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Se establece la biblioteca genoémica de ADN total en la cepa FCB-1, plasmido pUC
18 mediante clonacion de fragmcntos El maximo nivel de deteccion obtenido es de 0.1
ng equivalente a 1 000 pardsitos por muestra de sangre infectada: dicho nivel permite su
utilizacién como herramienta en el desarrollo de métodos para el diagnostico de la mala-

ria en Colombia.

Introducecion

A pesar de las grandes medidas de control que
han sido tomadas, la malaria contintia siendo una
enfermedad de alta incidencia en el mundo (1). El
incremento en la resistencia a las drogas por parte
del parasito y a los insecticidas por parte del insec-
to transmisor han contribuido al crecimiento de la
enfermedad, la cual afecta entre 200 y 400 millo-
nes de personas, matando por lo menos a un millon
de ellas anualmente (2},

En los paises tropicales en desarrollo, la mala-
ria representa uno de los mayores problemas de sa-
lud, ya que el 30% de sus habitantes viven en zonas
de riesgo y por consiguiente con posibilidades de
adquirir la enfermedad (3). En Colombia la enfer-
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medad tiene alta incidencia en los Llanos Orienta-
les y parte de la Amazonia; en el occidente la re-
gion mas afectada es el Chocd y en el sur el Putu-
mayo, todas éstas regiones caracterizadas por clima
calido y himedo. En la actualidad el diagnostico es
de unos cien mil casos al afio, siendo una valora-
cién baja debido al subregistro en el sistema nacio-
nal de salud (4).

Actualmente en todo el mundo se llevan a ca-
bo inmensos esfuerzos para tratar de desarrollar va-
cunas usando proteinas nativas del parasito (5-10)
v péptidos sintéticos (11-16), involucradas posible-
mente en proteccién inmune y que inicialmente
fueron localizadas e identificadas por medio de an-
ticuerpos monoclonales (17-23). Un camino promi-
sorio para lograrlo ha sido el uso de la tecnologia
del ADN recombinante, que nos permite clonar y
expresar genes del pardsito en Escherichia coli u
otro organismo ficil de cultivar (24-28).

Otra de las aplicaciones prometedoras en cuan-
to al uso de la tecnologia del ADN recombinante se
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relaciona con el diagnéstico de la enfermedad. Des-
de que Laveran descubri6 el pardsito causante de la
malaria, el diagnoéstico se ha realizado por examen
directo de muestras de sangre en el microscopio; es-
te método aunque laborioso es sensible y especifi-
co, ya que mediante su uso es posible diferenciar
las distintas especies de Plasmodium, parasito cau-
sante de la enfermedad.

Recientemente se han desarrollado meétodos
inmunologicos de diagndstico como el ELISA, el
cual detecta los anticuerpos dirigidos contra el pa-
rasito (2¢). Sin embargo, este método no diferen-
cia entre infecciones presentes y-posinfecciones, de-
bido a que detecta los anticuerpos circulantes diri-
gidos contra el parasito, los cuales, persisten a pesar
de la desaparicion de parasitos en'la sangre.

También ha sido desarrollado otro método, el
cual detecta el antigeno del parasito; dicho método
es Gtil para detectar infecciones presentes pero los
anticuerpos presentes debido, a una infeccion pasa-
da interfieren con el ensayo (30).

Como se dijo antes, por mds de un siglo el
diagnéstico de la malaria se ha realizado por exa-
men directo de muestras de sangre en el microsco-
pio. Sin embargo, esta técnica es laboriosa e inefi-
ciente cuando se quieren realizar investigaciones
epidemiologicas a gran escala en zonas endémicas y
mas cuando el numero de parasitos presentes en la
sangre es muy bajo. Por ejemplo, para detectar una
parasitemia de 0,001% 6 50 parasitos por microlitro
(asumiendo 5 x 106 eritrocitos/ul), un microscopis-
ta debe rutinariamente gastar 30 minutos leyendo
un extendido (31). Este nivel de sensibilidad puede
ser mejorado a una parasitemia de 0,0002% (10 pa-
rasitosful) examinando 100 campos de una gota
gruesa, con el inconveniente de que se puede per-
der durante la preparacién hasta el 20% de los para-
sitos (31, 32). Ademads, los analisis directos de
muestras de sangre en el microscopio son subjetivos,
ya que dependen en gran parte de la laboriosidad y
experiencia del técnico o microscopista que exami-
na la muestra (33).

La tecnologia del ADN recombinante propor-
ciona alternativas para el diagnostico de la malariay
su uso permitiria procesar muchas muestras prove-
nientes del campo y de zonas rurales apartadas, po-
sibilitando llevar a cabo estudios epidemiologicos y
evaluaciones de los programas de control de la en-
fermedad. Este método se basa en la deteccidon di-
recta del ADN del parasito por hibridacién mo-
lecular. Recientemente varios grupos de investiga-
dores wsando como sonda fragmentos de ADN del
parasito, han llegado a niveles de deteccion compa-
rables a los obtenidos mediante la gota gruesa
(34-37).

