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n.RESUMEN 

El protozoario intracelular Toxoplasma gondii es un parásito que infecta tanto a aves 

como a mamíferos, incluyendo al hombre. La infección que causa, la toxoplasmosis, es 

generalmente asintomática 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 el se prueban diferentes candidatos a vacuna. Para evaluar 

el grado de protección que ofrece una vacun~ es necesario detenninar cuantitativamente la 

carga parasitaria que existe en el tejido de los ratones. Es por ello que en el presente trabajo 

se desarrolló una técnica competitiva de PCR para cuantificar ADN del parásito, la cual, 

proporciona un método directo para determinar la carga parasitaria. Como blanco de la PCR 

se utilizó el gen B I de T.gondii que se encuentra repetido 35 veces en tandcm dentro del 

genoma del parásito. Los iniciadores que se eligieron (Rd-I y Rd-2l amplifican un 

segmento de 30 l pb. Se sintetizó un competidor heterólogo (estándar intemo l, que consta 

de un segmento del fago lambda flanqueado por las secuencias de los iniciadores Rd-I y 

Rd-2, el cual se encuentra clonado en un plismido. El estándar es mur 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 restricción para MspI. La técnica consiste en coextraer el ADN genómico del 

cerebro de un ratón infectado junto con el ADN del parásito, someterlo a una 

coamplificación con una serie de diluciones del estándar interno, digerir los productos con 

MspI y separarlos por electroforesis en gel de agarosa. Debido a que las eficiencias de 

amplificación para ambos moldes, fueron diferentes, se normalizó al estándar en función 

del blanco. Finalmente, se logró desarrollar una técnica de PCR competitiva para 

cuantificar ADN de T.gondii. El método resultó sensible (detecta 2.3 taquizoito. en 500 ng 

de ADN de cerebro de ratón) y reproducible a nivel ¡nt",ensayo. Éste fue aplieado 

exitosamente en condiciones que simulan ADN ex:traido del cerebro de un ratón infectado. 
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l. INTRODUCCiÓN 

1. TOXOPLASMOSIS 

1.1 AGENTE ETIOLÓGICO 

La toxoplasmosis es una infección causada por el protozoario Toxoplasma gondii, 

que pertenece al grupo de parásitos 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, Subelase: Coccidia, 

Orden: Eucococcidiida y Suborden: Eimeriina (Levine et al., 1980). 

1.2 RANGO DE HUÉSPED 

T. gondii tiene su estado sexual restringido a los enterocitos de los felinos, pero el 

estado asexual es capaz de invadir y desarrollarse dentro de muchos tipos celulares 

diferentes en todas las especies de animales de sangre caliente (mamíferos y aves). Esta 

amplia especificidad de tejido y de huésped implica que el parásito debe usar caminos muy 

conservados para su interacción con la célula huésped (Smith el al., 1995). 

1.3 CICLO DE VIDA DE Toxoplasma gondii 

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

sexual (Fig 1). 

La etapa asexual ocurre en huéspedes intennediarios y definitivos. T. gondii invade 

las células del huésped y comienza a dividirse por endodiogenia. un proceso semejante a 

la división binaria, dentro de una vacuo la parasitófora. Se usa el término taquizoíto para 
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designar esta fonna del parásito caracterizada por un ciclo de división rápida. El tiempo de 

división es usualmente de 6·8 hrs para el taquizoíto de la cepa virulenta RH. Cuando el 

número de parásitos dentro de la célula alcanza de 64-128 (en cultivo de tejidosl, la célula 

se rompe liberando taquizoítos que infectan a las células adyacentes. De esta manera, un 

tejido o un órgano infectado, pronto muestra evidencia de un proceso citopático. La 

mayoría de los taquizoítos son eliminados por la respuesta inmune humoral y celular. De 7 

a 10 dias después de la infección sistémica por taquizoitos, se desarrollan quistes tisulares 

que contienen bradizoitos, la fonna asexual de división lenta del parásito. Estos quistes 

tisulares se encuentran en una gran variedad de órganos del huésped, pero principalmente 

dentro del sistema nervioso central y en músculo, donde pueden persistir por todo el tiempo 

de vida del huésped (Kasper et at, 1993). 

Cuando los quistes son ingeridos (por ejemplo al ingerir productos de carne poco 

cocidos), la pared del quiste su~ una rápida digestión por las secreciones gástricas En 

huéspedes no felinos, los bradizoltos ingeridos invaden el epitelio intestinal y se 

transfonnan en taquizoltos que se dividen rápidamente, para después seguir con el patrón de 

infección mencionado antcrionnentc (Kaspcr et al., 1993). 

El ciclo de vida sexual del parásito se define por la fonnación de ooquistes I 

esporozoítos y ocurre únicamente en las células enteroepiteliales de los huéspedes 

definitivos (felinos). Este ciclo de vida comienza con la ingestión de los quistes tisulares y 

tennina después de varios estados intennediarios, en la producción de micro y 

macrogametos. El microgameto es flagelado, pennitiendo al parásito buscar al 

macrogameto. La fusión de los gametos produce un cigoto que se envuelve en una 

membrana rígida, fonnándose el ooquiste que es excretado en las heces. Durante la 

infección aguda, un gato puede excretar hasta 100 millones de parásitos por día. Después de 

2·3 días de exponerse al aire a temperatura ambiente, el ooquiste no infeccioso esporula y 

se fonnan en su interior 8 esporozoitos. Estos ooquistes muy estables ahora son altamente 

infecciosos y pueden permanecer viables por muchos años en el suelo. Ellos pueden ser 

ingeridos por un huésped intennediario, tal como una mujer embarazada, un cerdo o tal vez 

un ratón. Una vez digeridos, los esporozoítos liberados infectan el epitelio intestinal 
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produciendo taquizoitos asexuales de rápido crecimiento y por último bradizoítos (Kasper 

el al., 1993). 

Huésped 
Intermediario 

Fieura 1 Cjclo de vida de TQxQplasma ranm; 

1.4 EPIDEMIOLOGÍA Y ESPECTRO CLÍNICO DE LA TOXOPLASMOSIS 

La toxoplasmosis es una de las infecciones crónicas parasitarias más prevalentes en 

humanos, infectando del 10-25% de la población mundial (Dubey et al., 1988), mientras 

que en México, se ha reportado una seroprevalencia a nivel nacional del 32% (Velasco el 

al., 1992). Sin embargo la toxoplasmosis es generalmente asintomática en personas 

inmunocompetentes. 

La toxoplasmosis postoalal adquirida puede ser localizada o generalizada, siendo la 

linfadenitis la fonna de toxoplasmosis más frecuente en el hombre y transcurre sin el 

menor problema ya que la infección es resuelta espontáneamente en semanas o en meses 

(Dubey el al., 1993). 
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La toxoplasmosis congénita ocurre sólo cuando la mujer se infecta por primera vez 

durante el embarazo ya que mientras la madre raramente tiene síntomas de la infección, 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 infección generalizada en el 

feto, más tarde la infección es eliminada de los tejidos viscerales y se puede localizar en el 

SNC (Dubey et al., 1993). Cuando la infección en el feto ocurre temprano en el embarazo, 

puede resultar en muerte intrauterina o en una severa enfennedad neurológica y si la 

infección OCurre más tarde en el embarazo entonces tiende más a ser asintomática y hasta 

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

T. gond'-¡ puede causar también un severo daño neurológico o hasta la muerte en 

pacientes irununocomprometidos. ya sea por alguna terapia con fármacos o por enfermedad; 

ésto es debido a la reactivación de los quistes que aparecieron y persistieron en los tejidos 

de la persona tras la infección primaria. La liberación de los bradizoítos y su transformación 

a taquizoítos 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 T. gondii se han ampliado en éstas ultimas décadas (Burg e.t 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 epidemiología, 

inmunología, patología y en la relación huésped - parásito. La virulencia puede ser estimada 

como: el tiempo que le toma al animal morirse después de ser infectado y el porcentaje de 

mortalidad o el número de parásitos necesarios para matar a animales infectados (Sibley et 

al., 1996). 

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

basados en la habilidad de matar a un ratón tras haberlo retado con taquizoítos. Las cepas 
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agudamente virulentas como RH tienen una LDJ()o de diez organismos y la infección 

siempre conduce a una muerte tipicamente rápida (6-10 dias). Las cepas no virulentas como 

ll3eE, Beverley y Sol tienen valores de LD50 en un rango de lO' a > I O' Y los animales 

sucumben usualmente entre los lOa 20 días postinfección y los sobrevivientes viven con la 

infección crónica. Se ha reconocido que diferentes especies y cepas de huésped varían en su 

susceptibilidad a la infección por T. gondii. La virulencia aguda aparentemente es 

independiente de la cepa de ratón 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 TOXOPLASMOSIS 

El modelo animal más usado para la toxoplasmosis es el modelo murino. Los 

ratones se pueden inocular de manera intrapcritoneal o subcutánea con cualquiera de los 

tres estados infecciosos de T. gond;; (taquizoítos, quistes tisulares u ooquistes) pudiéndose 

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

Cuando son inoculados por vía intraperitoneal los taquizoftos crecen en las células 

de la cavidad peritoneal del ratón, algunas veces produciendo ascitis, y también crecen en 

la mayoria de los demás tejidos para después desarrollar quistes tisulares. La ascitis se 

desarrolla en 4-14 días después de la inoculación 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 inoculación en promedio (Dubey et al., 1997). 

Para evaluar el estado de infección, pueden hacerse pruebas serológicas para la 

búsqueda de anticuerpos. Por otro lado los cerebros de los ratones pueden ser 

homogeneizados y examinados por microscopia de contraste de fase buscando y/o contando 

los quistes tisulares (Ha-len et al., 1992). 

Otra manera de evaluar la infección es expandir el número de parásitos presentes en 

el espécimen a un nivel en el que pueden ser detectados. lo cual puede hacerse por 
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reinoculación en un ratón sano o por crecimiento en lineas celulares. Para ello, el parásito 

puede multiplicarse en una gran variedad de líneas celulares: lineas continuas establecidas 

como células-L, VERO, fibroblastos, o Hep-2, y lineas de pasajes finitos tales como MRC­

S y células primarias de riñón de mono. Las células infectadas pueden ser identificadas a los 

4 días por microscopía directa con tinción de O¡emsa, pero más rápidamente por 

inmunofluorescencia indirecta después de la fijación de los cultivos con acetona (Ha-len el 

al., 1992). 

2. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLlMERASA (PCR) 

2.1 FUNDAMENTO DE LA PCR 

La técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un procedimiento 

rápido para la amplificación enzimálica in vi/ro de un segmento especifico de ADN (Coen, 

1994). En la PCR, la DNA polimerasa usa el principio de síntesis de la cadena 

complementaria de ADN en dirección 5' a 3' usando un ADN molde de cadena sencilla, 

empezando en una región de doble cadena (Grabam el al., 1991). Por lo que en este caso se 

necesita conocer la secuencia nucleotídica de los sitios que bordean a la región por 

amplificar y, con base en ella, sintetizar dos pequeños oligonucle6tidos de 

aproximadamente 20 nucléotidos, cada uno complementario a cadenas opuestas de la región 

de ADN (Sambrook et al., 1989). Estos oligonucle6tidos se unen a su segmento 

complementario dentro del ADN molde creando la región de doble cadena necesaria para el 

inicio de la sintesis del ADN in vi/ro, por lo que se les llama iniciadores (Grabam et al., 

1991 ). 

Los requeri mientos de la reacción son simples: desoxinucle6tidos (dNTP) que 

proveen la energía y nucleósidos para la sintesis de ADN, la DNA polimerasa termoestable 

(Taq DNA polimerasa proveniente de 7ñermus aqua/icus) que permite el uso de altas 

temperaturas para la desnaturalización. el alineamiento y la extensión, los iniciadores, el 
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ADN molde, todo en una solución amortiguadora que contiene cloruro de magnesio 

(Graham et al., 1991). 

Inicialmente, 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). Imnediatamente 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 la extensión a lo 

largo de la hebra de ADN en el sentido 5' a 3' (Kidd et al., 1995). En esta primera ronda de 

síntesis se producen nuevas cadenas de longitud indetenninada que, como las cadenas 

originales, pueden hibridizarse con los iniciadores tras la desnaturalización y el 

alineamiento. Con cada ciclo de desnaturalización, alineamiento y extensión. estos 

productos se acumulan sólo aritméticamente (Caen et al., 1994). 

En el segundo ciclo de desnaturalización. alineamiento y extensión. 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, 

acumulándose exponencialmente así que teóricamente. n ciclos resultan en una 

amplificación de 2" veces del producto discreto (Caen et al., 1994). 

El producto principal de esta reacción exponencial es un segmento de ADN de 

doble cadena cuyos extremos están definidos por los extremos 5' de los oligonucleótidos y 

cuya longitud esta definida por la distancia entre las secuencias complementarias a los 

iniciadores (Kidd et al., 1995). 
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DNA original 
- Iniciador 

DNA sintetizado 

5" )' 1 ~ -
J 
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J' 

'1 -. _Y - • 
1 ... - 1;.; '4 ~ -_. -- '. J' 1. 

_ .. .... 
Primer ciclo Segundo ciclo Ciclos subsecuentes 

Figura 2. Esquematización de la ReacciÓn en Cadena de la Polimerasa PCR 
Cada cic10 consta de desnaturalización, alineación y extensión 

2,2 CURVA EXPERIMENTAL DE LA PCR 

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

descrito por la siguiente ecuación: 

N = N, (J + efJ)" 

donde N, es el número de copias del ADN inicial, N es la cantidad de ADN después de n 

ciclos de amplificación, y eff es la eficiencia de la amplificación, El valor actual de la 

eficiencia depende de factores que pueden ser únicos para cada par de iniciadores y 

sequencias intermedias a ser amplificadas. Si la eficiencia fuera constante e igual a 1, la 

representación gráfica de la ecuación mostrarla una relación lineal entre N y No para 

cualquier valor de n. Pero como con cualquier reacción enzimática. no se puede esperar que 

esta relación sea lineal indefinidamente, ya que la eficiencia de la PCR varia a lo largo de 

los ciclos de amplificación (Horikoshi et al., 1992), lo cual se puede observar en la cinética 

de reacción mostrada en la figura 3 donde se grafica la cantidad de producto de PCR 
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generado contra el número de ciclos, mostrando que existen tres fases bien definidas 

durante la amplificación: 

Fase de meseta 
4.4 

4.3 

4.2 

4.1 

4.0 

Log ¡producto] 
3.9 

3.8 
Fase exponencial 

3.7 

3.6 

3.5 Fase de primeros ciclos 

3.4 

5 10 15 20 25 30 35 

Número de ciclos 

Figura 3. Cinética experimental de la PCR 
Se grafica cantidad de producto contra el número de ciclos 
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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 unión especifica con los iniciadores (Kidd et al., 1995) y la 

eficiencia se eleva desde cero hasta su valor máximo. 

Tener finalmente 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 unión eficiente del iniciador a la 

secuencia deseada, depende del disedo de los iniciadores (secuencia y longitud) y de las 

condiciones de rigor de la reacción (especialmente la concentración del ion magnesio y la 

temperatura de alineamiento). Esencialmente cualquier interacción del iniciador con el 

ADN molde puede conducir a un producto de extensión cuya especificidad puede ser dificil 

de controlar durante los primeros ciclos, dado el vasto exceso molar de los posibles sitios 

de alineamiento en el 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 desarroUado una variedad de técnicas para cambiar el balance dinámico 

hacia el producto deseado. Una de eUas es el comienzo en caliente (Hot Start) de la PCR, 

que consiste en poner en contacto todos los elementos de la ~ión a altas temperaturas, 

de modo que el alineamiento y extensión de secuencias ~neas o la formación de dImeros 

de iniciadores no ocurra bajo condiciones de baja rigurosidad durante la primera transición 

d. baja temperatura (ambiente) hasta el primer paso d. desnaturalización (Kidd et al., 

1995). Una reciente variación consiste en adicionar una Taq polimerasa bloqueada 

químicamente lo cual previene que la polimerasa esté activa durante la primera transición 

de temperatura y es hasta que tennina la primera etapa de desnaturalización, cuando el 

bloqueo se elimina y puede comenzar la extensión. 
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2.2.2 FASE DE AMPLIFICACIÓN EXPONENCIAL 

Durante los ciclos subsecuentes, el numero de copias del fragmento de ADN 

deseado se incrementa exponencialmente (Kidd el al., 1995), la eficiencia es constante y la 

cantidad de ADN amplificado (N) a cualquier valor de n es directamente proporcional a la 

cantidad de ADN inicial. 

Durante la mayoría de los ciclos de la etapa de amplificación 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 amplificado que posee sitios perfectamente complementarios a ambos 

iniciadores (Kidd et al., 1995). 

Así, cualquier molécula presente será duplicada en número en cada ciclo y su razón 

pennaneceni inalterada por muchos ciclos mientras todas se incrementen en número. Los 

únicos requerimientos para que la fase proceda son: 

* Una cantidad suficiente de moléculas de iniciadores y enzima 

• Condiciones que permitan un alineamiento completo de los iniciadores, una extensión 

completa (por ejemplo, concentraciones adecuadas de nucle6tidos libres), y una 

desnaturalización 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 reacción se acumulan. toda la enzima presente se ocupa 

totalmente y la razón iniciador· molde decrece. mientras que la razón molde . molde 

(amplificados de ciclos anteriores) aumenta. promoviéndose así el autoalineamiento de las 

cadenas molde. Cuando el autoalineamiento se vuelve más significante o la cantidad de 

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

La fase de amplificación es finita para cualquier blanco. Los ciclos térmicos más 

allá de esta fase desvían la amplificación en falsos blancos que no fueron los preferidos 

durante los primeros ciclos, debido a que los falsos blancos están en baja concentración, un 

menor porcentaje de ellos se rcalincaran a ellos mismos en comparación con aquellos 

productos (blancos verdaderos) que se encuentren en mayor concentración (Kidd et al., 

1995). 

En algunos casos de extremo exceso de producto, es posible que se dé la 

concatemenzación del producto, resultando en bandas de peso molecular mucho más alto 

que el del producto deseado. Este artefacto puede prevenirse por reducción del número de 

ciclos y mediante un cálculo cuidadoso de la razón iniciador - molde (Kidd et al., 1995). 

2.3 CONTROL ENZIMA rICO DE LA CONTAMINACIÓN EN PCR 

La PCR es especialmente sensible a la contaminación, ya que produce abundante 

amplificado a partir de trazas del ADN original. Cualquier posible contaminación debe ser 

eliminada para que los resultados de la PCR sean significativos. El ADN contaminante 

puede originarse de 3 fuentes. ADN de otras muestras a probar, ADN de materiales 

experimentales como clonas recombinantes o ADN generado de previas amplificaciones de 

la misma secuencia blanco. Esta última fuente de contaminación es la más común y 

también la que causa más problemas y es llamada contaminación por acarreamiento. 

Detectar la contaminación por acarreamiento por inclusión de un control negativo en las 

reacciones es esencial (Dieffenbach el al 1995). 

El método más ampliamente usado para la descontaminación de PCR está basado en 

sustituir tímina por uracilo en el ADN producto de la PCR. El ADN producido en tales 

condiciones es nonnal en muchos aspectos (puede ser cortado con muchas enzimas de 

restricción y ser hibridizado a sondas), excepto que contiene decenas o centenas de 

desoxiuridinas. Una preincubación de todas las reacciones de amplificación con la enzima 
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uracil DNA glicosilasa (UDG) resulta en la remoción de los uracilos del ADN acarreado 

(sin afectar ADN blanco y dUTP), creando decenas o centenas de sitios abásicos. Las DNA 

polimerasas se paran en estos sitios. Además, tales sitios son lábiles al calor y se rompen 

durante los ciclos de temperatura, lo que previene la amplificación. Si el dUTP es usado 

rutinariamente en todas las amplificaciones, entonces todos los productos tendrán uracilo y 

serán susceptibles a la UDG. Este método es poderoso y debido a que actúa en reacciones 

completas justo antes de los ciclos de temperatura (todos los componentes están presentes, 

incluyendo el ADN blanco), ningún producto de PCR acarreado, sin importar su fuente, 

puede escapar a la destrucción (Longo et al., 1990 y DiefTenbach et al., 1995). 