Con el fin de desarrollar en un futuro cercano
dicho método de diagndstico en Colombia, se cons-
truyo una biblioteca genomica de una cepa colom-

biana de Plasmodium falciparum especie que ha re-
sultado la mas letal ¥ la que causa mayor morbili-
dad en el hombre, razon por la cual la lucha contra
la enfermedad se ha centrado principalmente en él.

La biblioteca genomica del parasito fue cons-
truida en el plasmido pUCI18 y las bacterias recom-
binantes se seleccionaron inicialmente por su dife-
rente actividad beta-galactosidasa. Posteriormente,
los fragmentos clonados se seleccionaron por hibri-
dacioén y ocho de los que hibridaron més fuertemen-
te fueron escogidos y analizados por electroforesis
e hibridacion en “dot-blot’’ y en “Southern”, El ni-
vel de deteccion de cada fragmento analizado fue
evaluado por hibridacion con ADN puro del para-
sito.

Los fragmentos clonados, podran ser en un fu-
turo cercano ensayados para determinar su uso en
el diagnoéstico tanto en muestras de sangre, como
en mosquitos infectados, ademais de convertirse en
un material muy Util para llevar a cabo estudios so-
bre la biologia molecular del parasito.

Materiales y Métodos

Cultivo in vitro del Plasmodium falciparum

La cepa colombiana FCB-1 de Plasmodium fal-
ciparum (38, 39) se cultivo segin el método esta-
blecido por Trager y Jensen (40, 41) en medio
RPMI 1640 (Gibco} suplementado con 10% de suero
humano tipe O (+), tampdn hepes 256 mM pH 7, 4,
NaHCO, 32 mM, hipoxantina 0,2 mM, glutatién re-
ducido 1 ug/ml y gentamicina 50 ug/ml. Una sus-
pension de eritrocitos humanos O (+) fue agregada
a una concentracion final de 5% (V/V); los leucoci-
tos fueron eliminados mediante lavados sucesivos
con ficoll-paque (Pharmacia}. El crecimiento fue
iniciado por inoculacién de eritrocitos parasitados
con una parasitemia final del 1% y el cultivo se man-
tuvo a 37°C en camaras de incubacién herméticas
bajo una atmésfera de CO, 5%, O, 5%, N, 90%. La
parasitemia se evalud por conteo de los parasitos en
10.000 eritrocitos en extendidos coloreados con
Giemsa y se expres® como porcentaje. El medio de
cultivo fue cambiado diariamente hasta que se ob-
tuvieron altas parasitemias (10%); el recuento de
leucocitos mostrd menos de 1 leucocito por 150.000
eritrocitos parasitados.

Preparacion de parasitos libres

Las células fueron lavadas tres veces con SSC
(NaCl 0,15 M, citrato de sodio 0,015 M), suspendi-
das en 20 volimenes de una solucion estéril de SSC
contenido 0,1% de saponina e incubadas durante 20
min.a 4°C. Los pardsitos libres y las células no lisa-
des fueron recuperadas por centrifugacion y trata.
das una vez mas con saponina. El precipitado final
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obtenido que contiene los parasitos libres fue lava-
do tres veces con SSC y guardado a —70°C.

Extraccion del ADN de Plasmodium falciparum

Los parasitos libres fueron lisados en un tam-
péon 10 mM Tris-HC! pH 8,0 conteniendo EDTA
0,1 My SDS 1% (P/V) a 65°C durante 5 min. El li-
sado fue digerido por una hora a 37°C con RNasa
A en una concentracién final de 50 ug/ml y poste-
riormente con Proteinasa K (Merck Co.) en una con-
centracion final de 100 ug/ml durante una hora a
50°C. El ADN fue extraido dos veces con un vol.
de fenol, una vez con una mezcla fenol-cloroformo
v finalmente una vez con un vol. de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1, v/v). El ADN fue precipi-
tado con dos vol. de etanol absoluto a —20°C. du-
rante una noche. Posteriormente el ADN fue recu-
perado por centrifugacion a 10.000 xg durante 30
min. a 4°C y el precipitado obtenido se dejé secar
y se disolvio en TE (10 mM Tris-HCl pH 7,4; EDTA
1mM). La cantidad final obtenida de ADN fue eva-
luada por lectura a 260 nm en un espectrofotéme-
tro Shimadzu U.V. 260.

Extraccion del ADN humano

Para la exiraccién del ADN humano se siguio
el método anteriormente descrito (42). Los leuco-
citos fueron inicialmente lisados a 4°C en un tam-
pon 10mM Tris-HCl pH 7,6 conteniendo sucrosa
0,35 M, MgCl, 5 mM y Tritén X-100 1%. Los ni-
cleos fueron recuperados por centrifugaciona 1.000
xg durante 10 min. y disueltos en un tampon gue
contiene NaCl 0,075 M, EDTA 0,024 M, SDS 5%
adicionado con Proteinasa K (conc. final 2mg/mi).
Los nucleos fueron lisados a 37°C durante 12 ho-
ras y posteriormente el ADN fue extraido una vez

con feno! y dos veces con cloroformo-alcohol isoa~

milico. La fase acuosa fue recuperada y precipitada
con dos vol. de etanol. El ADN se recuperd por cen-
trifugacion y la cantidad obtenida fue evaluada de
la misma forma que el ADN del parasito.

Extraccion y purificacion del plasmido pUC 18

~ El plasmido pUC18 es un vector de clonacion
de 2686 ph que se caracteriza principalmente. por
poseer un gen que le confiere resistencia al antibié-
tico ampicilina, ademas de los genes de la region re-
guladora (promotor y operador) y el gen lac z del
operon LAC, genes necesarios para la sintesis de la
enzima beta-galactosidasa (43). La region regulado-
ra y el gen lac z, estan separados por el sitio de clo-
naje multiple del bacteriéfago M13mp18, el cual
presenta una secuencia de 51 pb que le confiere tre-
ce sitios de corte (nicos para trece diferentes enzi-
mas de restriccion (44, 45)..

El plasmido pUC18 fue extraido de la bacteria
Escherichia coli JM83 (46), usando el métodc de
lisis alcalina (47, 48). La bacteria fue cultivada en
el medio TB suplementado con ampicilina (25

ug/ml) (49), a 37°C con una agitacién de 220 rpm;
una vez la densidad 6ptica del cultivo a 600 nm lle-
g6 a 0,8 el plasmido fue amplificado con cloranfe-
nicol (conc. final 200 ug/ml) durante 14 horas. Las
bacterias fueron centrifugadas a 500 xg durante 20
min.a 4°C y el precipitado resultante se disolvié en
un tampon de lisis (25mM Tris-HCl pH 8,0; EDTA
10mM, glucosa 50 mM) suplementado con lisozima
{conc. final 2 mg/ml). Las bacterias fueron incuba-
das a 4°C durante 30 min con agitaciéh suave y pos-
teriormente se adiciond una solucién compuesta de
NaOH ‘0,2N. SDS 1% y se agitd enérgicamente du-
rante 5 min. El1 ADN bacteriano fue eliminado en
gran parte por adicion de tampén acetato de pota-
sio 3M pH 4,8 frio y por incubacién a 4°C durante
60 min. El lisado se centrifugd a 1.000 x g durante
30 min. a 4°C y el sobrenadante’ que contiene el
ADN plasmidico fue recuperado y precipitado con
0,6 vol. de isopropanol a temp. ambiente durante
15 min; el ADN extraido fue centrifugado a 5.500
xg durante 30 min a 4°C y disuelto en TE. Final-
mente, el ADN plasmidico fue purificado mediante
un gradiente de cloruro de cesio (densidad inicial:
1,5846 g/cm?®) a 20°C en un rotor 65 Ti Beckman
a 45000 rpm durante 14 horas (50).

Clonacion

El ADN plasmidico v el ADN del parisito
fueron digeridos con la enzima de restriccion Eco
RI (Pharmacia) a 37°C. Una vez linearizado el plis-
mido, 5 ug fueron defosforilados con 0,05 unida-
des de la enzima fosfatasa alcalina a 37°C durante
una hora, en presencia del tampon recomendado
{0,5 M Tris-HCl pH 8,0; MgCL, 10 mM, ZnCl, 1
mM espermidina 10mM)(51-52).Lasenzimas fueron
eliminadas mediante extracciones con fencl-cloro-
formo y cloroformo. Los fragmentos de ADN del pa-
rasito obtenidos por digestion con la enzima Eco
Rl fueron ligados al plasmido mediante la accion de
la enzima ADN ligasa del-fago T4; la reaccion de li-
gacion se llevo a cabo a una concentracion de 50
ug/ml de ADN a ligar en un tampdn (0,5 M Tris-
HCl pH 7,4; MgCl, 0.1 M, ditiotreitol 0,1 M, esper-
midina 10 mM, ATP 10 mM, BSA 1 mg/ml) duran-
te 16 horas a 12°C; 0,1 unidades de la enzima ADN
ligasa fueron usadas para ligar 1 ug de ADN.

El ADN recombinado obtenido por ligacion se
purificd por extraccidén fendlica y se utilizd para
transformar celulas competentes Escherichia coli,
cepa JM83, las cuales habian sido preparadas si-
guiendo el procedimiento descrito por Hanahan
{53). 10 ng de ADN recombinante fueron usados
para llevar a cabo cada ensayo de transformacion.