2.4 PCR CUANTITATIVO 

La PCR es una metodología altamente sensible y especifica para la detección de 

ácidos nucleicos y es una herramienta muy útil para la cuantificación de la cantidad de 

ácidos nucleicos específicos presentes en una muestra. Una vía simple para la 

cuantificación por PCR es la medición de la cantidad de producto de amplificación en la 

fase exponencial por referencia a una serie de diluciones de un estándar externo. Como 

quiera. la cuantificación exacta con este tipo de PCR es impedida por un gran número de 

variaciones que pueden ocurrir durante la preparación de las muestras o en el curso de la 

reacción, y variaciones menores en las condiciones de reacción, ya que todas ellas son 

enonnemente aumentadas durante el proceso de amplificación. Estas variaciones pueden ser 

superadas parcialmente por la normalización de la cantidad de productos de PCR del ADN 

molde específico con respecto a un molde de referencia interna como el gen celular de la Il­
globina amplificado en el mismo tubo. Una alternativa es la dilución limitante usando la 

metodología de PCR anidado (nested PCR), que puede ser usada en combinación con el 

análisis estadístico de Poison para la evaluación de los resultados (Zirnmennann el al., 

1996). 
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2.5 PCR COMPETITIVA CUANTITATIVA (qcPCR) 

La cuantificación más precisa del ADN molde puede ser obtenida por una PCR 

competitiva. Este ensayo está basado en la coamplificación competitiva de la secuencia 

blanco específica junto con concentraciones conocidas de un estándar interno en un tubo de 

reacción. El estándar interno tiene que compartir con el blanco específico los mismos sitios 

de reconocimiento de los iniciadores, y tanto el blanco específico como el estándar deben 

ser amplificados por PCR con una eficiencia similar, además debe ser posible cuantificar 

los productos de PCR del blanco específico y del estándar interno por separado. La 

cuantificación es entonces realizada comparando la señal de PCR del blanco específico con 

la señal de PCR del competidor (estándar interno), cuya concentración es conocida 

(Zimmermann et al., 1996). 

Ya que tanto el blanco como el estándar interno se encuentran bajo las mismas 

condiciones de amplificación. el uso de este sistema compensa el alto número de factores 

incontrolables que afectan el rendimiento de la PCR (Forsler, 1994). 

Experimentalmente, a los tu1>98 de reacción que contienen las muestras con una 

cantidad constante del blanco original se les adiciona una dilución seriada del estándar 

competidor, y se realiza la coamplificación, lo que da como resultado el patrón de la figura 

4 tras resolver los productos de la PCR competitiva en un gel de agarosa. Cuando la razón 

molar de los productos de la PCR generados del blanco original y del competidor es igual a 

1, la cantidad del blanco es igual a la del competidor. Como la cantidad del competidor 

agregada es conocida, entonces la cantidad del blanco puede ser determinada (Siebert el al., 

1995). 

En teoria, una sola concentración del estándar competitivo coamplificado con el 

molde específico puediera ser suficiente para la cuantificación, por interpolación con una 

curva de calibración obtenida mezclando cantidades constantes del estándar interno con 

varias concentraciones conocidas del blanco original. Pero se ha demostrado que las 

mediciones cuantitativas son más exactas cuando las razones molares del blanco original y 
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del estándar competitivo son iguales o similares, por lo que es preferible el usar protocolos 

de PCR cuantitativa que usen la coamplificación de una concentración del molde 

específico con varias diluciones del estándar interno (Zimmennann et al., 1996). 

Desde que este método fue descrito por primera vez (Gilliland et al., 1990), ha sido 

usado ampliamente para la cuantificación de ADN y ARN celulares, así como ácidos 

nueleicos virales y bacterianos. Ejemplos reportados incluyen la cuantificación: de ADN 

mitocondrial; de expresión 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 

1 (HIV -1); y de bacterias, especialmente aquéllas de bajo crecimiento como mycobacterias 

(Zimmennann et al., 1996). 

kb 

1.1 
0.65 

12345678 

Dilución del estándar 

Producto de amplificaci6n del 
+--- DNA blanco 
+- Producto de amplificaci6n del 

estándar Interno 

Figura 4. Electroforesis típica de una PCR competitiva cuantitativa 
l y 8: estándares de tamaño de DNA 
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2.6 VENTAJAS DE LA qcPCR 

La mayoría de los protocolos descritos para la PCR competitiva sugieren el uso de 

30 a 50 ciclos, que en la mayoría de los casos llevan a la PCR más allá de la rase 

exponencial. Otras publicaciones recomiendan restringir el análisis cuantitativo competitivo 

a la rase exponencial de acumulación del producto ya que es sólo durante la rase 

exponencial de la amplificación que la cantidad de productos es proporcional a la cantidad 

inicial de ADN. Esta rase exponencial debe ser determinada cuidadosamente y puede 

diferir no sólo debido a la naturaleza del molde específico a ser cuantificado, sino también 

con respecto al equipo que está siendo usado, lo que es una gran complicación para esta 

técnica (Zirnmennann et al., t 996). Como quiera, estudios recientes que se han dirigido a 

este problema han mostrado que la amplificación del blanco original y del estándar interno 

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 

rase exponencial de la amplificación, lo que tal vez sea la ventaja más grande de usar PCR 

competitiva (Siebert el al, 1993, Murphy et al, 1990, Zimmermann et al., 1996). 

Cuando existen diferencias menores entre las eficiencias de amplificación del blanco 

y del estándar interno, esto puede ser compensado al usar un factor de corrección, es decir 

al nonnalizar o estandarizar a los competidores (estándar interno) contra el blanco para así 

poder validar las determinaciones hechas con dicho estándar (McCulloch et al., 1995; 

Forster et al., 1994). 

Por este método es posible medir pequeños cambios en la cantidad relativa de ADN 

o ARNm con una exactitud razonable. Claramente se puede discernir un cambio de 2 a 4 

veces, haciendo el método comparable con hibridizaciones Southem o Northem y slotldot, 

pero con la sensibilidad, velocidad y conveniencia de la PCR (Siebert et al, 1993). 

Finalmente, en protocolos en los que este método ha sido usado, ha mostrado tener 

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

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

2.7 TIPOS DE ESTÁNDARES INTERNOS PARA LA PCR COMPETITIVA 

El competidor o estándar interno ideal debe ser rápidamente preparado, fácilmente 

distinguible del blanco, amplificarse con una eficiencia comparable. proveer un resultado 

independiente del número de ciclos y no requerir de radioisótopos para su cuantificación 

(McCulloch et al, 1995). 

El generar y probar un estándar interno apropiado y el elegir un par de iniciadores 

son los aspectos más cruciales en la puesta en marcha de un protocolo de PCR competitiva. 

El camino más simple para escoger unos iniciadores apropiados es. siempre que sea 

posible, usar iniciadores que sean ampliamente usados o bien descritos en la literatura. Si se 

tiene que diseñar iniciadores nuevos, dos herramientas muy poderosas son las bases de 

datos de secuencias y los programas de computación especializados (Zirnmermann 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 

estándar interno. 

Una vez que se ha seleccionado el par de iniciadores adecuado, pueden ser usadas 

varias estrategias para construir el estándar interno. Los estándares internos para la PCR 

cuantitativa son fragmentos que comparten las secuencias de reconocimiento de los 

iniciadores con el blanco específico 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 ESTÁNDARES HOMÓLOGOS 

La manera más fácil de distinguir entre el blanco original y el estándar interno es 

por diferencias en el tamaño de los dos productos. Esto puede lograrse, por ejemplo, 

construyendo estándares que tienen la misma secuencia que el blanco específico pero que 

contienen una deleción o una inserción. También se pueden obtener diferencias entre el 

blanco y el estándar al incorporar sitios de restricción (Zimmennann el al, 1996). Un 

refinamiento de este método es reemplazar el sitio de restricción del blanco, cuando se 

construye el estándar, por otro sitio de restricción 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 estándares internos es el intercambio de 

nucleótidos en el blanco específico, lo cual puede ser identificado tras una hibridizaci6n 

diferencial con sondas específicas para las secuencias original y la estándar (Zimmennann 

et al, 1996). 

Estas estrategias pueden resultar en un blanco y un estándar que comparten la 

mayoría de sus secuencia nucleotídica con el objetivo de minimizar diferencias en la 

eficiencia de amplificación entre ambos. Una desventaja de. estos métodos es que pueden 

formarse heteroduplex. que pueden interferir con el análisis 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 digestión. La formación de estos heteroduplex se incrementa conforme la 

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

2.7.2 ESTÁNDARES HETERÓLOGOS 

Una fonna básicamente diferente para construir un estándar competitivo es usar un 

gen espaciador no específico o segmento de AON heterólogo. Estos competidores tienen 

secuencias nucleotídicas 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 digestión con enzimas de restricción (Siebert et al., 1995). 

2. Amplificando un ADN heterólogo con un par de iniciadores compuestos. Los 

iniciadores compuestos contienen las secuencias de los iniciadores del blanco continuas 

a las secuencias que alinean con el fragmento de ADN heterólogo. Así, durante la 

amplificación las secuencias de los iniciadores del blanco son incorporados en los 

productos (Siebert et al., 1995). 

3. Finalmente también se ha descrito la generación de estándares competitivos por la 

amplificación de múltiples fragmentos de ADN de material celular en una PCR de baja 

rigurosidad. Este procedimiento resulta en una variedad de productos de PCR de 

diferentes tamaños, de los cuales se puede purificar el más apropiado y usarlo como 

estándar interno en un ensayo cuantitativo de PCR competitiva (Zirnmennann et al., 

1996). 

El uso de un mismo par de iniciadores para amplificar ADNs de diferentes tamaBos 

no garantiza eficiencias de amplificación iguales. Incluso se ha observado que hay una 

relación inversamente exponencial entre la eficiencia de amplificación y el tamaño del 

templado, por lo que es muy i.mportante minimizar las diferencias de tamafto entre el 

estándar y el blanco. También se recomienda que tanto el estándar como el blanco tengan 

contenidos similares de G+C (McCul1och 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 plásmidos (Zirnmennann el al., 1996). 

Después es importante detenninar exactamente la concentración del estándar 

interno. Así que es aconsejable, 00 sólo cuantificar espectrofotométricameote el plásmido 

competidor que va ha ser usado como estándar interno, sino también verificar su calidad 

electroforéticamente. Además la concentración del estándar interno puede ser verificada por 

PCR en combinación con dilución de punto final, tomando en cuenta la distribución de 

Poisson (Zirnrnermann et al., 1996). 
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2.8 DETECCIÓN Y ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR 

Para la detección y el análisis de los productos amplificados, hay disponibles una 

gran variedad de procedimientos. 

Los productos de PCR de diferentes tamaños, usualmente son separados por 

electroforesis en gel, en gel capilar o por HPLC. El método más fácil y el más usado es la 

electroforesis en gel sumada a la tioción con bromuro de etidia u otro colorante fluorescente 

equivalente, para visualizar las bandas de ADN. El gel puede estar hecho de polyacrilarnida 

o de agarosa. Para la cuantificación de las bandas de ADN, puede ser usado un sistema de 

video y análisis de imágenes. pudiéndose analizar por densitometría los geles directo del 

transiluminador o de la fotografia. La cantidad de colorante incorporado por molécula de 

ADN depende de la longitud de la misma, por lo que debe hacerse la corrección que torne 

en cuenta esto al momento de comparar las cantidades molares del blanco y del estándar 

para la cuantificación. Para detenninar la cantidad de blanco debe construirse una gráfica en 

la que el logaritmo de la razón de la intensidad de la señal correspondiente al estándar 

interno sobre la del blanco, usualmente corregida por la diferencia de tamafios, es graficada 

en función del logaritmo de la concentración del estándar interno agregado. Esto produce 

una gráfica lineal (Fig. 5) Y para encontrar el número de copias de ADN blanco presentes 

en la muestra, se hace una interpolación para Y= O que es el punto en que los productos de 

amplificación del estándar y del blanco están en concentraciones iguales (Zimmennann et 

al., 1996). 

Un procedimiento más sensible que la tinción con bromuro de etidio es el marcaje 

de los oligonucle6tidos o de los dNTPs con fluorescencia o radiactividad. En el caso del 

marcaje radiactivo, después de la separación electroforética, se puede cuantificar la 

radiactividad incorporada en las bandas cortadas, se puede hacer una densitometria de la 

autoradiografia del gel. o una radio imagen del gel seco. En el caso del marcaje fluorescente, 

los productos pueden separarse en geles de poliacrilamida y cuantificarse elegantemente 

usando un secuanciador automático de ADN con inductor laser de fluorescencia 

(Zimmerrnann et al., 1996). 
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Otro método es realizar una separación electroforética de productos no marcados, 

transferirlos a 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 separación (hibridización en líquido). Para llevar a cabo una 

cuantificación más automatizada. se han reportado métodos que envuelven la captura de los 

productos de PCR en soportes sólidos (como microplacas o esferas magnéticas) seguida por 

cuantificación del material capturado por hibridización con sondas marcadas (Zirnmennann 

el al., 1996). 

0.4 

0.2 

0.0 

-0.2 

-0.4 

• 3.6 4.0 4.4 4.8 5.2 

Log lestándar) 

Figura S. Representación gráfica de los resultados de una qcPCR 
Se grafieó el logaritmo de la razón molar del producto de amplificación del blanco sobre el 
producto de amplificación del estándar interno contra el logaritmo de la concentración de 
estándar interno. 
La concentración del blanco se obtiene interpolando para y=O. 
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2.9 BLANCOS PARA PCR DENTRO DEL GENOMA DE T. gondii 

Durante los últimos años se han desarrollado un considerable número de ensayos de 

PCR para el diagnóstico de la toxoplasmosis. En base a la secuencia de varios genes del 

parásito se han diseñado diferentes pares de iniciadores y/o sondas. Algunas de las 

secuencias son de genes que son monocopia como P30 (Weiss et al, 1991), otras son 

secuencias repetitivas multicopias tal como el gen B I (Burg et al, 1989), otras son 

anónimas como TGR I E (Cristina et al, 1992), mientras que otro blanco es el gen 

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

Sin embargo la secuencia del gen BI que está repetido 35 veces, es conservada y 

específica para T.gondii ha sído la más estudiada y utilizada (Pelloux et al, 1996). 

El gen B I fue aislado y descrito por primera vez en 1987, al hacer una búsqueda en 

una librería genómica en AgtII de la cepa RH de T.gondii con un suero policlonal de ratón 

contra un Iisado de taquizoítos del parásito. Se encuentra dentro de un fragmento EcoRl de 

2.2kb repetido en tandem dentro del genoma (Boothroyd et al., 1987). Debido a su 

naturaleza repetitiva, el gen Bies un blanco muy atractivo para detectar a~ parásito T. 

gondii a través de una PCR específica para B t. El número de copias del gen B 1 dentro del 

genoma fue detenninado por hibridización comparativa con ADN genómico de la cepa RH 

y ADN de un plásmido donde fue clonada la secuencia de B 1. Se concluyó que hay 

alrededor de 35 copias del gen B I dentro del genoma de T.gondii. Aún no se ha logrado 

identificar el polipéptido codificado por el gen BI, pero se sabe que el ARNm para dicho 

gen es 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 específico 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 son 

Sarcocys/is, Neospora, Plasmodium, Aspergillus, Candida, Cryp/ococcus y Absidia spp. sin 

encontrar en ningún caso alguna señal detectable indicando que esta combinación es 

específica 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. (J 996) al tratar de amplificar ADN de 

Trypanosoma. Plasmodium ¡afciparom, Leishmania, Mycobacterium tuberculosis y 

citomegalovirus. 

También se ha reportado que el gen B l se encuentra en todas las cepas que se han 

probado hasta la fecha, incluyendo varios aislados de pacientes con SIDA. Burg reportó que 

logró obtener amplificado con sus oligos (694-714 y 887-868) para cuatro cepas: RH, C56, 

P y C así como para dos aislados de pacientes con SIDA (A l Y A2) lo que indica que el gen 

se encuentra conservado por lo menos en la región amplificada. Además diferentes cepas 

contienen aproximadamente el mismo número de copias. según los resultados obtenidos 

(Burg et al., 1989). Grover et al. (1990) legraron la detección de BI por PCR con los 

mismos oligos en un total de 15 cepas más. Grop et al. (1992) obtuvieron amplificado con 

sus oligos para la cepa RH así como para 5 aislados clínicos de Europa central BK, AL T, 

177, NTE Y 561. 

Otra evidencia de su conservación es que en todos los Casos de los aligos reportados 

se han usado pruebas de hibridización para confinnar que el amplificado obtenido sea 

efectivamente de la región deseada (Burg et al,1989; Grop et al,1992; Bretagne et al, 1993; 

Pelloux et al, 1996). Alternativamente también se han realizado análisis de restricción de 

los segmentos amplificados (Grop et al,1992). 

También en todos los casos, en cuanto a nivel diagnóstico, la PCR basada en el gen 

B 1 ha mostrado un nivel de especificidad y sensibilidad igualo mayor al de los métodos 

tradicionales para la detección del parásito, como lo son el 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 inoculación en ratones (Grover et al, 1990; van de Ven et al, 1991; 

Grop et al, 1992; Hohlefield et al,1994; Pelloux et al, 1996), microscopía (van de Ven et al, 

1991; Grop et al, 1992; Bretagne et al, 1993) o incluso otras técnicas diagnósticas como las 

serológicas (Grover et al, 1990; Grop et al, 1992; Hohlefield et al,1994; Pelloux et al, 

1996). 
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En la tabla 1 se enlistan y esquematizan los pares de oligonucleótidos descritos hasta 

la fecha para el gen B 1 de T. gondii, así como la sensibilidad reportada para cada caso. 

Tabla 1. Oligonucleotidos diseñados y reportados para la amplificación del gen B I de 
rgolldii 

P~R REFERE:\'C/'\ LO:'\G.DEL OI.lGO OUGO SE:\'!'I SII.I DAD 
A~IPUFICADO I 2 

, B urg el a 1 (1989) 194 b p 694 - 887 - 10 taqUlzollos 

2~I¿ro~~t al (1992) 
714 868 1100,000 leucos 

634pb 547- 1180- 10 taquioítos 
I 567 1160 12x I O· células L,-_~ ___ 

3 I Bretagne et al 115 pb 1793- 1907- 5 moléculas de 
t(l993L ___ 1817 1881 estándar interno 

4 • Pelloux et al (1996) 301 pb 88- 388- I \O taquizoítos 1 
; 110 368 Il'gADN , 

T-l lob. Pascal Hérion 
humano 

328pb 1367- 1694- 100 taquizoítos 
1(997) 1390 1671 

GEN 81 DE T. gondii 
o ot 222001 

4 1 5 

2 
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El protozoario intracelular Toxoplasma gondii es un parásito que infecta tanto a aves 

como a mamiferos, incluyendo al hombre. La infección que causa, la toxoplasmosis, es 

generalmente asintomática 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 el modelo murino de la 

toxoplasmosis y en el se prueban diferentes candidatos a vacuna. Para evaluar el grado de 

protección que ofrece una vacuna, es necesario detenninar cuantitativamente la carga 

parasitaria que existe en el tejido de los ratones. Hasta ahora ésto se ha realizado mediante 

la observación microscópica y el 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 desarrollará 

una técnica de PCR para cuantificar ADN del parásito. la cual. proporcionará un método 

directo para detenninar la carga parasitaria. de una manera más rápida y sensible que el 

conteo de quistes. 

La utilización de una técnica competitiva con un estándar interno, es necesaria 

porque la técnica de PCR por si sola no es cuantitativa, ya que con mínimas variaciones en 

las condiciones de reacción. se pueden obtener diferencias apreciables en los productos 

obtenidos en una y otra amplificación de la misma muestra. 