Seleccion de las células transformadas

La expresion del operon LAC en un medio de
cultivo se mide mediante el uso de indicadores. El
indicador mds scnsitivo para medir la sintesis de la
beta-galactosidasa en un medio solido es el sustrato
cromogénico X-gal (5-bromo-4-cloro-indolil-beta-D-
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galactosido). Este compuesto incoloro forma un
color azul insoluble cuando es hidrolizado, de tal
forma que en un medio con agar que contenga X-gal,
las bacterias que expresan beta-galactosidasa for-
man colonias azules, mientras que bacterias que
contengan el gen lac z sin sentido o una fase de lec-
tura del gen desplazado producen colonias incolo-
ras (44). De esta forma es posible distinguir entre
células transformadas con plasmido recombinante
(colonias incoloras) y células transformadas con
plasmido no recombinante (colonias azules).

Volamenes de 0,1 ml de células transformadas
fueron sembradas en placas de agar LB adicionado
con ampicilina, IPTG como inductor y X-gal (44).
Las colonias blancas fueron seleccionadas y resem-
bradas en LB con ampicitina. Una vez crecidas, las
colonias seleccionadas fueron transferidas sobre un
filtro de nylon Hybond-N (Amersham), lisadas y su
ADN denaturado con una solucion NaCl 1,5 M,
NaOH 0,5 M, neutralizadas en una soluciéon 0,5 M
Tris-HCI pH 7,2 NaCl 1,5 M, lavadas con 2x858C y
finalmente el ADN liberado fue fijado al filtro para
posteriores hibridaciones “in situ” (54, 55).

Electroforesis y transferencia sobre filtro

Los plasmidos recombinados fueron extraidos
y purificados por el método de lisis alcalina como
se describido anteriormente. Cada plasmide recom-
binante fue digerido con la enzima Eco Rl y los
fragmentos generados por la digestion fueron sepa-
rados por electroforesis en geles de agarosa al 1%.
Los fragmentos separados fueron transferidos scbre
filtro de nylon Hybond-N segiin el método de Sou-
thern (56). E1 ADN fue desnaturalizado, neutraliza-
do, transferido y fijado sobre el filtro.

Tgualmente los plasmidos recombinantes sin
digerir fueron sembrados sobre filtro de nylon y tra-
tados para posteriores hibridaciones en “‘dot-blot”
(57, 58). '

Hibridacion

El ADN de las colonias bacterianas, como el
de los plasmidos recombinantes sin digerir ¥ digeri-
dos, fueron hibridados con ADN total del parasito
y con ADN humano marcados radiactivamente se-
gin el método descrito (59). El ADN usado como
sonda, fue marcado con 32 PAdATP (actv. especif.
3 000 Ci/mmol; Amersham) obteniendo ADN mar-
cado con una alta actividad especifica (3x10% cpm/
ug). Los filtros fueron prehibridados y posterior-
mente hibridados a 65°C durante 16 horas en una
solucion 6xSSC —5xDenhardt— 0,5% SDS. Los fil-
tros fuercon lavados 2 veces durante un min. con
6xSSC—0,1% SDS y tres veces durante 15 min. con
2x8SSC — 0,1% SDS, secados y puestos en contacto
con una pelicula fotografica (Hyperfilm-MP,
Amersham).

Resultados

Una biblioteca genomica de ADN total del pa-
rasito Plasmodium falciparum, cepa colombiana
FCB-1, fue construida. Los parasitos fueron culti-
vados “in vitro” y el ADN del parisito fue extrai-
do, purificado y usado para construir la biblioteca;
el ADN fue digerido con la enzima Eco Rl y clona-
do mediante el plismido pUC18 en la bacteria E.
coli, cepa JMB3.

Ensayos de transformacion

Las células competentes fueron transformadas
con diferentes ADNs recombinados y con ADNs no
recombinados, los cuales fueron usados como con-
trol. El conjunto de resultados obtenidos se mues-
tra en la siguiente Tabla,

TABLA 1
célulasfug de ADN porcentaje

ADN transformante B—gal(+)f—gal(—) | de §— gal (—)

plasmido pUC18 1,0x 108 -

vector cortado 2,0x 103 -

vector religado 1,0 x 108 -

vector defosforilado 1,4x10°% -

vector defosforilado religado | 4,4 x 10 0,2 x 103 4,3%

Recombinados

vector: inserto
2: 1 22x10° 1,.2x10% 35,3%
1: 1 1,7x10* 2,56 x 10? 59,56%
1% 2 1,8x10° 3,4x10¢ 65,4%
1: 4 1,4x10* 22x10* 61,1%
1: 8 1,2x10° 1,7x10° 58,6%

El titulo de las células -competentes con el
plasmido pUC18 fue de 1x10® células transforma-
das por micrograma de ADN. Los controles de
transformacion usando vector cortado, vector cor-
tado-religado, vector defosforilado y vector defos-
forilado-religado dieron los resultados esperados.

Se ensayaron cinco proporciones diferentes
entre vector e inserto de recombinados, con el fin
de evaluar cinco grupos independientes de ADN re-
combinante; los cinco recombinantes se usaron pa-
ra transformacién y se determind el namero de cé-
lulas beta-galactosidasa (—) y beta-galactosidasa (+).

El ADN recombinante que produjo mayor na-
mero de células recombinantes beta-galactosidasa
(—) fue e! recombinante en el cual se usb el doble
de cantidad de inserto que de vector (vector 1: in-,
serto 2). Usando dicho recombinante se obtuvieron
65,4% de bacterias recombinantes (Tabla 1). Con
10 ng de ADN recombinante usados para transfor-
macién, se obtuvieron 3,4x10? bacterias recombi-
nantes lo cual corresponde a 3,4x10° bacterias re-
combinantes pur microgramo de ADN recombinan-
te. Con base en los resultados obtenidos se decidié
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usar dicho recombinante el cual produjo el mas al-
Lo porcentaje de bacterias recombinantes (Tabla 1).

Seleccion por hibridacion de las bacterias
recombinantes

Con el fin de verificar si las bacterias beta-ga-
lactosidasa (—) poséen un plasmido recombinante,
fueron hibridadas con ADN total del parasito. Mil
colonias independientes fueron transferidas sohre
un filtro de nylon, tratadas como se describio ante-
riormente e hibridadas a 65°C con ADN del parasi-
to marcado radiactivamente. Todas las colonias die-
ron sefial positiva pero la intensidad de hibridacion
fue diferente; mientras que unas colonias mostra-
ron senales tenues de hibridacion, otras hibridaron
fuertemente (Fig. 1).

Ocho de las colonias que hibridaron fuerte-
mente fueron escogidas para realizar estudios pos:
teriores,

Figura 1. Auroradiografia donde se senalun algunas de las

colonias recombinantes seleccionadas para realizar estudios

pasteriores. Las colomias fucron escogmdas con base en su
tuerte hibridacion con ADN del parasitu marcado

radiactivamente.

Analisis de los plasmidos recombinantes

El plasmido no recombinado y los plasmidos
recombinantes de las ocho colonias escogidas fue-
ron extraidos por el método de lisis alealina v final-
mente purificados en gradiente de cloruro de cesio.
El gradiente de cloruro de cesio nos permitio sepa-
rar el ADN plasmidico del ADN bacteriano vy del
ARN (Fig. 2).

La banda correspondiente al ADN plasmidico
fue recuperada y posteriormente el plismido fue
digerido con la enzima de restriccion Eco Rl. La
pureza del plﬁsmi[lo no recombinado, su peso mo-
lecular v la eficiencia de la digestion fueron verifi-
cados mediante una electroforesis en un gel de aga-
rosa al 1% (Fig. 3).

Los resultados mostraron que el plasmido oh-
tenido por el método usado esta libre de contami-

nacion de ADN bacteriano y ARN demostrando su
alta pureza. Como se esperaba, los ensavosde diges-
Lion indicaron que el pesg molecular del plasmido
linearizado es de 2,7 kb demostrando la integridad
del plasmido. Una hora de digestion fue suficiente
para digerir un microgramo del plasmido puro con
10 unidades de la enzima Eco Rl, mientras que 5
horas de digestion bajo las condiciones usadas no
degradaron el ADN plasmidico (Fig. 3).

ADN bacteriane

ADN plasmidico

ARN

Figura 2. Gradiente de clovdro de cesio visualizado bajo luz

travioleta. Se observan las bandas correspondientes al

\DN plasmidico v al ADN bactertuno. EI ARN se localiza
en el fondo del gradiente

23,1 Kb =
G4 KD >
656 Kl -=
44nrD =
= psmido p 8
2,3nb ==
ZO0ME =

Figura 3. Electroforesis en un gel de agarosa al 17 del plas
mido pUCIE purilicade en gradiente de clorurn de cesiu., L1

pi.i\midu fue digerido con la endima Eco R

A ADN de lumbds digerido con Hind 1T usado como
marcador de peso molecular.

Iy, pUCIE sin digeris

‘ pUCIA digerido durante una hora.

d, pUCIS digerido durante dos horas.

€. pUCIS digerido durante tres horas.

f, pUCLS digerido durante cuatro horas.

g. pUCHE digendo durante cinco horas.

Los pesos moleculares son expresados en kilohases
—3
{107 hases).

De la misma forma, fueron analizados los ocho
plismidos recombinantes antes y después de la di-
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gestion (Fig. 4). Los plasmidos fueron digeridos no. Los resultados de hibridacion usando la técnica
con la enzima Eco Rl y los fragmentos generados de ‘‘doi-blot™ mostraron que los ocho plismidos
por la digestion fueron resueltos por electroforesis recombinantes hibridan con ADN total de! parasito
(Figura 4b). (Fig. 5a), pero no lo hacen con ADN humano (Fig.