V. OBJETIVOS 

Desarrollar y optimizar una técnica de PCR competitiva para ADN de Toxop/asma 

gondii que sea útil para la detección cuantitativa del parásito en una muestra de tejido de 

ratón. 
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VI. HIPÓTESIS DE TRABAJO 

La técnica de PCR competitiva nos pennitirá desarrollar un ensayo para la 

cuantificación de ADN de r gondii presente en una muestra de tejido (cerebro) de ratón 

infectado. 
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VII. MATERIAL Y METODOS 

1. EQUIPO 

Balanza analítica Sartorius basic 

Balanza semianalitica Sartorius MCI 

Baño refrigerador recirculante Cole Panner Polystat 

Baño seco Termolyne Type 16500 

Baño ténnico con agitación modelo New Brunswick Scientific 6760 

Baño térmico HETO OB I 3 

Cámara de electroforésis BioRad Wide Mini Sub Cell 

Cámara Polaroid Fotodyne Incorporated 

Centrifuga BECKMAN 12-21 

Centrifuga clinica Sorvall T 6000D 

Espectrofotómetro UV Nisible Beckman DU.65 

Fuente de poder Life Technologies 250 

Gabinete de seguridad Class I1NB3 Biological safety cabinet Forma Scientific 

Horno de microondas Panasonic 

Incubadora WTC binder 

Microcentrifuga Ependorff 5415 

Microcentrífuga lEC Micro Max 

Micropipetas Labsystems. Finnpipette 

Parrilla de agitación Thermolyne Cimarec 2 

Plataforma giratoria Bellco Biotechnology 

Potenciómetro Cole Parmer 05669-20 

Propipeta eléctrica Drurnmond Scientific 

Roto Torque Cole Parmer 

Termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 

Transiluminador Fotodyne FotoPrep 

Vortex Scientific Industries 2 Genie 
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2. REACTIVOS 

5-bromo-4-cloro-indolill3-galatosido (X-gal) USB 

Acetato de amonio Baker 

Acetato de potasio Baker 

Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPS) Sigma 

Acido acético Baker 

ADN del fago Lambda cepa CI857Sam7 Lakeside 

Agar Baeto DIFCO 

Agarosa para electroforésis Gibco BRL 

Alcohol isoamílico Merck 

Amortiguador para PCR I y II Perkin Elmer 

Ampicilina Sigma 

AmpliTaq Gold Perkin Elmer 

AmpliTaq Perkin Elmer 

Azul de bromofenol Sigma 

l3-mercaptoetanol Sigma 

Bromuro de elidio Sigma 

Cloroformo Baker 

Cloruro de calcio Baker 

Cloruro de magnesio 25 mM Perkin Elmer 

Cloruro de sodio Sigma 

Columnas para purificación de plásmidos QIAGEN TIP 100 

dATP. dTTP. dGTP. dCTP 100 mM Pharmacia 

DNAzol Gibeo BRL 

Dodecil sulfato de sodio (SDS) BioRad 

dUTP Lakeside 

Enzimas y amortiguadores de digestión Lakeside 

Estuche uTA c10ning Kit" Invitrogen 

Etanol absoluto Merck 
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Eter Baker 

Etilen diamino tettaacetato de sodio (EDTA) Sigma 

Extracto de levadura Bacto DIFCO 

Fenol ultrapuro Gibco BRL 

Glicerol Sigma 

Glucosa Sigma 

Hidróxido de sodio Baker 

Isopropanol Baker 

Isopropil¡3-tiogaJactopiranosido (lPTG) Sigma 

pBKS+ Stratagene 

Proteinasa K Boebringer 

RNAsaSigma 

Sulfato de amonio Baker 

T4 DNA ligasa Y su amortiguador 10X Lakeside 

Tirosina Sigma 

t-octilfenoxipoletoxietanol (friton XI 00) Sigma 

Triptona Bacto DIFCO 

Tris «(hidroximetil) aminometano) grado electroforésis BioRad 

Tris «(hidroximetil) aminometano) grado biologla molecular Sigma 

Tween 20 Sigma 

Uracil 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-I y Rd-2 fueron reportados por Pelloux et al. (1996), juntos 

amplifican un segmento de ADN de 301 pb dentro del gen 81 de T. gondii que va del 

nucle6tido 88 al 388 con ISS nt que son G o C. El oligonucle6tido Rd-I corresponde a los 

nucle6tidos 88-110 de la cadena en sentido 5'-3' dentro del gen 81, y tiene la siguiente 

secuencia: S'-AAG GGC TGA CTC GAA CCA GAT GT-3'. El oligonucle6tido Rd-2 

corresponde a los nucle6tidos 388-368 de la cadena en sentido 3'-5' dentro del gen 81, y 

tiene la siguiente secuencia S '-GGG CGG ACC TCT CTT GTC TCG-3 '. 

Los iniciadores XP-S y XP-6 son iniciadores compuestos que amplifican una 

secuencia de 271pb del genom. del fago lambda cepa Cl8S7Sam7 y además contienen en 

los extremos S', las secuencias correspondientes a los iniciadores ReI-1 y Rd-2 

respectivamente, que son usados paJa amplificar un segmento de 301 pb del gen BI dentro 

del genoma de T. gondii. paJa elegir la secuencia a amplificar dentro del genoma de 

lambda, se realizó una búsqueda con el programa GcneWorks versión 2.S.1 dentro de la 

función "Búsqueda de iniciadores para PCR" de la siguiente manera. La búsqueda se hizo 

dentro de la secuencia del fago lambda silvestre encontrada en la base de datos GcnBank88 

pero en la región 1-3S46O nt que son los que compsrte con la cepa CI8S7Sam7, que es con 

la que se cuenta en el laboratorio. Las demlls condiciones fueron: la diferencia entre las 

temperaturas de fusión de los dos oligonucle6tidos no debe ser mayor a 3OC, la 

concentración de las sales es de SO mM, la concentración de ADN es de SO nM, la longitud 

del amplificado debe estar entre 240-280 nI, la temperatura de fusión del amplificado debe 

estar entre 7S-8S·C, los oligonucle6tidos no deben de tener mIIs de 3 residuos consecutivos 

iguales, no debe haber residuos ambiguos dentro de los oligonucle6tidos, el último residuo 

de los oligonucle6tidos debe ser G o C, la longitud de los oligonucle6tidos debe ser entre 

16-22 nt con un óptimo de 20 nI, la temperatura de fusión de los oligonucle6tidos debe ser 

entre S0-70"C con un óptimo de 60"C y el porcentaje de GC de los oligonucle6tidos debe 

ser entre 40-60%. 
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Producto de esta búsqueda se obtuvo una lista de pares de iniciadores. de entre los 

cuales se seleccionó el compuesto por dos iniciadores que juntos amplifican un segmento 

de ADN de 271 pb dentro del genoma del fago lambda cepa CI8S7Sam7 que va del 

nuc1eótido 17712 al 17982, con una temperatura de fusión de 78'C, una temperatura de 

alineamiento teórica de S7'C, un contenido de GC de 134 nt y un sitio MspI que produce un 

corte en el nuc1eótido 135. El oligonuc1e6tido A corresponde a los nuc1eótidos 17712-

17731 de la cadena en sentido 5'-3' dentro del genoma de lambda y tiene la siguiente 

secuencia: S'-CGT TIA TGA CCC GAC GGT AC-J', El oligonuc1e6tido B corresponde a 

los nuc1eótidos 17982-17963 de la cadena en sentido 3'-5' dentro del genoma de lambda, y 

tiene la siguiente secuencia S'-ATG GGA TIC GGT TAT CTI GC-J'. 

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

secuencias: 

XP-S: 

S' -AAG GGC TGA erc GAA CCA GAT GT C GIT TA! GAC CCG ACG GTA C-3' 

secuencia 88-1 \O de B 1 secuencia 17712-17731 de lambda 

XP-6: 

5 '-GGa CGa ACC TCT CTT aTC TCG AIG CGA TTC GGT IAT CTT GC-3' 

secuencia 388-368 de B 1 secuencia 17982-17963 de lambda 

Los oligonuc1e6tidos Rd-I, Rd-2, XP-S y XP-6 se mandaron sintetizar por Oligos 

Etc. Los oligonucleótidos llegaron liofilizados, fueron hidratados y diluidos con agua MQ. 

Se cuantificaron espectro fotométricamente y se ajustó la concentración final a 20 J.1M. 

usando como coeficientes de extinción: 4.37, 5.44, 2.39 Y 2.69 nmoVOD, respectivamente. 

De esta solución se hicieron alfcuotas de 50 1'1 que se guardaron a -7CY'C. 
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5. PREPARACIÓN DEL FENOL 

5.1 Saturación del fenol 

Llevar a TA un frasco de fenol destilado, aflojar la tapa y poner el frasco en BM a 

65°C hasta fusión. Agregar agua MQ hasta el cuello del frasco, cerrar bien y agitar hasta 

obtener una emulsión fina. Guardar a 4°C hasta la separación de las fases (una noche). 

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

5.2 Equilibraeión del fenol 

Mezclar 15 mi de fenol más 15 mi de Tris I 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 Preparación del fenol saturado con Tris O.IM pH8 

En una botella de 100 mi agregar 12.5 mg de hydroxiquinoleína, 12.5 mi de fenol 

equilibrado y 62 mi de Tris 0.1 M pH 8. Agitar y decantar. 

5.4 Prepración del fenol- cloroformo - alcohol isoarnilieo 

En una botella de 100 mi agregar 12.5 mg de hydroxiquinoleina, 12.5 mi de fenol 

equilibrado, 12 mi de cloroformo, 0.5 mi de alcohol isoarnílico y 50 mi de TE (Tris lO mM, 

EDT A I mM, pH 8). Agitar, decantar y eliminar fase acuosa superior. Agregar 50 mi de 

TE, agitar decantar y eliminar la fase acuosa superior. Agregar 10 mi de TE y guardar a 4°C 

en la oscuridad (estable un mes). 
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6. EXTRACCIÓN Y PURlFICACIÓN DE ADN GENÓMICO 

6.1 ADN de T. gOlldii 

El ADN de T. gondii de las cepas Wiklor y Me49 había sido previamente purificado 

en el laboratorio por el método de la proteinasa K. 

6.2 Purificación de ADN de cerebro de ratón por el método de la proteinasa K 

Se sacrificó un ratón cepa Swiss por dislocación cervical, se extrajo el cerebro y se 

homogeneizó en 600 ¡tI de DPBS (NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO. 8.1 mM, 

KH,PO. 1.2 mM) quedando una concentración aproximada de 25XIO' células/mI, se 

tomaron 650 ),.1.1 de la suspensión y se colocaron en un tubo para microcentrífuga que se 

centrifugó a 3000 g por 5 min en una microcentrifuga (6000 rpm), se eliminó el 

sobrenadante y se resuspendió en TE suficiente para llevarlo a un volumen final de 1 mI. 

La suspensión se transfirió a un matraz Erlenmeyer de 125 mI, se agregaron 10 mI de 

amortiguador de extracción (Tris 10 mM, EDTA 0.1 M, SDS 0.5%, RNAsa 20 ¡tg/ml pH 8) 

Y la suspensión se dispersó. Se incubó por I h a 37"C en un baño térmico de agua Se le 

agregó proteinasa K (20 mg/ml) a una concentración final de 100 ¡tg/ml y se incubó 3 h a 

50"C en un baño térmico de agua, agitando periódicamente. Se dejó enfriar a TA y se 

transfirió a un tubo de polipropileno de 30 mI para centrifuga agregando después I1 mI de 

fenol saturado con Tris 0.1 M pH 8. Se mezcló suavemente durante 15 min en Roto Torque 

y después se centrifugó 15 min a 24\0 g con el rotor HIOO en la centrifuga clínica (3300 

rpm) aTA. Se transfirió la fase acuosa (parte superior) a un tubo limpio de polipropileno de 

30 mI para centrifuga con una pipeta pasteur cortada (orificio de aproximadamente 3 mm de 

diámetro) y se le agregaron 1I mI de fenol saturado con Tris 0.1 M pH8. Se mezcló 

suavemente durante 15 mio en Roto Torque y después se centrifugó 15 mio a 2410 g con el 

rotor H I 00 en la centrifuga clínica (3300 rpm) aTA. Se transfirió la fase acuosa (parte 

superior) a un tubo limpio de polipropileno de 30 mi para centrífuga con una pipeta pasteur 

cortada (orificio de aproximadamente 3 mm de diámetro) y se le agregaron II mI de fenol -

cloroformo· alcohol isoamílico. Se mezcló suavemente durante 40 min en Rolo Torque y 
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después se centrifugó 15 min a 2410 g con el rotor HIOO en la centrifuga clínica (3300 rpm) 

aTA. Se transfirió la fase acuosa (parte superior) a un tubo limpio Corex de 30 mi con una 

pipeta pasteur cortada (orificio de aproximadamente 3 mm de diámetro). Se midió el 

volumen de la fase acuosa con una pipeta de plástico graduada (desechable). Se agregaron 

0.2 volúmenes de acetato de amonio 10M Y se mezcló suavemente girando el tubo, después 

se agregaron 2 volúmenes de etanol absoluto a TA, el tubo se selló con papel parafilm y se 

invirtió varias veces hasta que las soluciones estuvieron totalmente mezcladas. Se 

centrifugó 10 min a 4306 g con el rotor JSI3.1 (6500 rpm) a TA y se descartó el 

sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a vacio. Se agregaron 10 mI de etanol al 

70% a -20'C lentamente sin resuspender la pastilla. Se centrifugó 10 min a 4306 g con el 

rotor JSI3.1 (6500 rpm) a TA y se descartó el sobrenadante con una pipeta Pasteur 

conectada a vacío. Se agregaron 10 mI de etanol al 70% a -20'C lentamente sin resuspender 

la pastilla, se centrifugó 10 min a 4306 g con el rotor JS 13.1 (6500 rpm) a TA y se descartó 

el sobrenadante con una pipeta Pasteur conectada a vacío. Entonces se dejó evaporar hasta 

la última gota de líquido colocando el tubo verticalmente dentro de un desecador conectado 

al vacío, sin secar la pastilla. Se agregaron 250 fll de TE y se colocó el tubo verticalmente 

sobre una plataforma giratoria a TA por 24 h. Después se incubó 24 h a 4'C. Entonces la 

solución se transfirió a un tubo para micro fuga utilizando una punta para micorpipeta 

cortada (orificio de aproximadamente 3 mm de diámetro) y se centrifugó a 15750 g en una 

microcentrlfuga (13000 rpm) por 5 mino Se transfirió el sobrenadante a un tubo para 

microfuga limpio usando una punta para micropipeta cortada (orificio de aproximadamente 

3 mm de diámetro) y se guardó a 4°C. 

El ADN se cuantificó como se menciona en cuantificación de ADN. Se obtuvo un 

total de 323 flg de ADN (rendimiento 1.24 flg de ADN por mg de cerebro) con una razón 

A,¡;jA"o= 1.92. 
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6.3 Purificación de ADN de cerebro de ratón 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 utilizó dentro del 

gabinete y que no tuviera ningún reactivo o soluci6n, fue irradiado 15 mio con U.V. antes 

de usarse. 

Se sacrificó un ratón cepa Swiss por dislocación cervical, se extirpó el cerebro. se 

pesó y se transfirió a un homogeneizador de tejido, se agregaron 300 fll de DPBS, se 

homogeneizó por 3 pasajes del pistilo y se aforó a un volumen de I mI con DPBS. Se 

homogeneizó con pipeta Pasteur y se transfirió la suspensión a un tubo para 

microcentrifuga. Se tomaron muestras de 100 fll que se colocaron en tubos para 

microcentrifuga y se centrifugaron a 2500 g por 5 min (5000 rpm). Se retiró el sobrenadante 

y se congelaron las muestras colocándolas en nitrógeno líquido. Se almacenaron a -80°C 

hasta su procesamiento. 

Se sacó del ultracongelador una aHcuota de macerado de cerebro (40 mg de tejido). 

Inmediatamente se le adicionó 1 mi de DNAzol y se Iisaron las células por subir y bajar en 

la punta 50 veces. Se sedimentó el homogeneizado por centrifugar 2 veces a 10,000 g por 

\O min en la microcentrifuga (11,000 rpm) aTA. Se transfirió el sobrenadante viscoso a un 

tubo nuevo para microcentrifuga y se precipitó el ADN presente por adición de 0.5 mI de 

etanol absoluto mezclando la muestra por inversión e incubando a TA por 3 mino Se 

centrifugó a 10,000 g en una microcentrifuga (11,000 rpm) por 5 mino Se eliminó el 

sobrenadante. El precipitado se lavó con 1 mi de etanol al 95%, invirtiendo el tubo 6 veces 

y centrifugando a 4000 g en una microcentrifuga (7000 rpm) por 2 min para después 

remover el sobrenadante. El precipitado se lavó nuevamente con 1 mi de etanol al 95%, 

invirtiendo el tubo 6 veces y centrifugando a 4000 g en una microcentrifuga (7000 rpm) por 

2 min para después remover el sobrenadan te. Se dejó secar el precipitado dejando el tubo 

abierto durante 15 min a TA Después se agregaron 300 fll de NaOH 8 mM y el precipitado 

se resuspendi6 haciéndolo pasar por una punta cortada (diámetro aproximado de 3 mm) 30 

veces e incubándolo por 15 min a 45°C en un baño seco. Después se dejó mezclar 
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suavemente toda la noche en el RotoTorque a TA Se centrifugó a 11500 g en una 

rnicrocentrífuga (12000 rprn) por 10 min y se transfirió el sobrenadante a un tubo para 

microcentrífuga nuevo. Se hizo la cuantificación del ADN como se menciona en 

CUANTIFICACIÓN DE ADN pero diluyendo y leyendo contra un blanco de NaOH 8 

mM. Se obtuvo un total de 75.6 flg (rendimiento de 1.89 flg de ADN por mg de cerebro) de 

ADN con una razón A";/A,,o = 1.8. Se ajustó el pH de la solución original de ADN a pH 8, 

agregando 1500 fll de Tris·HCI 0.1 M pH 7 por cada 8000 fll de NaOH 8 mM que se usaran 

para disolver el ADN. Por último se ajustó la concentración final de ADN a 200 flglml con 

TE. 

7. CUANTIFICACIÓN DEL ADN 

Se hizo una dilución con TE de la solución a cuantificar para que diera una 

absorbancia de aproximadamente 0.3 a 260 run. La solución diluída se mezcló con vortex, 

dejando 10 min a TA para volver a mezclar con vortex y dar un pulso en la 

microcentrífuga. Se midió la absorbancia a 260 nm y 280 nm contra un blanco de TE. 

Posteriormente se hizo el cálculo de las razones de absorbancias Au.o I AzBO Y el cálculo de 

la concentración, éste último considerando la dilución inicial y que una solución de ADN 

de doble cadena de 50 Ilglrnl tiene una absorbancia de 1 en una euveta con un trayecto 

óptico de 1 cm (Sambrook et al., 1989). 

8. D1LUCION DEL ADN BLANCO 

Para preparar las diluciones del ADN blanco, se partió de soluciones concentradas 

de ADN purificado por los métodos aquí descritos y almacenado a 4'C. Todas las 

operaciones donde los tubos con solución de ADN se abrían, fueron hechas dentro del 

gabinete de bioseguridad. Todas las diluciones se hicieron en TE dentro de tubos para 

microcentríruga limpios, autoclaveados e irradiados con U.V. Cuando la solución de ADN 

no iba a digerirse antes de la peR, se calentaba por 2 mio en un BM a ebullición entre 

dilución y dilución, a menos que se indique otra cosa en el experimento. Cuando la solución 
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iba a ser digerida antes de la peRo se calentaba por 10 min a 70°C en un baño seco entre 

dilución y dilución. 

9. DIGESTIÓN DE ADN GENÓMICO 

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 genómico, el TE que fuera 

necasarío para diluir y el volumen necesarío de amortiguador de digestión IOX. Se mezcló 

la reacción con una punta de micropipeta, para después incubarla a 4'C (en un baño de 

hielo) por 2 h. Terminado este plazo se adicionó a cada reacción 10 U de enzima de 

restricción (1 O U/~I) por cada ~g de ADN a digerir teniendo como limitante que el volumen 

de enzima agregado no debe exceder el 10% del volumen final de reacción. Entonces se 

mezcló la reacción con la punta de micropipeta y se incubó por 2 h a 37'C en un baño seco. 

Al final para inactivar la enzima, se incubó por 15 mio a 65°C. 

Las enzimas y la composi~ión de los amortiguadores de restricción usados se 

mencionan en la tabla 2. 

ENZI~I..I. ..I.~IORTlGUAOOR CmlPOSICION 

EcoRI 

HindIlI 

Mspl 

B 

L 

B 

ITris-HCI lO mM, MgCI, 5 mM, NaCI lOO mM Y 
I mereaotoethanol l mM oH 8 

j
i Tris-HCI lO mM, MgCI, lO mM, dithioerythrítol I 
mM y mereaptoethanol I mM pH 7.5 
I Tris-HCI 10 mM, MgCI, 5 mM, Nael 100 mM y 
. mereaotoethanol I mM oH 8 

Tabla 2. Enzimas y amortiguadores de restriccion de Lakeside 
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l O. PREPARACIÓN DE LISADO DE T AQUIZOÍTOS 

Todas las operaciones donde los recipientes con suspensión de taquizoítos, solución 

de ADN o algún reactivo se abrían, fueron hechas dentro del gabinete de biosegurídad. 