5h), lo que indica gque los fragmentos clonados son
especificos del parasito. Las senales de hibridacion
del plaismido pUCIS v del ADN del fago lambda fue-
ron negativas con ambas sondas,
23,0 Kb

Qanr

&6 K0 i z 3 &

- =

2,7 b {puciBa)
.'_-'.'-;r

g
, =N
. ' - o
.

Sl . '
vl & 7 -} 9 t0 il
UE Kb
= I
Figura 5a. Hibridacion en punto “dot-blot™ de los acho plas-
Figura 4. Flectraforesis de los plasmidos recombinantes sin midak pecombinintes:con ADN tous! dil pavasie. [5 1R %)
cigesir #)::y digericas b) IR, 3] 23R, 4) 38R, 3) 6R. 6) SR, 7) 1748, B) T9RI) ADX
L }.1;131!]!d|J3 sin digerir donde sc abscrvan log diferentes del PArasiio usado Como conired, 11} Ll. Cls; 11 AION e
grados de enrollamiento. lambda, Los oche plismidos recombinantes v el ADN i
(FH plasmidos digeridos von .|.L enzima Eco K1 donde se parasito dicron seftal positiva de hibridacion
abservan el plasinido pLCIR v el mserie correspon
diente
a ;-LICUI:" "
b clon 8K | 2 3 4 5
¢lon 38R :
d on 1748 ! L
t clon 798 i . ks
| lon 1R 1 | = [ .
g. clon bR o =
n. clon 25K L N =3 |
clon 4R ! 8 7 8 9 10 ] *
i marcadar de peso molecular (lambda-Hindl11/OX 174
Hinc 11, Figura 5B, Hibridacion en punto “dot-blot de los acho plas-
Cada uno de los recombinantes E)!'E‘SE‘I‘ILO un midos recombinantes con .\I_).-\: |—Il]l"|hi|l“ I IR f]‘-'.-I-:. 3
inserto, los cuales mostraron diferentes tamanos os- 25R, 4) 38R, 5) 6R, 6) BR, 7) 1748, 8) 798.9) pUCIS 10)

P ‘ y ADN ) ano ado oo mtrol, N de lambida,
cilando entre 1,3 kb v 10 kb. Cuatro de ellos mos- ADN humano usado como contral, 11) ADN de lambda

- i s Ninguno de los plasmidos recombinantes hibrido con ADN
traron un tamanfo similar (Fig. 4b, earriles b, ¢, d, saflciaibe: = S !

i . g 4 : humano.
e), El Inserto mas grande (carril i) es de aproxima-
damente 10 kb mientras que el mas pequefio mide Caracterizacion de los fragmentos clonados
1.3 kb, observandose ademas insertos de 1.8 kb, hibridacion en **Southern™

(carril £), 2.5 kb (carril g) v 4.2 kb (carril h}.
Con el fin de verificar la especificidad de los

En conclusion cada uno de los ocho plasmidos fragmentos clonados, los plasmidos recombinantes
analizados poseé inserto el cual puede ser separado fueron digeridos con la enzima de restriceion Feo
del plasmido por digestion por enzima Eco Rl. Rl, transferidos sobre filtro de nylon e hibridados

siguiendo la téenica descrita por Southern.
Determinacion de la especificidad de los e : e
fragmentos clonados por hibridacion en La }*_flulem'ia de cada l!’-‘dﬂ.‘i?t‘l‘f‘l‘:l_‘l;_] se wnfllu?
punto *Dot-blot™ por tincion del gel con hromt_:ru fle endlr_a antes y

después de la transferencia (Fig. 6). Los resultados
mostraron la diferente intensidad de las bandas de
ADN, demostrando que la mayoria de ADN presen-
te en el gel fue transferida sobre el filtro,

Una vez comprobado por electroforesis en ge-
les de agarosa que cada uno de los plasmidos proce-
dentes de los clones seleccionados posee inserto, se

determind su especificidad por la técnica de “*dot- Los fragmentos clonados transferidos sobre fil-
hlot™ hibridando cada plasmido recombinante con tro de nylon fueron hibridados con ADN del para-
ADN del parasito y con ADN humano. sito ¥ con ADN humano marcados radiactivamen-
te, Los resultados de hibridacion indicaron que nin-

Cien ng de cada plasmido recombinante fue- guno de los insertos hibridé con ADN humano,

ron desnaturalizados, neutralizados e hibridados mientras que los ocho insertos hibridaron con ADN

con ADN total de P. faleiparum y con ADN huma- del parasito (Fig. 7), siendo la intensidad de la hi-
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bridacion variable, ya que unos fragmentos mostra-
ron fuerte hibridacion (Fig. 7, carriles ¢’, g°, h’, i")
mientras que otros hibridaron levemente (Fig. 7,
carrilesa’, b’, d’, ).