Se colectó el sobrenadante (5 mi) de un frasco de cultivo de células linea VERO 

infectadas con la cepa RH de T. gondii, en un tubo de plástico estéril. Se centrífugó a 834 g 

en la centrífuga clinica con el rotor H-IOO (2000 rpm) por 10 mino Se descartó el 

sobrenadante y se resuspendió en 5 mi de DPBS. Se centrifugó a 834 g en la centrífuga 

clinica con el rotor H-lOO (2000 rpm) por 10 min y se descartó el sobrenadante. Se 

resuspendió la pastilla en 5 mI de DPBS. Se hizo la cuenta de taquizoítos presentes en esta 

suspensión, con una cámara de Neuhauer. Se hizo una dilución en DPBS de esta 

suspensión, para tener 1000 taquizo!tos/5 ¡¡l y de ahi se hicieron diluciones seríadas de 1: 1 O 

de 1 mi cada una para obtener suspensiones con las siguientes concentraciones: 1000 

taquizoitos/5 ¡¡l, 100 taquizoltos/5 ¡¡l, 10 taquizoitos/5 ¡¡I y 1 taquizoltol 5 ¡¡l. Las 4 

suspensiones más un blanco de DPBS se centrífugaron a 4000 g en la microcentrífuga 

(6500 rpm) por 15 mino Se descartó el sobrenadante y la pastila se resuspendió en l mi de 

agua MQ estéril. Se incubó en BM a ebullición por lO min, se dejó enfriar y se centrífugó a 

Vmax en la microcentrífuga por 15 mino Se hicieron alicuotas de 50 ¡¡l que se guardaron a-

20"C. 

El día que se necesitaron se sacó una alícuota de cada concentración y se incubó en 

BM a ebullición por I min, se dejó enfriar y se centrifugó a Vrnax en la microcentrifuga por 

IOmin. 

11. GENERACIÓN DEL ESTÁNDAR 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 el ensamblaje 

de las reacciones todas las soluciones se mantuvieron sumergidas en un baño de hielo. 
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11.I Amplificación del segmento de ADN del fago lambda con los oligos 

compuestos 

El protocolo fue elaborado basándose 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 CI857Sam7 y un blanco sin ADN. Se usó el amortiguador 1 para PCR 10X de Perkin 

Elmer(Tris·HCI lOO mM pH 8.3, KCI500 mM, MgCI, 15 mM). 

Estas son las concentraciones finales de cada reactivo en la reacción de PCR de 50 

111 de volumen total: Tris·HCl lO mM pH 8.3, KCI50 mM, MgCI, 1.5 mM, dATP 200 11M, 

dGTP 200 11M, dCTP 200 11M, dTTP 200 11M, iniciador XP-5 0.8 11M, iniciador XP-6 0.8 

11M, 1.25 U de AmpliTaq. 

Por último los tubos se colocaron dentro del tennociclador y se corrió el programa 

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

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

Se analizaron 5 111 de cada reacción por electroforesis en gel de agarosa y el resto de 

los productos se guardaron a -20"C. 

11.2 Reamplificación del amplificado con los oligos Rd-I y Rd-2 

Este protocolo fue extraído de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue 

modificado al cambiar el uso del amortiguador reportado por el amortiguador 1I de PE para 

PCR, además de eliminar la utilización de UDG y dUTP. 

Se hizo una dilución 1: 1 000 del amplificado de 5 ng de ADN de lambda, y se 

ensamblaron dos reacciones, una con 5 fll de esta dilución y otra con un blanco de reacción. 
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Estas son las concentraciones finales de cada reactivo en la reacción de PCR de SO 

~I de volumen total: Tris·HCI 10 mM pH 8.3, KCI SO mM, MgCl, 2 mM, dATP 100 ~M, 

dGTP lOO ~M, dCTP lOO ~M, dTTP lOO ~M, iniciador Rd-I 0.4 ~M, iniciador Rd-2 0.4 

~M, 1.2SU de AmpliTaq. 

Por último los tubos se colocaron dentro del tennociclador y se corrió el programa 

siguiente: S min a 9S·C, 30 ciclos de 30 s a 9S·C, 30 s a 700C y l min a n·, una incubación 

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

Se analizaron S J.d de cada reacción por electroforesis en gel de agarosa y el resto de 

la reacción de reamplificación se usó inmediatamente para la ligación al vector. 

12. LIGACiÓN DEL PRODUCTO DE PCR AL VECTOR pCR2.1 

Las reacciones se hicieron según el protocolo sugerido en el inserto de1 estuche 

"Original TA cloning Kit" de ¡nvitrogen. 

El estuche contiene los siguientes reactivos: 

• plásmido pCR2.! linearizado (2S ngl~l) en TE 

• Amortiguador para ligación 10X (60 mM Tris.HCI pH 7.S, 60 mM MgCI" SO mM 

NaCI, l mglml de albúmina bovina, 70 mM p-mercaptoetanol, l M ATP, 20 mM 

dithiothreitol y 10 mM de espennidina) 

• T4 ADN Iigasa (4 unidades Weiss/~I ) 

• Agua estéri I 

La reacción de ligación contenía 4 ng de reamplificado con Rd-I y Rd-2, Tris·HCI 

pH 7.S 6 mM, MgCl, 6 mM, NaCl S mM, lOO ~glml de albúmina de suero bovino, p­

mereaptoetanol 7 mM, ATP l 00 ~M, dithiothreitol 2 mM, espennidina l mM, SO ng de 
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pCR2.1 y 4 U weiss de T4 ADN ligasa en un volumen final de 10 Ill. El control de 

recircularización contenía lo mismo, excepto los 4 ng de reamplificado con Rd-l y Rd-2. 

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

guardaron a -20'C. 

13. PREP ARAC¡ÓN DE MEDIOS DE CULTIVO 

I3.1 LB 

Para preparar el medio de Luria Bertani (LB), se disuelven 10 g de NaC!, 10 g de 

triptona Bacto, 5 g de extracto de levadura Bacto, en un litro de agua MQ, se ajusta el pH a 

7.5 con NaOH 5 M. Se esteriliza en autoclave 20 min a 120·e. 

13.2 LB - Ampicilina 

Para preparar LB ampicilina, al medio anterior, inmediatamente antes de usarse se 

agrega 1 mi de ampicilina (100 mglml) por cada litro de LB para obtener una concentración 

final de 100 Ilglml. 

13.3 Placas de LB agar - ampicilina - ¡PTG - Xgal 

Se disuelven 10 g de NaC!, 1 g de triptona Bacto, 5 g de extracto de levadura Bacto, 

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 l20De. Al sacar de la autoclave, el medio se 

agita para homogeneizarlo. 

Antes de vaciar en las placas, el medio se funde en el horno de microondas y se 

equilibra a 48·C, se agrega 1 mi de ampicilina (100 mglml) por cada litro de LB para 

obtener una concentración final de 100 Ilglml. Entonces se vaCÍan 30 mI en cada caja petri. 

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

con un triángulo de vidrio estéril. 

14. PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES 

Todas las operaciones donde los recipientes con soluciones o reactivos estuvieron 

abiertos se realizaron dentro del gabinete de bioseguridad. 

Se inoculó un tubo para cultivo de 50 mI con 5 mI de medio LB con una asada de la 

cepa de E.coli DHS"F' guardada en agar profundo y se incubó a 2S'C en un baño con 

agitación a 300 rpm por 16 h, Se inocularon 100 mI de medio LB en un matraz de 500 mI 

con 2 mi de precultivo y se incubó a 3rC en un baño con agitación a 300 rpm. 

Después de 2.5 h se empezó a medir la D0600 cada 30 min primero y conforme se 

acercaba a 0.2 cada 15 mino Cuando la DO"" alcanzó 0.2-0.25 se transfirió el cultivo a 

cuatro tubos para centrífuga de polipropileno estériles y se enfriaron sobre hielo por 10 mino 

Se centrifugó a 2000 g en el rotor JA20 (5000 rpm) por 10 min a 4·C. Se decantó el medio 

de cultivo y se guardaron los tubos con la pastilla de células sobre hielo, las pastillas se 

rompieron agitándo los tubos con el vortex. Cada pastilla se resuspendió en 12.5 mI de 

NaCI (9 gil) estéril a O'C y se juntaron las suspenciones en 2 tubos (25 mUtubo). Se 

centrifugó a 2000 g en el rotor JA20 (SOoorpm) por lO min a 4'C y se decantó el 

sobrenadante. A cada pastilla se le agregaron 25 mI CaCI, O.IM a O'C y se resuspendió por 

pipeteo. Se incubó en hielo por 30 mio agitando suavemente cada 10 mino Se centrifugó a 

2000 g en el rotor JA20 (5000 rpm) por 10 min a 4'C y se decantó el sobrenadante. Cada 

pastilla se resuspendió en 2 mI de CaCl, 0.1 M, glicerol 15% a O'C. Se distribuyeron 

alícuotas de 100 ¡tI en tubos de 17 X 100 mm de polipropileno estériles F ALCON 

preincubados en hielo. Las alícuotas se incubaron en hielo IS h, después se guardaron a -

70'C. 
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15. TRANSFORMACiÓN 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 ligación se incubaron 15 min a 65°C en un baño seco. Se 

removieron del ultracongelador a -700C 4 tubos cada uno con 100 , .. ti de células competentes 

DH5aF·. Se derritió el contenido manteniéndolos en la mano y al momento que la 

suspensión se derritió, los tubos se transfirieron rápidamente a un baño de hielo donde se 

incubaron por 10 mino Entonces, se adicionó a cada tubo p-mercaptoetanol para llegar a una 

concentración final de 20 mM. mezclando con una punta para micropipeta. En ese 

momento se agregó el ADN (2 ¡tI de reacción de ligación o ADN control) y se mezcló el 

contenido de los tubos girando suavemente el tubo sin calentar la parte de abajo del tubo 

donde se encontraban las células. Los tubos se dejaron en un baño de hielo por 30 min para 

después transferirse a una gradilla en un baño tennostático a 42°C donde se dejaron sin 

agitar por 90 s. Entonces los tubos se transfirieron rápidamente a un baño de aieto y ahi se 

dejaron por 5 min para después agregarle a cada uno 900 , . .11 de LB e incubar por 45 min en 

una baño a 37"C con agitación de 200 rpm. Entonces los tubos se sacaron del baño y se 

plaquearon 200 ¡tI de cada uno en una caja de Petri con agar LB - X-gal - IPTO -

Ampicilina. Las cajas se incubaron a 37"C y el resto de las células en los tubos se guardaron 

a 4°C. Además de las cajas plaqueadas con las células (4 cajas), se colocó otra caja que sólo 

tenía medio como control de esterilidad. 

16. AISLAMIENTO DEL ADN PLASMÍDICO POR EL MÉTODO DE 

"MINIPREP" 

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

líquido LB - Ampicilina. Los cultivos se incubaron a 37"C en un baño con agitación a 300 

rpm por 16 h. 

45 



Se transfirieron 3 mi de cada cultivo a 2 tubos para microcentrifuga (1.5 mI de 

cultivo en cada uno) dentro del gabinete de bioseguridad y el resto de los cultivos se guardó 

a 4°C. Los tubos para microcentrifuga con los 3 mi de cultivo se centrifugaron a 9500 g en 

una microcentrifuga (l0000 rpm) por 1 mino Usando un capilar amado conectado a vacío se 

removió un 90% del sobrenadante; después de dejar decantar por un minuto se removió el 

sobrenadante restante dejando la pastilla lo más seca posible. Se agregaron a cada pastilla 

50 1'1 de solución I a O·C (glucosa 50 mM, EDTA lO mM, Tris'HCI 25 mM pH 8 Y 

lysosima 4 mglml) y, sin cerrar las tapas, se resuspendió la pastilla usando el vortex a 

velocidad alta. Se incubó 5 min a TA y durante éste tiempo se juntaron las suspenciones 

que provenían de un mismo cultívo en un sólo tubo. Se agregaron a cada tubo 200 p.1 de la 

solución Il recién preparada a TA (NaOH 200 mM y SDS 1%) se cerró la tapa y se mezcló 

invirtiendo el tubo rápidamente 3 veces para después incubar en hielo por 5 mino 

Inmediatamente se agregaron ISO 1'1 de acetato de potasio pH 4.8 a O"C, se cerrÓ la tapa, se 

mezcló con vortex a baja velocidad en posición invertida durante lOs y se incubó por 5 min 

en un baño de hielo. Se centrifugó por 5 min a Vrnax (16000 g) en una microcentrifuga a 

4°C para después transferir el sobrenadante a un tubo limpio. Al sobrenadante se agregaron 

450 p.1 de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico, se mezcló con vortex. se centrifugó por 3 

min a Vmax en una microcentrifuga a T.A y se transfirió la fase superior (acuosa) con una 

micropipeta a un tubo limpio. Se repitió la extracción con fenol-c1oroformo-alcohol 

isoamílico. Se agregaron 450 Jll de éter saturado con agua, se mezcló con vortex, se 

centrifugó a V.rnax en una microcentrífuga por 3 min y se eliminó la fase superior de éter 

aspirando con un capilar afilado conectado a vaCÍo. Se repitió la extracción con éter y al 

final se dejaron los tubos abiertos para permitir que se evaporara el reslo del éter. Se 

agregaron 2 volúmenes (700 111) de etanol absoluto aTA, se mezcló con vortex, se incubó 2 

min a TA, se centrifugó por 10 min a Vmax en una microcentrifuga y se descartó el 

sobrenadante por aspiración con un capilar afilado conectado a vaCÍo. Se agregó 1 mi de 

etanol al 70% a -20·C, se centrifugó a Vrnax por 5 min y se descartó el sobrenadante por 

aspiración con una capilar afilado conectado a vaCÍo. La pastilla se dejó secar al aire hasta 

que no se vieran restos de líquido (aproximadamente 30 min); entonces se resuspendió cada 
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pastilla en 100 ¡tI de TE-RNAsa (Tris 10 mM, EDTA I mM pH 8, RNAsa 50 ¡tglml) con 

vortex y se incubó a 37°C por 1 h para finalmente guardarse a _20°C. 

17. AISLAMIENTO DE ADN PLASMÍDICO POR CROMATOGRAFÍA DE 

INTERCAMBIO IÓNICO (Columnas QIAGEN) 

Se sembró en un tubo para cultivo de 50 mi con 5 mi de medio líquido LB -

Ampicilina, una asada de bacterias guardadas en agar profundo y se incubó a 28·C en un 

baño con agitación a 300 rpm por 16 h. Se inoculó un matraz ErlenMeyer de 100 mi con 30 

mi de medio LB - Ampicilina con 50 ¡tI de este precultivo y se incubó a 37"C en un baño 

con agitación a 300 rpm por 16 h. El cultivo se transfirió a un tubo de polialómero con 

tapón de rosca estéril y se centrifugó a 1960 g en el rotor JA20 (5000 rpm) por 10 min a 

4·C para después decantar perfectamente el sobrenadante dejando el tubo en posición 

invertida por unos minutos sobre papel absorbente. La pastilla se resuspendió en 4 mi de 

amortiguador PI-RNAsa (RNAsa 100 ¡tglml, Tris·HCI 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8) 

pipeteando hacia arriba y abajo en una pipeta de 5 mi hasta que no queden aglomerados. Se 

afiadieron 4 mi de amortiguador P2 (NaOH 200 mM, SOS 1%), se mezcló suavemente 

invirtiendo el tubo 6 veces y se incubó 5 mio aTA Se añadieron 4 mI de amortiguador P3 a 

4°C (acetato de potasio 3 M pH 5.5), se mezcló de inmediato pero suavemente invirtiendo 

el tubo 6 veces y se incubó en hielo por 15 mino Durante este tiempo se mezcló por 

inversión el tubo cada 5 mino Se centrifugó a 30,000 g en el rotor JA20 (18000 rpm) por 30 

mio a 4°C. Rápidamente se recuperó el sobrenadante claro con una pipeta Pasteur y se pasó 

a un tubo de policarbonato limpio y autoclaveado. Se centrifugó a 30000 g en el rotor lA20 

(18000 rpm) por 15 min a 4·C, se recuperó rápidamente el sobrenadante y se pasó a un tubo 

limpio de poli carbonato autoclaveado. Se equilibró una columna QIAGEN TIP 100 

aplicándole 4 mi de QBT (NaCl 750 mM, MOPS 50 mM pH 7, etanol 15%, Triton XIOO 

0.15%) y dejando que se drenara por gravedad. Una vez que el flujo de la columna se 

detuvo automáticamente (al alcanzar el menisco la parte superior de la columna) se aplicó 

el sobrenadante a la columna (inmediatamente después de la última centrifugación, por lo 

que estaba perfectamente claro) y se dejó que entrara a la resina por gravedad. Entonces se 

aplicaron a la columna 10 mi de amortiguador QC (NaCl 1 M, MOPS 50 mM pH 7, etanol 
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15%) dejando que entraran completamente a la columna por gravedad. Se aplicaron de 

nuevo 10 mi de amortiguador QC. El ADN se eluyó con 5 mi de amortiguador QF (NaCI 

1.25 M, Tris·HCl 50 mM pH 8.5, etanol 15%); y se colectó en un tubo Corex de 15 mi 

dejando que la columna drenara por gravedad sin aplicar presión. El ADN se precipitó 

agregando 0.7 volumenes (3.5 mi) de isopropanol a TA, se mezcló y centrifugó 

inmediatamente en el rotor JA20 a 24000 g (14000 rpm) por 30 min a 4°C. Antes se marcó 

el lado del tubo que hacía frente al exterior del rotor para ubicar más fácilmente la pastilla. 

Se eliminó cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta Pasteur afilada conectada a 

vacío cuidando de no tocar la pared del tubo con la marca. Se añadieron 5 mi de etanol al 

70% a -20°C sin mezclar y se centrifugó a 24000 g en el rotor JA20 (14000 rpm) por 15 

min a 4°C. Se eliminó cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta Pasteur afilada 

conectada a vacío. sin tocar de nuevo la pared del tubo del lado de la marca. La pastilla se 

dejó secar al aire aproximadamente 30 min hasta que no se vio restos de líquido. Se 

agregaron 400 ~l de agua MQ y se agitó esporádicamente en vortex mientras se incubó por 

1 h aTA Después la solución se transfirió a un tubo para microcentrífuga y se centrifugó a 

16000 g en una microcentrífuga (14000 rpm) por 5 mino Se transfirió el sobrenadante a un 

tubo para microcentrifuga limpio y la solución se guardó a -200C. 

18. SECUENCIACIÓN DE ADN 

Para secuenciar el inserto del plásmido peRLamB 1.5, se mandaron 5 Jlg del ADN 

plasmídieo purificado por QIAGEN al Departamento de Bioquímica de la Universidad de 

Queen en Kingston Ontario, Canadá. El equipo usado para la secuenciación fue el 

Secuenciador Automático de Applied Biosystems modelo 377 versión 2.1.1. Los 

iniciadores usados para la secuenciaci6n fueron los iniciadores universales para M 13 

(sentido directo y sentido contrario). que se encuentran flanqueando el sitio de inserción. 
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19. DIGESTIÓN DE ADN PLASMÍDICO 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 digestión 10X. Después se adicionó a 

cada reacción 10 U de enzima de restricción (10 U/IlI) por cada flg de ADN a digerir 

teniendo como limitante que el volumen de enzima agregado no debe exceder el 10% del 

volumen final de reacción. Entonces se mezcló la reacción con vortex y se incubó por 2 h a 

37°C en un baño seco. Al final la enzima se ¡nactivó incubando por 15 min a 6SoC. 

Las enzimas y la composición de los amortiguadores de restricción 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 sanitizó con alcohol 

al 70%, se introdujo todo lo que se fuera a utilizar dentro y además se colocaron en 

gradillas, 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.Y. por 15 mino 

Durante los experimentos se utilizaron dos diferentes soluciones amortiguadoras. 

Una fue la solución amortiguadora 1I para PCR de Perkin Elmer IOX (Tris·HCl 100 mM 

pH 8.3, KC1500 mM); la otra, la solución amortiguadora reportada por Pelloux et al (1996) 

(Tris·HCl 670 mM pH 8.8, (NH,),SO, 160 mM, Tween 20 0.1%). En ambos casos el 

magnesio fue agregado aparte en una solución de MgCI2 25 mM de Perkin Elmer. 
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20.1 PCR con AmpliTaq 

Este protocolo fue extraído de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue 

modificado al eliminar la utilización de dUTP y UDG. 

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

incluye las alícuotas de los iniciadores, la solución amortiguadora. la solución de MgCl2 y 

tos nucleótidos. Los iniciadores, la solución amortiguadora y la solución de MgC1 2 además 

se calentaron por 1 mio en un BM a ebullición. 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 sacó de ·20"C directo 

al baño de hielo. 

Se preparó una mezcla de nucleótidos agregando 380 ~I de agua MQ, S ~I de 

solución de dATP (100 mM), S ~I de solución de dGTP (100 mM), S ~I de solución de 

dCTP (100 mM) y S ~I de solución de dTTP (100 mM). Al final se mezcló todo con vortex. 

Entonces se preparó una mezcla maestra de reacción que contenía todos los 

elementos de la reacción de PCR en agua MQ, exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra 

se preparaba agregando por cada reacción lo siguiente: 29.75 ~I de agua MQ, S ~I de 

solución amortiguadora IOX reportada por Pelloux et al.(l996), 4 1'1 de solución de MgCl, 

(25 mM), 4 1'1 de la mezcla de nucle6tidos, I ~I del iniciador en sentido directo (20 ~M) , I 

~I del iniciador en sentido contrario (20 ~M) Y 0.25 ~I de AmpliTaq (S UI ~I), llegando así 

a un volumen final de 4S , . .lI, por reacción. Al final se mezcló todo con vortex. 

A los tubos de PCR se agregaron, primero S ~I de la solución de ADN a amplificar 

o TE en el caso de los blancos de reacción y después se agregaron 45 ~l de la mezcla 

maestra. Los tubos se cerraron y se les dio un pulso en la microcentrífuga (5 s a 8000 rpm). 

Los tubos se colocaron dentro del tennociclador y se corrió el programa siguiente: 5 min a 
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95°C, 40 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 7CfC y 1 min a 72°, una incubación 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 tennociclador a un baño de hielo. A cada tubo de 

reacción se le agregaron 5 fll de amortiguador de carga para electroforesis IOx (azul de 

bromofenol 2.5 mglml, SDS 1 %. glicerol 50%. TAE lOX), se mezcló con vortex y se le dio 

un pulso en la microcentrifuga (5 s a 8000 rpm). Entonces se cargaron en el gel de agarosa 

1I J.11 de cada reacción y el resto de cada reacción se guardó temporalmente a 4°C. 

20.2 PCR con AmpliTaq Gold 

Este protocolo fue extraldo de lo publicado por Pelloux et al. (1996), y fue 

modificado al eliminar la utilización de dUTP y VDG, además de cambiar el uso de la 

AmpliTaq y del amortiguador reportado por AmpliTaq Gold (bloqueada químícamente) y 

amortiguador 1I de PE para PCR. 

Las soluciones que se encontraban almacenadas a -20°C, se descongelaron, lo cu.al 

incluye las alícuotas de los iniciadores, la solución amortiguadora, la solución de MgCI2 y 

los nucleótidos. Los iniciadores, la solución amortiguadora y la solución de MgCI2 además 

se calentaron por 1 min en un BM a ebullición. 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 exepción de la AmpliTaq Gold que se sacó de -20"C 

directo al baño de hielo. 

Se preparó una mezcla de nucleótidos agregando 380 fll de agua MQ, 5 fll de 

solución de dATP (lOO mM), 5 fll de solución de dGTP (100 mM), 5 fll de solución de 

dCTP (100 mM) y 5 fll de solución de dTTP (100 mM). Al final se mezcló todo con 

vortex. 
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Entonces se preparó una mezcla maestra de reacción que contenía todos lo 

elementos de la reacción de PCR en agua MQ, exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra 

se preparó agregando por cada reacción lo siguiente: 29.75 Jil de agua MQ. 5 ,.11 de solución 

amortiguadora 10X, 4 III de solución de MgCI, (25 mM), 4 III de la mezcla de nucleótidos, 

I III del iniciador en sentido directo (20 llM), I III del iniciador en sentido contrario (20 

llM) Y 0.25 III de AmpliTaq Gold (5 UI lll), llegando así a un volumen final de 45 lll, por 

reacción. Al final se mezcló todo con vortex. 

A los tubos de PCR se agregaron, primero 5 III de la solución de ADN o TE en el 

caso de los blancos de reacción y después 45 Jil 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 tennociclador y se corrió el programa siguiente: 10.5 min a 95°C, 40 ciclos de 30 s a 

95°C, 30 s a 70°C y I min a 72°, una incubación de 5 min a 72°C y manteniendo a 4°C hasta 

el siguiente paso. 

Una vez tenninado de correrse el programa correspondiente en el tennociclador. los 

tubos de las reacciones se transfirieron del tennociclador a un bafio de hielo. A cada tubo de 

reacción se le agregaron 5 Jil de amortiguador de carga para electroforesis lOx. se mezcló 

con vortex y se le dio un pulso en la microcentrífuga (5 s a 8000 rpm). Entonces se 

cargaron en el gel de agarosa 11 J..tl de cada reacción y el resto de cada reacción se guardó 

temporalmente a 4°C. 

20.3 PCR con AmpliTaq Gold y UDG 

Este protocolo fue extraído de lo publicado por Pelloux et al. (I996), Y fue 

modificado al cambiar el uso de la AmpliTaq y del amortiguador reportado por AmpliTaq 

Gold (bloqueada químicamente) y amortiguador 11 de PE para PCR. 

Las soluciones que se encontraban almacenadas a -200C, se descongelaron, lo cual 

incluye las alícuotas de los iniciadores, la solución amortiguadora, la solución de MgCI2 y 
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los nucleótidos. Los iniciadores, la solución amortiguadora y la solución de MgClz además 

se calentaron por I min en un BM a ebullición. Todos los tubos con las soluciones, 

incluyendo las gradillas con los tubos de las reacciones de PCR que se estaban 

ensamblando, se mantuvieron aTA, a exepción de la AmpliTaq Gold y la UNG que se 

sacaron de -20"C directo al baño de hielo. 

Se preparó una mezcla de nucleótidos agregando 380 ~I de agua MQ, 5 ~I de 

solución de dA TP (100 mM), 5 ~I de solución de dGTP (100 mM), 5 ~I de solución de 

dCTP (100 mM) y \O 1'1 de solución de dUTP (100 mM). Al final se mezcló todo con 

vortex. 

Entonces se preparó una mezcla maestra de reacción que contenía todos lo 

elementos de la reacción de PCR en agua MQ, exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra 

se preparó agregando por cada reacción lo siguiente: 29.55 1'1 de agua MQ, 5 1'1 de solución 

amortiguadora 10X, 4 1'1 de solución de MgCl, (25 mM), 4 1'1 de la mezcla de nucleótidos, 

1 1'1 del iniciador en sentido directo (20 I'M), 1 1'1 del iniciador en sentido contrario (20 

I'M), 0.25 1'1 de AmpliTaq Gold (5 UII'I) y 0.2 1'1 de UNG (1 UII'I), llegando así a un 

volúmetl final de 45 ~l, por reacción. Al final se mezcló todo con vortex. 

A los tubos de PCR se agregaron, primero 5 1'1 de la solución de ADN o TE en el 

caso de los blancos de reacción y después 45 ~l de la mezcla maestra. Los tubos se cerraron 

y se les dio un pulso en la microcentrífuga (5 s a 8000 rpm). Los tubos se colocaron dentro 

del terrnociclador y se corrió el programa siguiente: 3 mio a 500C, 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 incubación de 5 min a noc y 

manteniendo a 72°C hasta el siguiente paso. 

Una vez terminado de correrse el programa correspondiente en el terrnociclador, a 

cada uno de los tubos de las reacciones se agregó 50 1'1 de c1orofonno, se mezcló con 

vortex y se dio un pulso en la microcentrifuga. Entonces de cada tubo se tomaron 25 JlI de 

la fase acuosa (parte superior) y se transfirieron a un tubo para microcentrifuga limpio, 
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donde se guardaron a -20"'C. Para hacer la electroforesis, se tomaron 10 ,.11 de cada reacción 

y se mezclaron con 1 ~l de amortiguador de carga para electroforesis. 

21. PROTOCOLO DE qcPCR 

Este protocolo fue extraído 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 químicamente) y amortiguador" de PE para PCR. 

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

incluye las alicuotas de los iniciadores, la solución amortiguadora, la solución de MgCl, y 

los nucleótidos. Los iniciadores, la solución amortiguadora y la solución de MgCI, además 

se calentaron por 1 min en un BM a ebullición. 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 exepción de la AmpliTaq Gold y la UNG que se 

sacaron de -20°C directo al baño de hielo. 

Se preparó una mezcla de nucle6tidos agregando 380 fll de agua MQ, 5 fll de 

solución de dATP (lOO mM), 5 fll de solución de dGTP (lOO mM), 5 fll de solución de 

dCTP (100 mM) y lO fll de solución de dUTP (lOO mM). Al final se mezcló todo con 

vortex. 

Entonces se preparó una mezcla maestra de reacción que contenía todos lo 

elementos de la reacción de PCR en agua MQ, exceptuando el ADN. Esta mezcla maestra 

se preparó agregando por cada reacción lo siguiente: 24.55 fll de agua MQ, 5111 de solución 

amortiguadora 10X, 4 fll de solución de MgCl, (25 mM), 4 III de la mezcla de nucle6tidos, 

1 ¡.tI del iniciador en sentido directo, 1 ~I del iniciador en sentido contrario, 0.25 ~I de 

AmpliTaq Gold (5 UlIlI) Y 0.2 III de UNG (1 U/IlI), llegando asi a un volumen final de 40 

J.d, por reacción. Al final se mezcló todo con vortex. 
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A los tubos de PCR, se agregaron, primero 5 ¡1l de la solución de ADN o TE en el 

caso de los blancos de reacción, luego 5 III de una solución del estándar interno y 

finalmente 40 III de la mezcla maestra. Una vez que se tenninaron de ensamblar las 

reacciones de peR, los tubos se cerraron y se les dio un pulso en la microcentrifuga (5 s a 

8000 rpm). Los tubos se colocaron dentro del tennociclador y se corrió 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 l min a 

72°, una incubación de S mio a 7re y manteniendo a 72°e hasta el siguiente paso. 

Una vez tenninado de correrse el programa correspondiente en el tennocicJador, a 

cada uno de los tubos de las reacciones se les agregó 50 J . .1l de clorofonno, se mezcló con 

vortex y se le dio un pulso en la microcentrífuga. Entonces de cada tubo se tomaron 25 ¡1l 

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

donde se guardaron a -20'C. 

Después de la extracción con clorofonno se colocaron 8 )..11 de los productos de peR, 

l ¡11 de amortiguador de restricción L 10X y 0.5 ¡11 de enzima de restricción Mspl (10 U/¡1I) 

en un tubo para microcentrífuga. Se mezcló con vortex y se incubó a 37°C dentro de un 

baño seco por 2 h; después la enzima se inactivó por incubación a 65°C en un baño seco por 

15 mino Se agregó 1 ¡11 de amortiguador de carga para electroforesis 10X y se realizó la 

electroforesis. 

22. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

22.1 Preparación del gel de agarosa 

El gel de agarosa se preparó colocando en una botella la cantidad de agarosa y el 

volumen de TAE Ix (Tris 40 mM, EDTA l mM, ácido acético 20 mM, pH 8) 

correspondientes al porcentaje peso/volumen deseado. La agarosa se fundió en un horno de 

microondas y después se reconstituyó con agua MQ el volumen perdido por evaporación. 

La solución se equilibró a SOOC en un baño termostático y después se vertió dentro del 
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molde con el o los peines ya fijos, donde se dejó solidificar por 30 mino Pasado este tiempo 

se retiró el o los peines y se colocó el gel dentro de la cámara de e1ectroforesis cubriéndolo 

con T AE Ix hasta 1 mm arriba de su superficie. 

22.2 Preparación de los estándares de tamaño 

En un tubo para microcentrifuga se mezclaron 200 ~I de una solución a 25 ~gI~1 de 

AON del fago lambda cepa CI857Sam7, 22 ~I de amortiguador B 10X, 2 ~I de EcoRI (10 

uI~l) Y 2 ~I de Hind1I1 (lO uI~I). Se incubó una noche a 37"C, se agregaron 23 ~I de EDTA 

0.5 M y se incubó a 65°C por 10 min, las alícuotas se guardaron en tubos para 

microcentrifuga a -200C. 

Como referencia de tamaño se cargó en un carril de cada gel una solución que 

contenía 2.5 ~I de esta solución (500 ng de AON), 7.5 ~I de TE y 1 ~I del amortiguador de 

carga IOX. 

22.3 Electroforesis 

Se agregó l/ID del volumen de amortiguador de carga 10x a las muestras antes de 

cargarlas al gel. La electroforesis se corrió a 75 v (voltaje constante) hasta que el azul de 

bromofenol presente en el amortiguador de carga migrara a Y. a lo largo del gel. 

22.4 Tinción 

Se sacó el gel sin el soporte y se tiñó por 30 min con agitación lenta sobre una 

platafonna giratoria dentro de un recipiente de plástico cubierto de la luz con una solución 

de bromuro de etidio a 1 Jlg/rnl en TAE 1 X. La solución de bromuro de etidio se sustituyó 

por agua RO para desteñir el gel, con agitación lenta en una platafonna giratoria por ISmin. 
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22.5 Fotografiado 

Una vez desteñido el gel. se colocó sobre el transiluminador y se observó con luz 

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

exposición de Y.. o Yí de segundo. usando películas Polaroid. 
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VIII. RESULTADOS 

1. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA PCR PARA LA DETECCiÓN DE 

ADN DE T.gondii USANDO LOS lNICIADORES Rd- I Y Rd-2 

El primer experimento se diseñó para probar los iniciadores Rd-l 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 específicos para 

el blanco dentro de B I Y el estándar interno, por lo que no deben de amplificar nada en el 

resto del ADN presente en la reacción. Considerando que en las condiciones reales, además 

del ADN de T.gondii. estará presente ADN de cerebro de ratón debe demostrarse que los 

iniciadores no amplificarán nada dentro del genoma de ratón. También era necesario 

comprobar que los iniciadores Rd- I Y Rd·2 fuesen capaces de amplificar el gen B I de la 

cepa Me49 que se usa en los ensayos de vacunación que se llevan a cabo en el laboratorio. 

Por lo anterior se realizó una serie de amplificación 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 ralón purificado con proteinasa K. 

El protocolo usado fue una modificación del reportado por el autor, ya que se 

utilizaron los equipos y componentes de reacción equivalentes (de diferente proveedor) y se 

eliminó el sistema de control de contaminación enzimático (dUTP, UDG y la incubación 

previa a 50'C) sustituyendo los 200 11M de dUTP por 100 11M de dTTP. 

Como se puede observar en la figura 6, en la amplificación del ADN de la cepa 

Wiktor, se obtuvo en todos los casos una banda de amplificado del tamaño esperado (menor 

de 500 pb). Además la amplificación resultó ser reproducible dentro del mismo 

experimento, ya que se observa una intensidad similar para los triplicados de cada 

concentración de ADN. 
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--'AD=N'-d"'e"'r.;".="",,=c/i""- ADN de 
(cepa Wiktor) ratón 

ADN de T."ondl' 
(cepa Me49) 

Figura 6. Esoecificidad de la PCR 
Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1: l O de 
ADN de T.gondii, cepas Wiktor y Me49 o 1 "g de ADN de cerebro de ratón purificado 
usando protein ... K. Los iniciadores fueron Rd-I y Rd-2, las condiciones de amplificación 
están descritas en "Material y Métodos" (protocolo de PCR con AmpliTaq). Después de la 
PCR, 10 ,,1 (20"10) de los productos fueron analizados por electrororesis en un gel de 
agarosa al 2% Y tinción con bromuro de elidio. O es un blanco 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 

concentración de ADN que equivale a 23 taquizoítos (2.0 pg). Por lo anterior se puede decir 

que la técnica resultó reproducible a nivel intraensayo, y con una sensibilidad de 23 

taquizoítos. Los resultados también muestran que en la amplificación en presencia de 1 Ilg 

de ADN de cerebro de ratón, se puede observar un barrido que corresponde al ADN 

genómico y además algunas bandas bien definidas correspondientes a amplificados de 

tamaños diferentes al amplificado de T.gondii. Estas bandas corresponden a amplificados 

inespecíficos. En la amplificación del ADN de la cepa Me49 se pueden observar resultados 

similares a los obtenidos con la cepa Wiktor; sólo hay una ligera disminución en la 

intensidad de las bandas de amplificado de la última dilución de ADN (correspondiente a 

2.0 pg o 23 taquizoitos). 

Por último, se puede observar que en algunos carriles hay bandas difusas de un 

tamaño mucho menor al de las bandas del amplificado esperado. Es muy probable que estas 

bandas sean producto de la formación de multimeros de iniciadores (Carbonari et al., 1993). 

Estos multímeros se fonnan porque mientras la mezcla de reacción pennanece a 

temperaturas bajas (antes y durante el asenso de temperatura para la primera 

desnaturalización) se alinean 2 o más iniciadores, creando así 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 fonnándose así los multímeros de doble 

cadena. 

2. AMPLIFICACIÓN CON AmpIiTaq GoId 

Para resolver el problema de inespecificidad que se presentó, se implementó el uso 

del comienzo en caliente (Hot start) al sustituir a la AmpliTaq por la AmpliTaq Gold 

(enzima bloqueada químicamente). Para probarla se hizo una amplificación usando como 

molde diluciones seriadas 1: 1 O de ADN de la cepa Wiktor, de la cepa Me49, así como ADN 

de cerebro de ratón purificado con proteinasa K. El protocolo para implementar el 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 sólo puede recuperar su 
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funcionalidad en este amortiguador. El tiempo de desnaturalización inicial se incrementó a 

10.5 min, lo necesario para quitar el bloqueo químico de la enzima y que esta pudiera 

polimerizar nonnalmente. 

Como se observa en la figura 7, con el uso de la AmpliTaq Gold, ya no hubo 

amplificación ¡nespecífica del ADN de cerebro de ratón. De este momento en adelante, se 

adoptó el uso de la Amplitaq Gold en todas las reaciones de PCR. Sin embargo, se observa 

claramente la existencia de bandas definidas correspondientes a amplificados del mismo 

tamaño que el amplificado de T.gondii en el blanco de reacción y en las reacciones que 

tenian sólo ADN de ratón como molde. Esto significa que hubo contaminación. 

3. CONTROL DE LA CONT AMINACION 

Para controlar el problema de contaminación, se realizó una limpieza en parte del 

equipo e instalaciones que se ocupaban para ensamblar las reacciones de PCR. La limpieza 

consistió en lavar con agua y jabón, para después irradiar con luz U.V. durante toda una 

noche. 

Otra medida tomada fue el ser más estricto en la separación de las operaciones pre 

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

Por otro lado, se implementó dentro de cada reacción de PCR, el uso del control 

enzimático de la contaminación por acarreo. Este control se logra sustituyendo el dTTP por 

dUTP, adicionando a cada reacción la enzima Uracil DNA Glicosilasa (UDG), agregando 

un incubación de 3 min a 500C previa a la primera etapa de desnaturalización, extendiendo 

la última incubación a 72°C hasta el momento de sacar los productos del termociclador para 
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Fisura 7. Especificidad de la PCR usando la AmpliTaq Gold 
Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1: 10 de 
ADN de T.golldii, cepas Wiktor y Me49 o I 118 de ADN de cerebro de ratón purificado 
usando proteinasa K. Se sustituyó la AmpliTaq por la AmpliTAq Gold (bloqueada 
quimicamente). Los iniciadores fueron Rd-I y Rd-2, las condiciones de amplificación están 
descritas en "Material y Métodos" (protocolo de PCR con AmpliTaq Gold). Después de la 
PCR, 10 Id (20"10) de los productos fueron analizados por electroforesis en un gel de 
agarosa al 2% y tinción con bromuro de etidio. O es un blanco de PCR sin ADN. 
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finalmente hacer una extracción con c1orofonno de cada tubo con productos. El protocolo 

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

Para verificar si la limpieza y el cambio de soluciones habían logrado eliminar la 

contaminación se hizo una serie de amplificaciones, utilizando dUTP en vez de dTTP (sin 

usar la UDG). Con la utilización del dUTP, se evitó el seguir generando productos de PCR 

no susceptibles al control enzimático. Los resultados se observan en la figura 8, donde se 

puede ver que en el blanco de reacción no hay ninguna banda de amplificado. por lo que se 

eliminó la contaminación existente. Como se ve en la amplificación del ADN de la cepa 

Wiktor, los resultados (banda visible en dos de tres amplificaciones con 2.3 taquizoítos) son 

comparables en sensibilidad y reproducibilidad intraensayo con amplificaciones anteriores. 