Figura 6. Geles de agarosa fatografiados bajo luz ultraviole
ta antes v despues de ser transferidos sobre filtro de nylon
La disminucion eén la intensidad de Tas bandas muestma la

eficiencia de la transferencia

- Kb
- 3.2 Kb
- 28 Kb
- 8 Kb
- |4 KD

Figura 7. Electroforesis e hibridacion de los fragmentos clo-

nados con ADN total del parasito. a) IR, b) 6R, ¢) 4R, d)

25R, e) ADN de lambda, ) 8K, g) 3BR, h) 174B, i) 798, j)

pUCI8, Los ocho insertos presentaron hibridacion como se

aprecia en los carrilesa’ — d' v ' — i'. Los mismos filtros

fueran hibridados con ADN humano; ninguno de los frag-
mentos hibrido con ADN humano,

Cuatro de los fragmentos clonados mostraron
siempre tamahos similares en las electroforesis

(Figs. 4 y T), siendo imposible diferenciarlos por
analisis en geles de agarosa. Con el fin de saber si
los cuatro fragmentos clonados de tamafio similar
son diferentes, uno de ellos fue marcado y usado
como sonda, con el fin de hibridarlo con los euatro
fragmentos de tamano similar ¥ también con los
otros cuatro fragmentos clonados. Los resultados
mostraron que de los ocho fragmentos. tres hibri-
daron con la sonda mientras que los otros cinco no
lo hicieron (Fig. 8). La sonda radioactiva hibridé
¢on el mismo fragmento usado como control (Fig.
8, carril b') ademas de hibridar con otros dos frag-
mentos (Fig. 8, carriles ¢, d") indicando que tres de
los fragmentos son iguales (Fig. B, carriles bh', ¢”, d")
mientras que los cinco restantes (Fig. 8, carriles a°,
e, I, g°. h', 1') no poséen secuencias homélogas a

las presentes en el fragmento usado como sonda

Figura 8. Electroforesis e hibridacion de los fragmentos clo-
nados con ¢l plasmido recombinante 38R, el cual fue usado
como sonda. a) BR. b) 38R, ¢) 174B,d) 79B,¢) 4R, {)] 1R,
g) 4R, h) 6R, 1) 25R, j) pUCI 8. Tres de los insertos hibrida-
ron con la sonda como se aprecia en los carriles b, ¢' v d'.

Ninguno de los otros insertos mostro hibridacion.

Evaluacion del nivel de deteccion

Para evaluar el nivel de deteccion de los frag-
mentos clonados, se uso la técnica de hibridacion
en “‘dot-blot’’, Diferentes cantidades de ADN puro
del parasito fueron colocados sobre filtro de nylon
e hibridados con pldsmidos recombinantes marca-
dos radioactivamente, con una actividad especifica
de 3x10° cpm/ug.
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Los niveles de deteccion obtenidos fueron di-
ferentes segin la sonda utilizada (Fig, 9), siendo el
méximo nivel obtenido de 0,1 ng (Fig. 9, 1C) y el
minimo de 10 ng (Fig. 9, 7TA) después de 24 horas
de exposicion, notandose diferentes intensidades
en las sefiales de hibridacién. Cinco de los siete frag-
mentos evaluados detectaron hasta 0,1 ng (Fig. 9,
1C-5C) mostrando uno de ellos una sefial mas fuer-
te que los otros cuatro fragmentos (Fig. 9, 1C),
mientras que un fragmento detecté 1 ng v el restan-
te solamente 10 ng, todos bajo las mismas condi-
ciones experimentales. En conclusion, el maximo
nivel de deteccion obtenido conlos fragmentos eva-
luados fue de 0,1 ng, lo que corresponderia a de-
tectar 1 000 parasitos en una muestra.

Figura 9. Hibridacién en
“dot-blot” de siete frag
mentos clonados (1-7) con
diferentes cantidades de
ADN del parasito (A: 10

® bt ng—-B: Ing - Ct ), Ing
D: 0, 01 ngl.

. ¥l maximo nivel de detec-
cion ohrenido fue de 0,1
ng (1C, 2C, 3C, 4G y 5C)

» con diferencias en la inten-
sidad de la sefial de hibri
dacion.
Discusion

En los ultimos afios el desarrollo de la tecno-
logia del ADN recombinante ha tomado diversas
vias, siendo una de ellas el uso de sondas de ADN
altamente especificas en el diagnostico de diversas
infecciones producidas por virus, bacterias y parasi-
tos. Esto se ha logrado construyendo bibliotecas
genomicas del agente infectante y seleccionando
los clones recombinantes que muestran la mas fuer-
te senal de hibridacion, localizando de ésta forma
secuencias repetitivas presentes en el genoma en
cuestion. Cuando son usadas dichas secuencias re-
petitivas como sondas, proporcionan una alta sensi-
bilidad debido a que son copias multiples, presentes
varias veces a lo largo del genoma total.