En cuanto a la amplificación en presencia de IJ.1g de ADN de cerebro de ratón purificado 

con proteinasa K, se puede observar un barrido que corresponde al ADN genómico sin 

ninguna banda definida por lo que no hay amplificado inespecífico. 

Los resultados de la amplificación de ADN de la cepa Me49 (figura 8) son 

comparables en cuanto al tamaño del amplificado con los obtenidos para la cepa Wiklor. 

Sin embargo el límite de detección para esta cepa (banda visible en tres de tres 

amplificaciones con 23 taquizoítos) fue aproximadamente 10 veces menor que con la cepa 

Wiktor (banda visible en dos de tres amplificaciones con 2.3 taquizoítos). 

4. EFECTO DE LA UDG 

Para determinar el efecto del pretratamiento con UDG sobre los resultados de la 

PCR del segmento amplificado por Rd-l y Rd-2 en el gen B I de T.gondii, se hicieron dos 

series de amplificaciones usando como molde diluciones seriadas 1: 1 O de ADN de la cepa 

Wiktor. En la primera serie no se incluyó UDG mientras que en la segunda, si se incluyó. 

En ambas series se agregó una incubación de 3 min a 50°C previa a la primera etapa de 

desnaturalización y una extensión de la última incubación a 72°C hasta el momento de sacar 
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20 pg 2.0 pg 0.2 pg 1 ~g 

ADN de T.gOlldll 
(cepa Wilrtor) 

ADN de T.gondll 
(cepa Me49) 

Figura 8. Efecto de la sustitución de dTTP po, dUTP 

ADNde 
ratón 

Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde diluciones seriadas 1:1 O de 
ADN de T.golldii, cepas Wiktor y Me49 o l 1'8 de ADN de cerebro de ratón purificado 
usando proteinasa K. Se sustituyó el uso de 100 11M de dTTP por 200 11M de dUTP. Los 
iniciado,es fueron Rd-I y Rd-2, las condiciones de amplificación fueron modificadas de las 
descritas en «Material y Métodos" (protocolo de PCR con AmpliTaq Gold). Después de la 
PCR, 10 1'1 (20%) de los productos fueron analizados por electroforesis en un gel de 
agarosa al 2% Y tinción con bromuro de etidio. O es un blanco de PCR sin ADN. 
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los productos del tennociclador para finalmente hacer una extracción con clorofonno de 

cada tubo con productos. 

En la figura 9, se ve que hay una disminución de la sensibilidad en las reacciones 

pretratadas con UDG (banda visible muy tenue en 1 de 3 amplificaciones con 0.2 pg de 

ADN equivalente a 2.3 taquizoítos) con respecto a las reacciones sin UDG (banda visible 

tenue en 2 de 3 amplificaciones con 0.2 pg de ADN equivalente a 2.3 taquizoítos). 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 reportado por Pang et al., (1992). Esta ligera reducción de sensibilidad 

probablemente se deba a que la actividad residual de la enzima no puede ser detenida del 

todo. Aún así la sensibilidad es adecuada para las necesidades del proyecto. 

5. AMPLIFICACIÓN DE LISADO DE TAQUIZoiTOS 

Con la intención de tener una cuantificación más exacta de la sensibilidad de la 

técnica, se realizó la amplificación directa de taquizoítos Iisados por calentamiento (Grop et 

al., 1992). Esto se hizo debido a que los parásitos que se usaron para obtener el ADN de 

T.gondii. siempre tienen un cierto grado de contaminación con células huéspedes y como 

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

Se hicieron diluciones de taquizoítos, se lisaron por calentamiento y después se 

sometieron a amplificación. En la figura lOse muestran los resultados, obteniéndose una 

sensibilidad de 2 de 3 bandas visibles en amplificaciones correspondientes a 10 taquizoítos, 

10 que es aproximadamente 4 veces menos que la sensibilidad obtenida con ADN 

purificado (banda visible en 2 de 3 amplificaciones con a 2.3 taquizoítos). Este bajo nivel 

de detección fue debido probablemente a la presencia de inhibidores de amplificación 

dentro del lisado total, por lo cual no se pudo concluir nada más con respecto a la 

sensibilidad. 
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ADN de T.gondH (cepa Wiktor) 

SINUDG CONUDG 

Figura 9. Efeclo 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 1:1 O de 
ADN de T.golldii, cepa Wiktor. En lodas las reacciones se suslituyó el dTTP por el dUTP y 
en las reacciones que se indica se adicionó Uracil DNA glycosilasa. En cuanto a las 
incubaciones, se agregó una incubación de 3 min a 50"C previa a la primera etapa de 
desnaturalización, además de que al terminar la extensión final de 5min a 77:'C se dejó a esla 
temperatura hasta sacar los tubos del termociclador. Los iniciadores fueron Rd-l y Rd-2, las 
condiciones de amplificación están descritas en "Material y Métodos" (protocolo de PCR 
con AmpliT aq Gold y UDG). Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una 
extracción con un volumen igual de cloroformo y 10 III de la fase acuosa. (20%) fueron 
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2% Y tinción con bromuro de etidio. O 
es un blanco de PCR sin ADN. 

1000 -¡¡¡- ----¡¡- -1--.-

Taquizoftos de T.goncJií 
(cepa Wiktor, 

Figura 10. Amplificación de un Iisado de taquízoitos 
Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde un lisado total de taquizoítos 
de T.golldii, cepa Wiktor. Los iniciadores fueron Rd-l y Rd-2, las condiciones de 
amplificación están descritas en "Material y Métodos" (protocolo de PCR con AmpliTaq 
Gold y UDG). Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una extracción con un 
volumen igual de cloroformo y 10 III de la fase acuosa (20%) fueron analizados por 
electroforesis en un gel de agarosa al 2% Y tinción con bromuro de etidio. O es un blanco de 
PCR sinADN. 
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6. OPTIMIZACIÓN DEL NÚMERO DE CICLOS 

Se intentó aumentar la sensibilidad aumentando el número 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 amplificación se usaron 45 ciclos y en la segunda se usaron 50 ciclos. En la figura 

II se muestran los resultados de la amplificación con 45 y 50 ciclos sobre lisado de 

taquizoitos, y si se compara con la figura 10, se ve que el aumentar el número de ciclos, 

aumenta también la intensidad de las bandas, pero la sensibilidad no varía, ya que en los 3 

casos oscila entre 1 de 3 bandas visibles o 2 de 3 bandas visibles en las amplificaciones que 

corresponden a 10 taquizoítos. Por lo tanto se regresó al número de ciclos original. 

7. AMPLIFICACIÓN EN PRESENCIA DE ADN DE CEREBRO DE RATÓN 

Inicialmente, las extracciones de ADN se realizaron con la técnica de la proteinasa 

K -fenel-cloroformo, que es la técnica de referencia. Sin embargo, esta técnica es lenta e 

implica muchas manipulaciones, lo cual es poco recomendable para un protocolo de peRo 

Por ello se veri~có si era posible sustituir esta técnica por el método comercial de 

extracción DNAzol de GIBCO, el cual reportan que es rápido, eficiente y adecuado para 

PCR (Ally et al., 1995), por lo que se hizo una extracción de ADN de cerebro de ratón con 

este método obteniéndose un rendimiento de 1.89 ~g de ADN por rng de cerebro de ratón y 

una razón de absorbancias AUd A2BO de 1.8. 

La razón de absorbancias AUdA280 es una indicación de la pureza del ADN, ya que 

si está por encima del rango significa que tiene un alto contenido de ARN (FeIsenfeld et al., 

1965 y Allen et al., 1972), mientras que si esta por debajo significa que está contaminado 

con proteínas o impurezas fenólicas. La razón de absorbancias A,.,; A,,,, obtenida fue de 

1.8, la cual es muy buena considerando que el rango para asegurar pureza es de 1.7-2 

(Sambrook et al., 1989). Además si se compara con el valor obtenido en la extracción del 

mismo tejido pero con el método de referencia (proteinas. K-fenol-c1oroformo), que fue 

de 1.9. está muy cercano. Sin embargo esta determinación no descarta otros tipos de 
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a 

b 

1000 -:¡¡¡¡- -1-0 - --1- -0-

Taquizoitos de T.f1ondi; 
(cepa Wiktor) 

1iiiO ~ ----¡¡- --1- --0-

Taquizoitos de T.gondli 
(cepa Wiklor) 

Figura 11. Efecto del número de ciclos sobre la sensibilidad de la PCR 
Las PCR se llevaron a cabo por triplicado usando como molde un lisado total de taquizoitos 
de T.gol1dii, cepa Wiktor. Los iniciadores fueron Rd-I y Rd-2, las condiciones de 
amplificación están descritas en ''Material y Métodos" (prolOcolo de PCR con AmpliTaq 
Gold y UDG). En a las PCR se sometieron a 45 ciclos de amplificación y en baSO ciclos. 
Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una extracción con un volumen igual de 
clorofonno y 10 ¡.ti de la fase acuosa (20"10) fueron analizados por electroforesis en un gel de 
agarosa al 2% y tinción con bromuro de etidia, O es un blanco de PCR sin ADN. 
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contaminantes que pueden afectar el desarrollo de la PCR por lo que se hicieron otras 

pruebas. 

Una prueba más de la pureza del ADN, fue que se logró obtener una eficiencia de 

digestión enzimática con EcoRI de alrededor del 95-100%, con respecto a la desaparición 

de la banda de ADN intacto (al comparar el ADN digerido con el no digerido), lo que 

indica la ausencia de inhibidores para este tipo de reacción enzimática (figura 12). 

Entonces se procedió a probar la técnica de PCR en una simulación de las 

condiciones reales, es decir que además de la presencia del ADN genómico con el gen B 1 

también se encontrara presente el ADN del cerebro de ratón purificado con DNAzol. De ese 

modo se detenninaría si la presencia de ADN de cerebro de ratón purificado con este 

método afectaba la amplificación de B 1. Se amplificaron diluciones 1: I O de ADN de la 

cepa Wiktor agregando o no, a cada reacción, 500 ng de ADN de ratón. Todo el ADN que 

se sometió a amplificación, incluyendo el purificado con DNAzol, fue previamente digerido 

enzimáticamente con EcoRI. 

Dentro del genoma de T. gond;;. las 35 copias del blanco (gen B 1) se encuentran en 

tandem, mientras que en el estándar interno cada molécula de ADN contiene una sola 

secuencia blanco, esto puede significar que las copias de B 1 sean menos accesibles para la 

Taq que las moléculas estándar, y por lo tanto que haya diferencias entre las eficiencias de 

amplificación de ambos moldes. Para evitar esto, la amplificación se realizó sobre ADN 

genómico digerido con Eco Rl, donde se han separado las copias del gen B 1, ya que esta 

enzima corta en el segundo nucleótido de cada copia del gen B I (Burg et al., 1989). 

Como se ve en la figura 13, los resultados de la amplificación no cambian con la 

presencia de ADN de cerebro de ratón, por lo que se mostró que bajo condiciones muy 

cercanas a las de muestras reales, la sensibilidad y la reproducibilidad intraensayo de la 
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A B 

Figura 12. Análisis del ADN de cerebro de ratón purificado con DNAzol 
Se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%, 250 ng de ADN de cerebro de 
ratón purificado con DNAzoI (A) Y 250 ng de ADN de cerebro de ratón purificado con 
DNAzol y digerido con EcoRI (B). Después de la electroforesis, el gel fue teñido con 
bromuro de etidio. 
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b 

20 P9 2.' P9 0.2 P9 --.­

ADN de T.gondll 
(cepa Wíktor} 

20 P9 2.0 P9 0.2 P9 O 

ADN de T.gondil (cepa WíktOl"} 
+ 500 ng de AON de cerebro de ratón 

Figura 13. Efecto de l. presencia de ADN de cerebro de ratón sobre l. amplificación del gen 
B I de T. fondii 
Las PCR se llevaron • cabo por triplicado usando corno molde diluciones seriadas 1: \O de 
ADN de T.gondii (cepa Wiktor), corno inciadores Rd-I y Rd-2 Y las condiciones de 
amplificación descritas en ''Materia! y Métodos" (protocolo de PCR con AmpliTaq Gold y 
UDG). En b se adicionó a! ADN de T.g01uiii, ADN de cerebro de ratón purificado con 
DNAzoI. Las diluciones de ADN molde con o sin ADN de ratón fueron digeridas con EcoRI 
antes de ensamblar las peRo Después de la PCR, las reacciones se sometieron a una 
extracción con un volumen igual de cloroformo y 10 fll de la fase acuosa (20010) fueron 
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2% Y tinción con bromuro de etidio. O 
es un blanco de PCR sin ADN. 
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amplificación del segmento de B 1, no cambiaron Con respecto a la obtenida usando sólo 

ADN de TgOlldll. 

Como para esta prueba se usó ADN purificado con DNAzol, se demostró que era 

posible la amplificación de Bl en presencia de ADN de cerebro de ratón purificado con este 

método. De esto se concluye que el ADN purificado con DNAzol no posee ningún 

inhibidor para la PCR, por lo que es factible usarlo para purificar ADN para PCR a partir de 

cerebros de ratón infectados con T. gondii. 

8. CONSTRUCCIÓN DEL ESTÁNDAR INTERNO 

8.1 Diseño y características 

Se escogió usar un estándar heterólogo en vez de uno homólogo ya que, de ese 

modo, se evita la fonnación de heterodúplex que puedan interferir con el análisis 

(McCulloch et al., 1995). La secuencia heteróloga se buscó dentro 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 estándar 

interno y el blanco tuvieran eficiencias de amplificación muy diferentes, se minimizaron las 

diferencias de tamaño y de porcentaje de GC entre ambos (McCulloch et al. 1995). Para 

poder diferenciar los productos de amplificación del gen BI y del estándar interno durante 

el análisis, al momento de seleccionar la secuencia del estándar, se buscó que ésta tuviera 

un sitio de restricción que no compartiera con el blanco y que estuviera aproximadamente a 

la mitad de su longitud (Zirnrnennann et a1., 1996), así los productos de amplificación de 

ambos podrían ser distinguidos en una electroforesis en gel de agarosa tras una digestión 

enzimática. Otra característica que debía tener el sitio de restricción era que sólo contuviera 

guanosinas y citosinas ya que, en los productos de amplificación se sustituyeron las tíminas 

por uracilos para el control enzimático de la contaminación (Bodner et al., 1983) y esto 

pudiera afectar el corte por la enzima de restricción. 
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En la tabla 3 se muestran algunas características del segmento original de lambda, el 

segmento de lambda más las secuencias de Rd-I y Rd-2 (estáodar interno) y el segmento 

blanco en B 1. Como se puede observar los últimos dos son similares en longitud y 

porcentaje de Ge, mientras que el estándar interno contiene un sitio de reconocimiento para 

MspI, que no se encuentra en el blanco en B l. La secuencia de reconocimiento para MspI 

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

de la contaminación. 

La razón de clonar al estándar interno en un plásmido fue que de éste modo se tiene 

una mejor manera de almacenarlo, ya que a mayor tamaño de la molécula de ADN, mayor 

estabilidad. Por otro lado, teniendo al estándar interno en un plásmido, es muy económico 

producirlo en grandes cantidades, además de que es más fácil de purificar y cuantificar. 

lniciadon.'s Segmcnto dc ~. Se::!nlcnto de ~. + Segmento blanco 
Rd-I + Rd-2 l\d-1 + Rd-2 en Rl 

Longitud 44pb 271 pb 315 pb 301 pb 
Cantidad de 26 nt 134 ni 160 ni 155 nt 

GoC 
%GC ----- 49.45% 50.79% 51.50% 

~_e de ~MsQL _ ---== __ nucleótido 135 nucleótido 158 nobay 

Tabla 3. Caracteristicas del estándar interno y del blanco. 

8.2 Generación 

Para generar el estándar interno se eligió el amplificar el ADN belerologo dentro del 

genoroa de lambda con un par de iniciadores compuestos que contienen las secuencias de 

los iniciadores Rd-l y Rd-2 continuas a las secuencias que alinean con el fragmento 

beterologo ya que de ese modo las secuencias de los iniciadores Rd-I y Rd-2 son 

incorporados a los productos de la amplificación (Siebert et al., 1995). El esquema de este 

método para sintetizar al estándar interno se puede ver en la figura 14. 
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Fragmento de ADN 
heterólogo (lambda) 

l' PCR con los 
iniciadores compuestos 

.. I I I I I 

2- PCR con los iniciadores 
específicos para B 1 

Figura 14. Esquema de las reacciones de síntesis del estándar interno (competidor) 

Primero se realizó una amplificación con los iniciadores compuestos XP-5 y XP-6, 

usando como molde 50 ng y 5 ng de AON del fago lambda cepa CI857Sam7. Como se ve 

en la figura 15a, en ambos casos la amplificación resultó en una banda del tamaño esperado 

(menor de 500 ng). 
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Fue necesario asegurarse que la secuencia de Rd-l y Rd-2 se encontrara intacta y 

completa en el estándar interno, ya que los oligonucleótidos que son tan largos como los 

iniciadores compuestos (40 o más nucléotidos) suelen estar incompletos hacia el extremo 5' 

con más frecuencia que oligonucleátidos más pequeños como Rd-l y Rd-2 (alrededor de 20 

nt). Para ello, después de obtener de la amplificación con los iniciadores compuestos un 

producto del tamaño esperado, este último fue reamplificado, pero ahora con los iniciadores 

Rd-l y Rd-2. En la figura 15b se muestra que la amplificación resultó en una banda de peso 

molecular similar a la de la amplificación anterior. 

Antes de seguir con la clonación del estándar interno. se comprobó que el producto 

de la amplificación tuviera el sitio de reconocimiento para MspI aproximadamente a la 

mitad de su longitud. En la figura 16 se ve que efectivamente el amplificado contiene el 

sitio MspI, ya que la digestión con esta enzima produce una banda de menor tamaño 

(aproximadamente la mitad) que la banda del amplificado. 

8.3 Clonación 

Entonces se procedió a clonar este amplificado de lambda con secuencias de los 

iniciadores Rd-l y Rd-2 en sus extremos (estándar interno). En cuanto al sistema de 

clonación, se utilizó un estuche de Invitrogen especial para clonar productos de PCR basado 

en la propiedad de la Taq de añadir una A extra en el extremo 3'. El plásmido del estuche 

(pCR2.1) posee en cada extremo 3' una T cohesiva para la A extra presente en los 

productos de PCR (figura 17), Con el fin de hacer la clonación, una alícuota del 

amplificado fue ligado con el vector pCR2.1 y los productos de la ligación fueron usados 

para transformar células competentes de E,coli cepa DH5a F', No pudo utilizarse la cepa 

de E.coli Top 10 F' que es la recomendada por el proveedor, ya que no se contaba con esa 

cepa en el laboratorio, Se sustituyó por la cepa de E.coli DH5u F' que comparte muchas 

caracteristicas genotipicas con Top lO F' (tabla 4) por lo que también pudo ser transformada 

con el plásmido del estuche. 
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Figura 1 S. Generación del estándar interno por PCR 
En a se hizo una amplificación usando como molde 50 ng (carril 2) Y 5 ng (carril 3) de ADN 
de lambda CI857Sam7, además de un blanco de reacción sin ADN (carril 1). Se usaron los 
iniciadores compuestos XP-5 y XP-6 Y las condiciones de amplificación son las mencionadas 
en "Material y Métodos" (Generación del estándar interno). Después de la PCR, 10 ¡.d 
(20"/0) de los productos fueron analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2% Y 
tioción con bromuro de etidia. 
En b se hizo una amplificación usando como molde una dilución 1: l 000 del producto de la 
amplificación anterior (correspondiente a 5 ng de ADN de lambda) (carril 5), además de un 
blanco de reacción sin ADN (carril 4). Se usaron los iniciadores Rd-I y Rd-2 Y las 
condiciones de amplificación son las mencionadas en 'Material y Metodosn (Generación del 
estándar interno). Después de la PCR, \O 1'1 (20"/0) de los productos fueron analizados por 
electroforesis en un gel de agarosa al 2% Y tioción con bromuro de etidia. 

1 2 

Figura 16. Digestión del segmento amplificado de lambda con MspI 
Se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% 5 1'1 (10"10) de los productos de 
reamplificación del fragmento del fago lambda con Rd-I y Rd-2 (1) Y 5 1'1 de los mismos 
productos después de su digestión con MspI (2). Después de la electroforesis, el gel fue 
teñido con bromuro de etidia. 
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CEPA DE GENOTIPO 
E.coli 

DH5aF' F' $80d laeZ 6MIS, 6 (lacZYA-argF) U 169, endAI reAl, hsdl7 (r.- m.+), 
. deoR, thi-I, su E44, A96, relAI lambda-

TOPIO F' F' {/ae!" TnlO (Tet')) merA 6(mrr-hsdRMS-merBC) $80 laeZ6 MIS' 
61aeX74 reeA 1 ar!,º 139. 6JEra-le'!) 7697 ga/U galK rpsL (Str' ) endA !-"!'p<;L 

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

Para poder explicar los resultados de la transfonnaci6n es necesario mencionar 

como funciona el sistema de clonación elegido (figura 17), ya que permite la selección de 

las bacterias transformadas por el plásmido basándose en la resistencia a la ampicilina. Ésto 

es debido a que el plásmido peR2.1 posee un gen de resistencia a la ampicilina. y como la 

cepa de E.coli usada para la transfonnación (DH5a.F') es sensible a la ampicilina, sólo las 

bacterias transfonnadas con el plásmido podrán crecer en un medio con ampicilina. Además 

el sistema utilizado pennite la selección de las bacterias transformadas por el plásmido con 

el inserto (recombinante) gracias a la pérdida de a-complementación. Esto es debido a que 

el plásmido posee una región codificante para el fragmento N-terminal de la p­

galactosidasa y la cepa de E.eoli usada para la transformación (DHSaP') posee en su ADN 

una región que codifica para el fragmento C-terminal de la p-galactosidasa; esto provoca 

que las bacterias con el plásmido y en presencia de IPTG produzcan una proteína 

enzimáticamente activa (a-complementación), la cual hidroliza al X-gal presente en el 

medio produciendo un pigmento azul (colonias azules). Como el sitio de clonación del 

plásmido se encuentra dentro de la región codificante para el fragmento N-tenninal de la p­

galactosidasa. la presencia del inserto rompe el marco de lectura evitando así la 0.­

complementación, y produciendo colonias sin pigmento (colonias blancas). 
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Figura 17. Mapa del VectOT peRl.1 
La secuencia del sitio múltiple de clonación se muestra con un producto de PCR insertado 
por clonación TIA. El producto de PCR clonado está flanqueado por sitios EcoRl de cada 
lado. 
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# Cantidnd de AO~ usado para Colonins Colonias Comentario 
caja transformar las bacterias s{'mbradas hlancas alules 

1 ' 0.4 ng de pBKS+ superenrrollado I 22 186 Control de transfonnación 

i--2t i ng de pCRz-'¡---' -- --i -:3-~--;2:--¡-:OCc-o-nt-ro""lc-d:-e-r-ec-:-irc-u-:1c-an-:'-za-c'7io:-'n­
L ' ----1- ~_~~_~~~e~n~l~a~l~ig~a~c~io~'n~ __ ~ -)'-; i ng de pCR2-.1 'ligad;;-a-0-.16 ng I '-2-5-' 2 Reacción de ligación, 

.dere"!!'Jllific~~. . _______ ._ relación 1:1 
4 sin ADN Control de células 

'1 -----J __ ~ __ ~_~c~0~m~P7e~te~n~t~es~si~n~AD~~N~_ 
'-51 sin AD-N-ni ~éIu-Ias- ~o-m-p-e-tentes l' .. Control de esterilidad del 
~_~ _ 1 medio 

Tabla 5. Resultados de la transformación. 

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

continuación: 

• La caja 1 rué el control de transfonnación. ya que ahí las bacterias fueron transfonnadas 

con un plásmido superenrollado (pBKS+ intacto) que es la conformación que más 

eficientemente transforma a la bacteria. Así que el numero de bacterias transfonn~das 

con este plásmido fue un indicador de la eficiencia de las células competentes para ser 

transfonnadas. En base al número total de transfonnantes obtenidas en la caja 1, se 

calculó la eficiencia de transformación, que fue de 6.45x I O' UFC/l1g de ADN (pBKS+ 

superenrollado). El valor de la eficiencia de transfonnación se encuentra ligeramente por 

debajo del rango de eficiencia de transformación reportado para las células competentes 

preparadas por el método utilizado (Sambrook et al., 1989). Esto probablemente se deba 

a que las células competentes tenían aproximadamente un año de haberse preparado, lo 

cual es más de lo recomendado para que las células mantengan una buena eficiencia de 

transfonnación. Sin embargo, la eficiencia obtenida fue suficiente para los fines del 

experimento. Por otro lado, contrario a lo esperado, no todas las bacterias transfonnadas 

con el plásmido produjeron el pigmento azul (a-complementación), e incluso las que lo 

produjeron lo hicieron de manera deficiente, ya que las colonias eran azul claro. Debido 

a que las transformantes de las cajas 2 y 3 que estaban pigmentadas tenían 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 plásmido que se utilizó (pBKS+) tenía alguna 

mutación que le impedía realizar eficientemente la a-complementación. 

• La caja 2 fue el control de recircularización; en esta caja las bacterias fueron 

transformadas con el plásmido peR2.l linearizado e incubado con ligasa en ausencia de 

inserto, por lo que se esperaba que hubiera pocas transfonnantes, lo cual ocurrió, ya que 

la mayoría del plásmido teóricamente se encontraba en fonna lineal y por lo tanto es 

poco eficiente para transfonnar bacterias. El objetivo principal de este control fue tener 

una referencia de que porcentaje del plásmido se recircularizó espontáneamente (sin 

inserto) ya que, con el tiempo, las T en los extremos 3' del vector se degradan y se 

produce la autoligación de los extremos romos. Estos plásmidos recircularizados 

producen transformantes que no tienen a-complementación porque la autoligación de los 

extremos romos causó un cambio en el marco de lectura del gen que codifica para el 

fragmento N-tenninal de la p-galactosidasa. Según el instructivo del estuche de 

lnvitrogen, el porcentaje de plásmidos recircularizados que producen colonias blancas 

debe ser menor al 5%; en este caso fue del 60%, pero aún asi sirvió como referencia para 

saber que porcentaje de colonias blancas de la caja 3 (ligación con el inserto) realmente 

corresponden a colonias de bacterias con el plásmido recombinante. 

• La caja 3 contenía las bacterias que recibieron la ligación l: 1 del vector con el inserto; 

el número 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 mayoría de estas colonias 

contenían un plásmido con el inserto. 

La caja 4 contienía bacterias no transfonnadas para verificar que éstas no tuvieran 

resistencia a la ampicilina por sí mismas antes de que se les transfonnara con el plásmido, 

ya que de ese modo podrían pasar por transformantes y confundirse con ellas, sin embargo 

no fueron resistentes. 
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• La caja 5 fue el control de contaminación 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 verificar que contenían el 

plásmido recombinante, de cada una se purificó el ADN plasmídico con la técnica de 

MINIPREP y el ADN plasmidico se analizó por electroforesis. En la figura 18a se muestra 

que para las 10 clonas, se obtuvo ADN plasmidico en varias confonnaciones y que el 

tamaño de la confonnación mayoritaria tiene un tamaño de aproximadamente 2740 pb. 

Todos los ADN plasmídicos migraron a la misma velocidad con excepción del de la clona 

6, que migró más rápido. 

Para determinar si estos plásmidos contenían un inserto del tamaño esperado, se 

digirió el ADN con EcoRI que tiene sitios de reconocimiento a cada lado del sitio de 

inserción. En la figura 18b, se ve un análisis por electroforesis de las digestiones, y se 

puede observar que todos los plásmidos se digirieron en un 85-90% y que a excepción del 

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

Por lo anterior, se puede observar la gran eficiencia de clonación que proporciona 

este sistema para los productos de peR, puesto que de 10 clonas seleccionadas por ser ~­

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-I y Rd-2. En 

la figura 19a se muestra que la amplificación de estos 5 plásmidos (clonas 1, 3, 5, 7 Y 9) 

resultó en todos los casos en una banda del tamaño esperado. por lo que todas presentan 

en la secuencia del inserto, los sitios de reconocimiento de los iniciadores Rd-l y Rd-2. 

Además de estas 5 clonas con inserto, también se amplificó el ADN plasmídico de la 

clona 6 que no contenía el inserto (control negativo); el resultado fue una banda del 
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123451"7., 10 

CLONA 

123451"7., 10 

CLONA 

Figura 18. Clonación del estándar interno en el vector pCR2. J: análisis del ADN plasmidico 
de las colonias transfonnadas 
Se purificó por la técnica de "Miniprep" el ADN plasnúdico de 10 colonias transfonnadas 
(blancas). Se analizaron, por electroforesis en gel de agarosa al 2%, 8 ~I de cada solución 
de ADN plasmidico (a) y 2 ~ de cada solución de ADN plasnúdico después de su digestión 
con EcoRl (b). Después de las electroforesis, el gel fué teñido con bromuro de etidio. 
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mismo tamaño que las de las clonas con inserto pero de menor intensidad, la cual se 

piensa es producto de la contaminación del ADN plasmídico de la clona 6 por ADN 

plasmídico de las otras clonas. 

2. Para verificar que el estándar interno tuviera un sitio Mspl en su centro, se digirieron con 

MspI los productos de amplificación del ADN plasmidico de las 5 clonas (1,3,5,7 Y 9). 

En la figura 19b se muestra que la digestión produjo en todos los casos una sola banda 

del tamaño esperado. Esto significa que los productos de amplificación poseen un sitio 

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

3. Se secuenció una clona de las anteriores para verificar que tenía la secuencia completa e 

intacta de los iniciadores Rd-l y Rd-2. De este modo, se puede asegurar una 

complementariedad completa y por lo tanto una eficiencia de amplificación más parecida 

a la del blanco en S l. Por ello, la clona S se cultivó nuevamente y se purificó el ADN 

plasmídico de la misma por cromatografia en columna de intercambio iónico (QIAGEN) 

(figura 20) y después se detenninó la concentración espectro fotométricamente. Una 

alícuota de ésta solución que contenía 5 Jlg de éste plásmido peRLamS 1.5 se mandó a 

secuenciar. Los resultados de la secuenciación están 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 y no hubo ninguna discordancia entre las dos hebras. Además, las 

secuencias de los dos ¡nciadores Rd-l y Rd-2 también se encuentran perfectamente 

conservadas. 

Por lo anterior se puede decir que se encontró que el inserto de la clona 

peRLamS 1.5 tenia la secuencia esperada y por lo tanto se decidió utilizarla como estándar 

interno. 
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BS13T79P 

CLONA 

b 

"', 

813579 

CLONA 

Figura 19. Caracterización por PCR y digestión con enzima de restricción de cinco de las 
clonas obtenidas en la clonación del estándar interno en el vector pCR2.1 
Se eligieron 5 (clonas 1,3, S, 7 Y 9) de las 10 clonas obtenidas en la clonación del estándar 
interno en el vector pCR2.\. 5 ¡.¡l de diluciones 1:2000 de las soluciones de ADN plasmidico 
correspondientes a estas clonas se sometieron a amplificación con los inciadores Rd-l y Rd~ 
2 usando el mismo protocolo que el usado durante la generación del estándar interno 
(rearnplificación con Rd-I y Rd-2). Además se amplificó también el ADN plasmidico de la 
clona 6 que no contenía el inserto. Como control positivo (P). se reamplifico una dilución 
1:1000 del producto de la amplificación (con los iniciadores XP-5 y XP-6) de los 5 ng de 
ADN de lambda. Como control negativo (O) se hizo un blanco de reacción sin ADN. 
En 8,10 ¡d (20%) de los productos de amplificación fueron sometidos a electroforesis en gel 
de agarosa al 2% Y tinción con bromuro de etidio. 
En b, 5 ~I (10%) de los productos de amplificación se digirieron con la enzima Mspl, 
previamente a la electroforesis. Como referencia (S), se colocaron 5 ,,11 del producto de 
amplificación de la clona 1. sin digerir. 
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A 

Figura 20. Análisis por electroforesis en gel de agarosa del plásmido pCRLamB1.5 
purificado por cromatografia de intercambio jónico (columnas OIAGEN) 
En A, 137 ng de ADN plasmídico de la clona pCRLamBI.5 purificado en columna 
QIAGEN sometido a electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% Y teñido con bromuro de 
etidio. 
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9. SENSIBILIDAD A Mspl DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACiÓN 

OBTENIDOS EN PRESENCIA DE dUTP 

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

tímina podían ser digeridos eficientemente con Mspl. 

Para ello, los productos 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 observó que no habia diferencia en la 

eficiencia de la digestión, por lo que esta digestión es compatible con el uso del control 

enzimático de la contaminación. Sin embargo sí pudo observarse una menor intensidad en 

las bandas de 105 productos obtenidos con uracilo, comparadas con los productos con 

timina, lo cual ya había sido observado anteriormente al probar el efecto del pretratarniento 

con UDG. 

10. TITULACIÓN DE pCRLamBI.5 (ESTÁNDAR INTERNO) SÓLO Y CON 

ADN DE CEREBRO DE RATÓN 

Para obtener el estándar interno, el ADN del pIásmido pCRLamB 1.5 fue purificado 

a escala mediana (aproximadamente 100 J.lg) por cromatografía de intercambio jónico sobre 

columna QIAGEN. Este método se eligió por la alta calidad del ADN que se obtiene, ya 

que la razón de absorbancias del ADN plasmidico fué de A,w A28o~ 1.9. Antes de la 

amplificación fue necesario linearizar el plásmido, para lo cual se eligió digerirlo con 

EcoRI, debido a que es más eficiente la amplificación de ADN linear que la de ADN 

circular (Sambrook et al., 1989). 

Para conocer el límite de detección de la técnica al amplificar al estándar interno, se 

decidió titularlo. Para ello, se amplificó una serie de diluciones 1:3 de ADN del plásmido 

pCRLamBI.5 (estándar interno) purificado por QIAGEN y linearizado por digestión con 

EcoRI. El resultado de la amplificación (figura 24) muestra que se obtuvo una buena 
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BSOBSD 

dTTP dUTP 

Figura 23. Comparación de la eficiencia de digestión con MspI de productos de 
amplificación con uracilo y con timina 
Se hicieron dos amplificaciones de una dilución 1 :2000 de la solución de ADN plasmídico 
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 dTIP.las condiciones son las mismas con la diferencia que se usó 100 
¡JM de dTTP en véz de 200 ¡JM de dUTP. Se tomaron 5 1'1 del producto de las 
amplificaciones y se digirieron con la enzima MspI. Después de la digestión, la totalidad de 
las reacciones fueron analizadas por electroforesis en un gel de agarosa al 2% (D). Como 
referencia (S) se colocaron 5 ¡ti del producto de cada amplificación, sin digerir. Como 
control negativo (B) se hizo un blanco de PCR sin ADN. 
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ti: """11;300 3400 1130 ~ 
MOléculas del Estándar Interno 

ti: 113 ~ -1-1- --0-

Moléculas del Estándar Interno 

Figura 24. Titulación del estándar interno por PCR 
Se amplificó por triplicado una serie de diluciones 1:3 del plásmido pCRLamBI.5 (estándar 
interno) purificado por QIAGEN y Iinearizado con EcoRl. Los iniciadores fueron Rd·l y 
Rd·2, las condiciones de amplificación se mencionan en ''Material y Métodos" (qcPCR). El 
ADN blanco fué sustituido por 5 1'1 de TE. Después de la amplificación, los productos se 
sometieron a una extracción con un volumen igual de clorofonno, una congelacio", una 
descongelación y g ).11 (16%) de los productos de la PCR fueron digeridos con MspI, los 
productos de la digestión fueron analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%. A 
corresponde al amplificado no digerido. O es un blanco de PCR sin ADN. 
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Moléculas del Estándar Interno 

A ----¡-¡-¡- --¡¡- -,-,- --0-

Moléculas del Estándar Interno 

Figura 25. Titulación por PCR del estándar interno en presencia de ADN de cerebro de 
ratón 
Se hizo el mismo experimento que en la figura 247 con la diferencia de que se sustituyeron 
los 5 1'1 de TE por 5 1'1 de una solución con 500 ng de ADN de cerebro de ratón purificado 
con DNAzol. A corresponde al amplificado no digerido. O es un blanco de PCR sin ADN. 
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QIAGEN Y linearizado por digestión con EcoRI, junto con una cantidad constante de ADN 

de T.golldii de la cepa Wiktor equivalente a 23 taquizoítos (825 moléculas de Bl) digerido 

con EcoRl. Los resultados de la coamplificación (figura 26) mostraron que la intensidad de 

las bandas de los productos de amplificación del estándar interno, se acercaba más a la 

intensidad de las bandas de los productos de amplificación del ADN de T.gondii (cepa 

Wiktor) en la dilución correspondiente a 3400 moléculas del estándar interno, aunque 

aparentemente se necesitaría una dilución mayor (t0,000 moléculas) para tener mayor 

certeza. 

En el caso de que ambos moldes tuvieran una misma eficiencia de amplificación, la 

cantidad de moléculas en este punto debía coincidir. Como no sucedió así, se concluye que 

sus eficiencias de amplificación no son iguales. Ya que aproximadamente fueron necesarias 

3400 moléculas del estándar para producir la misma cantidad de producto que 825 

moléculas de blanco, se puede decir que la eficiencia de ampli ficación del estándar es 

aproximadamente 4.1 veces menor a la del blanco en B l. 

12. DIGESTIÓN DEL ADN MOLDE 

Los experimentos anteriores se realizaron con ADN molde (blanco y estándar 

interno) digerido antes de la amplificación; para ahorrarse ese paso, se decidió repetir el 

experimento anterior pero usando ADN de T.gondii (cepa Wiktor) sin digerir, y además 

agregando una dilución más del estándar interno (10,000 moléculas). Los resultados de la 

coamplificación (figura 27) mostraron que la intensidad de las bandas de los productos de 

amplificación del estándar interno, se acercaba más a la intensidad de las bandas de los 

productos de amplificación del ADN parasitario en un punto intennedio entre la dilución 

correspondiente a 3000 y la dilución correspondiente a 1000 moléculas del estándar interno. 

Estos resultados mostraron que por lo menos en cuanto a la eficiencia de la 

amplificación, no había diferencia significativa entre digerir o no digerir el ADN de 

T.goncli;, por lo que se prefirió el no digerir. Además confionaron lo encontrado en el 
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Moleculas del Estándar Interno 

Figura 26. PCR cuantitativa competitiva con el estándar interno línearizad~t-º-lª"co 
digerido 
Se coamplificó por triplicado una serie de diluciones 1: 3 del plásmido pCRLamB 1.5 
(estándar inerno) purificado por QIAGEN y linearizado con EcoRI junto con 2 pg de ADN 
de T.gomij¡ cepa Wiktor digerido con EcoRI, equivalente a 23 taquizoitos. Los iniciadores 
fueron Rd-I y Rd-2, las condiciones de amplificación se mencionan en "Materiel y Metodos" 
(qcPCR). Después de la peR, las reacciones se sometieron a una extracción con un volumen 
igual de cloroformo, una congelación, una descongelación y 8 ~ (16%) de los productos de 
la PCR fueron digeridos con MspI. Los productos de la digestón 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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Moleculas del Estándar Interno 
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Moleculas del 
Estándar Interno 

• 

Figura 27. PCR cuantitativa competitiva con el estándar interno linearizado y el blanco no 
digerido 
Se coamplificó por triplicado una serie de diluciones 1:3 del plásmido pCRLamB 1.5 
(estándar inemo) purificado por QIAGEN y Iinearizado COn EcoRI junto con 2 pg de ADN 
de T.gondii cepa Wiktor equivalentes a 23 taquizoítos. Los iniciadores fueron Rd-l y Rd-2, 
las condiciones de amplificación se mencionan en "Material y Métodos" (qcPCR). Después 
de la peR, las reacciones se sometieron 8 una extracción con un volumen igual de 
cloroformo, una congelación, una descongelación y 8 1-'1 (16%) de los productos de la PCR 
fueron digeridos con Mspl. Los productos de la digestón fueron analizados por 
electroforesis en un gel de agarosa al 2%. B es un blanco de PCR sin ADN. 
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experimento anterior, sobre la diferencia entre las eficiencias de amplificación del blanco en 

B 1 Y del estándar interno. 

13. SIMULACIÓN DE LAS CONDICIONES REALES 

Por último, la técnica se probó en condiciones que simulaban a las reaJes (una 

muestra de cerebro de ratón infectado): se coarnplificó una cantidad constante de ADN de 

T.gondii (la cepa Wiktor, 23.5 taquizoitos) sin digerir junto con diluciones de 

pCRLamB 1.5. todo en presencia de 500 ng de ADN de cerebro de ratón purificado con 

DNAzol. Los resultados de la amplificación (figura 28) muestran que no hubo ningún 

cambio con respecto a los obtenidos en la coamplificación sin ADN de cerebro de ratón. 

por lo que la presencia del ADN de cerebro de ratón no afecta en nada a la coamplificación 

de los dos moldes y por lo tanto la técnica es viable. 
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Moleculas del Estándar Interno 
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Moleculas del 
Estándar Interno 

• • 

Figura 28. PCR cuantitativa comoetlllva con estándar interno linearizado y blanco no 
digerido en presencia de ADN de cerebro de ratón 
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 ratón 
purificado con DNAzol. B contiene unicamente 500 ng de ADN de cerebro de ratón. 
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IX. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

1. SELECCIÓN DEL BLANCO DE AMPLIFICACIÓN Y DISEÑO DEL 

ESTÁNDAR INTERNO 

Las razones por las que se decidió escoger como blanco de la amplificación dentro 

del genorna de T. gondii al gen B 1, fueron mencionadas anterionnente (Introducción: 

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

• es un gen conservado y altamente específico para T. gondii. 

• ha sido el más estudiado y usado como blanco para PCR dentro del genoma del parásito. 

• es un gen repetido 35 veces en el genoma de T. gondii, 10 que hace que la técnica sea 

más sensible, pues el que haya un mayor número de moléculas blanco por parásito hace 

posible detectar un menor número de parásitos. 

Se decidió que los iniciadores usados serian unos previamente repo:iados en la 

literatura y no diseñar unos nuevos, 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 adecuadas, 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 nucleótidos polimerizados (Rychlik, 1993), era necesario que el blanco de 

amplificación tuviera un tamaño cercano o inferior a 500 pb. Por otro lado también era 

necesario que el segmento blanco fuera lo más grande posible, ya que a mayor tamaño del 

amplificado. éste es más facil de detectar por electroforesis y por lo tanto hay una mayor 

sensibilidad de la técnica de PCR. Además, como se vió anteriormente (Resultados: diseño 

y características del estándar interno). la longitud final de los productos del estándar interno 

(ya digeridos) seria la mitad de la longitud de los productos del blanco, por lo que a mayor 

tamaño del blanco, mayor seria la diferencia de tamaño entre éste y el estándar interno y 
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más sencillo sena separar electroforéticamente los productos de amplificación de ambos. 

Como se puede observar en la tabla 1, el par de iniciadores que más se acercaba a estas 

necesidades fue el reportado por Pelloux et al. (1996), ya que amplifican un segmento de 

301 pb; además estos iniciadores amplifican el ADN de T. gondii con una sensibilidad de 1 

taquizoito o de 10 taquizoítos en presencia de 1 ~g de ADN contaminante (humano) y se ha 

probado que no amplifican ADN de especies relacionadas con T. gondii. Por todo lo 

anterior, los iniciadores elegidos fueron los reportados por Pelloux et al. (1996): Rd· 1 

(nucleótidos 88· 11 O) Y Rd·2 (nucleótidos 388·368). 

2. REPRODUCIBILIDAD y SENSIBILIDAD DEL ENSAYO 

El protocolo que se usó inicialmente para la PCR estuvo basado en el que Pelloux et 

al. (1996) usaron junto con los ¡nciadores Rd-l y Rd-2; solo se modificó para adecuarlo a 

los reactivos y equipo existentes en el laboratorio, además de eliminar el control enzimático 

de la contaminación. El protocolo implementado resultó ser reproducible a nivel 

intraensayo, y tener sensibilidad de 2.3 taquizoítos similar a la reportada de 1 taquizoíto. 

Para asegurarse de la reproducibilidad a nivel interensayo e intraensayo y como 

resultado de la experiencia previa en este laboratorio (datos no reportados), se implementó 

dentro del protocolo: el calentar las alícuotas de los iniciadores y el calentar las soluciones 

de ADN entre cada dilución por 1 ó 2 min en un BM en ebullición con el propósito de 

homogeneizar las soluciones que habían sido sometidas a congelación - descongelación o a 

almacenamiento a 4°C, ya que estos procesos pueden convertir una solución en una mezcla 

no homogénea a nivel molecular. Por lo tanto de ese modo se puede asegurar una misma 

concentración de los reactivos en todas las reacciones o un mismo número de moléculas de 

ADN blanco en los triplicados. Cuando se observaron problemas de falta de 

reproducibilidad interensayo, el problema se solucionó al calentar las soluciones 

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

Un requisito indispensable de la técnica es que los iniciadores sean específicos del 

blanco dentro de B 1 Y del estándar interno ya que si hay secuencias de alineación para los 

iniciadores en el resto del ADN, competirían con el ADN blanco en B 1 Y con el estándar 

interno, haciendo imposible la cuantificación. Como ya se observó anterionnente, en 

presencia de ADN de la cepa Wiktor, los iniciadores producen una sola banda de 

amplificación, 10 que significa que son específicos para esa región dentro del genoma de 

T.gondii. En las condiciones reales, además del ADN de Tgondii estará presente ADN de 

cerebro de ratón, por lo que los iniciadores no deben amplificar nada dentro del genoma de 

ratón. Por ello se implementó el comienzo en caliente (Het Start) usando la AmpliTaq 

Gold, (Taq Polimerasa bloqueada químicamente), ya que de esa manera se obtuvo la 

especificidad deseada. Este comienzo en caliente (Kidd et al., 1995) asegura que la Taq 

Polimerasa sólo comience a polimerizar después de la primera desnaturalización, evitando 

polimerizaciones a temperaturas menores, que suelen ser debidas a alineaciones poco 

específicas. 

4. CONSERVACION 

Se demostró que la secuencia amplificada por Rd-I y Rd-2 se encontraba 

conservada en la cepa Me49 de T.gondii, ya que al amplificar con estos iniciadores, fue 

posible obtener un amplificado del mismo tamaño que con la cepa Wiktor. Sin embargo el 

límite de detección fue aproximadamente 10 veces menor que con la cepa Wiktor. Esto 

puede deberse a que el ADN usado para la detenninación de sensibilidad, fue preparado a 

partir de un sobrenadante de cultivo celular, el cual si bien contenía en su gran mayoría 

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 podría verse afectado el nivel de detección aparente. Otra explicación sería que el 

número de copias del gen B 1 sea menor en esta cepa de T.gondii. y que por lo tanto 

disminuya el nivel de detección, pero ésta última explicación es poco probable debido a que 

101 



en las cepas de Tgondii en las que se ha determinado, se ha encontrado aproximadamente 

el mismo número de copias de B l (Burg et al., 1989). 

5. CONTROL DE LA CONTAMINACIÓN 

Debido a la sensibilidad de la técnica, es muy fácil que se detecte la más mínima 

contaminación con ADN molde existente en reactivos y equipo. Para controlar la presencia 

de contaminación se tomaron varias medidas. 

1. Manejar zonas de prePCR y postPCR. Los reactivos, material desechable, micropipetas, 

microcentrifugas, etc., usados en la preparación de las reacciones eran diferentes a los 

usados para el postratamiento y análisis de los productos. Además, las reacciones de 

PCR eran ensambladas en un gabinete de bioseguridad. 

2. Todo el material usado para montar las reacciones de PCR a exepción 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 incluyó un blanco o control negativo sin ADN para 

verificar la ausencia de contaminantes en los reactivos. 

4. En cuanto se tuvieron problemas de contaminación se pensó que la mayor fuente de 

contaminación eran los productos de PCR anteriores, por ello se implementó un control 

enzimático de la contaminación por acarreo (Langa el al., 1990), que consiste en que 

todos los productos de PCR generados tengan uracHo en vez de ti mina, para que así 

puedan ser eliminados selectivamente si están presentes en una reacción nueva por 

medio del uso de la Uracil ONA glicosilasa. Para implementar este sistema se siguió en 

gran parte el protocolo original de Pelloux et al. (1996) ya que se usaron las 

concentraciones de dUTP y UDG que se mencionan ahí. En ese protocolo la razón de 

sustituir l 00 ~M de dTTP por 200 ~M de dUTP es que la Taq polimerasa tiene una 

menor afinidad por el dUTP que por el dTTP (Pang et al., 1992). Normalmente se 

aumenta la concentración del MgC12 debido a que el aumento de concentración en el 

dUTP aumenta la cantidad de ion magnesio secuestrado, pero en este caso no fue 
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necesario, ya que el protocolo original de Pelloux ya contemplaba esta concentración de 

dUTP. La primera incubación de las reacciones a sooe mencionada por Pelloux et al. 

(1996) y también implementada aquí, tiene el objetivo de que la UDG actúe sobre los 

posibles productos de PCR contaminantes con uracilo. Debido a la actividad residual de 

la UDG a temperaturas menores de 7ZOC después de los ciclos ténnicos de la PCR 

(Thornton et al., 1992), se adicionó al protocolo el mantener las reacciones a 72°C, hasta 

ser retiradas del tennociclador, en vez de mantenerla a 4°C como en el común de los 

protocolos. Por la misma razón, después de tenuinados los ciclos ténnicos, las 

reacciones se someten a una extracción con cloroformo y una congelación que 

desnaturalizan las proteínas presentes, produciendo la inactivación de la UDG (Holhfeld 

et al., 1994). 

La implementación de esta técnica de control de contaminación no afecta la 

reproducibilidad pero produce una reducción 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). Aún así la sensibilidad es adecuada para las necesidades del 

proyecto. 

6. AMPLIFICACIÓN DEL LISADO DE TAQUIZOÍTOS 

No fue posible tener una cuantificación más exacta de la sensibilidad de la técnica al 

amplificar taquizoítos lisados debido a la presencia de inhibidores de amplificación dentro 

dellisado total, por lo cual no se pudo concluir nada más con respecto a la sensibilidad. 

7. OPTIMIZACIÓN DEL NÚMERO DE CICLOS 

Se intentó aumentar la sensibilidad aumentando el número de ciclos, sin resultado, 

por lo que se regresó al número de ciclos original. 
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8. SELECCIÓN DEL MÉTODO DE EXTRACCIÓN DE ADN 

Inicialmente, las extracciones de ADN se realizaron con la técnica de proteinasa K­

fenol-clorofornlo, que es la técnica de referencia. Sin embargo esta técnica es muy larga e 

implica muchas manipulaciones. Para una técnica de PCR cuantitativa, donde se necesita 

procesar un gran número de muestras al mismo tiempo, es necesario que la técnica sea 

rápida y tenga el menor número de pasos posibles para así poder evitar mucha 

manipulación, ya que ésta podría favorecer la contaminación cruzada de las muestras. Se 

seleccionó el método de extracción DNAzol de GIBCO entre una gran variedad de métodos 

comerciales, debido al bajo costo, la alta eficiencía de extracción (1.89 f1g de ADN por rng 

de cerebro de ratón), la poca manipulación requerida (son 5 pasos), la rapidez con la que se 

lleva a cabo (60 min máximo), la facilidad para manejar varias muestras al mismo tiempo, y 

que es de los pocos que estan recomendados para la extraccion de ADN para peRo 

La calidad del ADN purificado por este método fue detenninada por la razón de 

absorbancias AUd A280• análisis por electroforesis en gel de agarosa y digestión enzimática 

La última prueba y la más concluyente fue el probar que la presencia de ADN de 

cerebro de ratón purificado con este método no afectaba la amplificación de Bl. En una 

simulación de las condiciones reales, es decir, que además de la presencia del ADN 

genómico con el gen B 1 también se encontrara presente el ADN del cerebro de ratón 

purificado con DNAzol (500 ng), la sensibilidad y la reproducibilidad intraensayo de la 

amplificación del segmento de Bl no cambiaron con respecto a la obtenida usando sólo 

ADN de Tgondii. Esto significa que en condiciones reales, va a ser posible detectar el 

ADN de 2.3 parásitos presente en 500 ng de ADN de cerebro de ratón. Se eligió la cantidad 

de 500 ng de ADN de cerebro de ratón, porque es el máximo recomendado para PCR de 

ADN genómico de mamífero en el instructivo del estuche de Perkin Elmer. que es el 

proveedor de la mayoría de reactivos y equipo usados aquí para hacer la PCR. 

También se puede establecer que el límite de detección del método es de 2.3 
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taquizoítos, y en este caso es definido como la última dilución de ADN que produce un 

amplificado visible en por lo menos 2 de 3 ensayos (triplicado). En cambio el límite de 

cuantificación del método debe ser más confiable que el límite de detección, por lo que es 

de 23 taquizoítos, y en este caso se define como la última dilución de ADN que produce un 

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

9. ESTÁNDAR INTERNO 

Una vez que el estándar fue sintetizado y clonado, para asegurarse de que el inserto 

presente (estándar interno) en las clonas transformantes era el esperado, se realizaron varias 

pruebas como la amplificación con los iniciadores Rd- 1 Y Rd-2, la digestión con MspI, e 

incluso la secuenciación del inserto de una de las clonas. Al secuenciar se encontró que el 

inserto de la clona pCRLamB 1.5 tenía la secuencia esperada y se decidió utilizarla como 

estándar interno. 

10. ANÁLISIS DE LOS PRODUCTOS 

En las condiciones de amplificación reales, los productos de PCR con uracilo en vez 

de timina, pueden ser digeridos eficientemente con MspI, por lo que los productos del 

estándar podrían ser separados de los productos del blanco en B 1 sin ningún problema al 

usar el control enzimático de la contaminación. 

11. NORMALIZACIÓN DEL ESTÁNDAR INTERNO CONTRA EL BLANCO 

Como se puede ver en los resultados, al titular el estándar interno sólo o con ADN 

de ratón, el nivel de detección obtenido hizo pensar que el estándar interno poseía una 

eficiencia de amplificación similar a la del blanco en B 1. Sin embargo, al momento de 

comparar las eficiencias de ambos moldes en una coamplificación, se demostró que las 

eficiencias no eran similares, ya que la eficiencia del estándar interno fue aproximadamente 

4.1 veces menor que la del blanco. 
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Debido a lo anterior, es necesario normalizar a peRLamB 1.5 contra el blanco en B l 

para poder usar a pCRLamB 1.5 como estándar interno, es decir, que para una 

cuantificación se usará el factor de corrección de 4.1 moléculas del estándar por cada 

molécula del blanco en 81 (McCulloch el al., 1995 y Flisler el al., 1994). Dicho de olra 

manera, 3400 moléculas de pCRLamB 1.5 equivalen a 23 taquizoítos de T.gondii. 

12. DIGESTIÓN DEL ADN MOLDE 

En el genoma de T.gondii. el gen B 1 se enCuentra repetido en tándem y debido a 

esta cercanía de las copias, la eficiencia de amplificación del blanco pudiera verse afectada 

en comparación con la eficiencia de amplificación del estándar interno, ya que éste se 

encuentra en moléculas linearizadas de un plásmido, lo cual lo hace más accesible para la 

Taq. Entonces sería necesario separar las copias del gen, para que fuera válido usar un 

estándar interno como éste, ya que sólo así se puede decir que el blanco dentro de B 1 Y el 

estándar interno, son igualmente accesibles para la Taq. 

Sin embargo al hacer la coamplificación de ambos moldes, se demostró que por lo 

menos en cuanto a la eficiencia de la amplificación. no había diferencia significativa entre 

digerir o no digerir el ADN de T.gondii, por 10 que se prefirió el no digerir. 

13. SIMULACiÓN DE LAS CONDICIONES REALES 

Por último, la técnica probó ser efectiva en condiciones que simulaban a las reales, 

es decir, una coamplificación en presencia de ADN de cerebro de ratón, 10 cual demostró 

que la técnica es viable para ser aplicada en una muestra de cerebro de ratón infectado. 

106 



14. COMPARACIÓN DEL MÉTODO DESARROLLADO CON LO 

REPORTADO EN LA LITERATURA 

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

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

Previo a este trabajo, Bretagne et al. (1995) ya habían desarrollado una qcPCR para 

T.gondii, en donde construyeron su estándar interno según el mismo principio que el usado 

aquí. La técnica desarrollada aquí tiene varias ventajas comparada con la reportada por 

Bretagne et al.: la diferencia relativa de longitud entre el estándar y el blanco es mucho 

menor (4.7%) que en la reportada por Bretagoe et al. (24.3%), lo cual significa que las 

eficiencias de amplificación pueden ser más parecidas en la técnica usada aquí (McCulIoch 

et al., 1995); en la técnica de Bretagne et al., la manera de diferenciar los productos del 

blanco y del estándar era por su tamaño, por lo que era necesario marcar los productos con 

un fluorocromo y analizarlos en un secuenciador automático de ADN, mientras que en la 

técnica desarrollada aquí, hay una diferencia de un sitio de corte entre ambos (estándar y 

blanco), 10 que hace que la separación sea más sencilla, económica y que se acople más a 

las necesidades y recursos existentes. 

Una ventaja que tiene la técnica reportada por Bretagne et al. en comparación con la 

desarrollada aquí, es su mayor sensibilidad ya que logra detectar 5 moléculas de estándar 

interno. Sin embargo, el nivel de sensibilidad que se obtuvo con la técnica desarrollada aquí 

(2.3 taquizoitos) es suficiente para el objetivo de la misma. 

En la referencia donde se encuentran reportados por primera vez los iniciadores Rd-

y Rd-2 utilizados aquí (Pelloux el al., 1996), también se describe una cPCR con un 

estándar interno heterólogo. Una desventaja de este estándar interno, es que la técnica que 

usaron para sintetizarlo es muy complicada comparada con la amplificación con iniciadores 

compuestos usada aquí. Por otro lado, los autores apenas lograron separar 

electroforéticamente los productos del estándar y del blanco en un gel de agarosa al 2%, ya 
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que ambos productos sólo difieren en longitud por 59 nt, mientras que en la técnica usada 

aquí, la diferencia entre los productos ya digeridos es de 158 nt, por lo que la separación 

electroforética es mucho mejor. Otra desventaja del estándar reportado es que la diferencia 

relativa de longitud entre el estándar y el blanco es mucho mayor (19.6%) que en la técnica 

usada aquí (4.6%), lo cual significa que las eficiencias de amplificación pueden ser más 

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

En cuanto a la sensibilidad de la técnica (2.3 taquizoítosl 500 ng de ADN de ratón), 

se encuentra en el rango de las sensibilidades reportadas en estudios previos con varios 

iniciadores para el gen B 1, que van desde 5 moléculas de ADN blanco (Bretagne et al., 

1993) hasta 10 taquizoítosll flg de ADN humano (Burg et al., 1989, Gro~ et al., 1992, y 

Pelloux et al., 1996). 
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X. CONCLUSIONES 

Se logró desarrollar una técnica de PCR competitiva para cuantificar ADN de 

T.gondii. El método resultó sensible (detecta 2.3 taquizoítos en 500 ng de ADN de cerebro 

de ratón) y reproducible a nivel intraensayo. Este fue aplicado exitosamente en condiciones 

que simulan ADN extraído del cerebro de un rat6n infectado. 

XI. PROPUESTAS 

Para estudios posteriores, se propone integrar a esta técnica el análisis de imágenes 

para la cuantificación exacta del ADN del parásito. Además sería útil una validación de la 

misma al compararla con las técnicas convencionales para la cuantificación de Toxoplasma 

gondii: el cultivo en líneas celulares y la inoculación en ratones. 
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