Recientemente se han clonado e identificado
varios fragmentos de ADN de P. falciparum que
contienen secuencias repetitivas, las cuales al ser
usadas como sondas son capaces de detectar parasi-
tos en muestras de sangre infectada (34-37). Algu-
nos de ellos han sido secuenciados y descritos en
detalle, mostrando grupos de secuencias imperfec-
tas de 21 pb repetidas varias veces. Dos de ellos, a

pesar de su diferente origen (uno proviene de un ais-
lado de Tanzania y el otro de un aislado de Gambia)
tienen los mismos grupos de secuencias repetitivas
(34, 60). Los otros fragmentos no han sido caracte-
rizados en detalle, aunque analisis preliminares su-
gieren que poseen también repeticiones internas.

Con el fin de disponer de fragmentos clonados
de ADN del pardsito P. faleiparum para ser usados
como sondas, se construyo una biblioteca genomi-
ca de un aislado colombiano, cepa FCB—1. La bi-
blioteca fue construida en el plasmido pUCIS, el
cual fue escogido debido a las ventajas que ofrece
clonar una secuencia determinada en dicho plasmi-
do (44-46), Las bacterias recombinantes fueron se-
leccionadas por ausencia de la actividad beta-galac-
tosidasa v posteriormente por hibridacion con
ADN total del parasito.

Varias proporciones de recombinados entre
vector e nserto fueron ensayadas, obteniendo
3400 colonias independientes con 10 ng de uno de
los recombinados probados (vector 1: inserto 2).
Dicha proporcion fue escogida para construir la bi-
blioteca genomica del pardsito (Tabla 1). Otros tres
recombinados en los cuales siempre se uso mds can-
tidad de inserto que de vector, dieron un alto por-
centaje de bacterias recombinantes. El titulo de
las bacterias competentes usadas fue alto (1 x10°
células/ug ADN) v los controles dieron los resulta-
dos esperados (Tabla 1).

Para construir los recombinados, el vecior fue
defosforilado con el fin de evitar su recirculariza-
cién, aumentando de ésta forma el nimero de bac-
terias recombinantes obtenidas, Varios ensayos de
recombinacidon v transformacion sin defosforilar el
vector fueron realizados (resultados no mostrados)
obteniendo un numero bajo de células recombinan-
tes, lo que nos indicd la importancia de defosforilar
el vector con el fin de aumentar la eficiencia de la
recombinacion y por consiguiente el nimero de
bacterias recombinantes.

Usando 10 ng del ADN recombinado, 3400
eolonias independientes recombinantes fueron ob-
tenidas. Un analisis del recombinante total nos mos-
troé que el tamafio promedio de los fragmentos clo-
nados es de 3 kb, lo que concuerda con el tamafio
promedio de los ocho fragmentos caracterizados en
el presente trabajo.

Teniendo estos dos datos comprobados y asu-
miendo el tamano del genoma total del pardsito en
1 x 107 pb como ha sido descrito por varios grupos
(61, 62), para alcanzar una probabilidad del 997 de
tener una secuencia de ADN representada en nues-
tra biblioteca, es necesario obtener 15.300 bacte-
rias recombinantes independientes, lo que se logra
haciendo menos de cinco transformaciones indepen-
dientes, cada una con 10 ng de recombinado (63).
Este analisis nos indica gue la biblioteca construida
es altamente representativa y que tedricamente to-
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das las secuencias presentes en el genoma del para-
sito estan representadas.

Tanto el plismido sin recombinar como los
plismidos recombinantes fueron extraidos por el
método de lisis alcalina (47, 48), método que nos
permitio obtener el ADN plasmidico con un alto
grado de pureza, la cual fue verificada por electro-
foresis, La pureza del plasmido fue evidente, ya que
nunca se observé ni ADN bacteriano ni ARN (Figs.
3 y 4). Ademis, el gradiente de cloruro de cesio rea-
lizado bajo las condiciones descritas, separé eficien-
temente las bandas correspondientes al ADN bacte-
riano y al ADN plasmidico lo que facilitd enorme-
mente la extraccion de la banda correspondiente al
plasmido (Fig. 2).

Ocho de las colonias recombinantes que hibri-
daron mas fuertemente, fueron analizadas y el ana-
lisis de los insertos presentes en cada una mostrd
que sus tamafios oscilan entre 10 kb ¥ 1,3 kb. La
especificidad de los insertos fue determinada por
hibridacion en “dot-blot” y en *‘Southern”, demos-
trando que los fragmentos clonados son especificos
del parasito ya que hibridaron con ADN del parasi-
to pero no con ADN humano.

La hibridacién en “Southern” mostr6é ademas
que tres de los ocho fragmentos analizados son el
mismo (38R: 174B: 79B), mientras que uno de
ellos (8R), el cual mostrd siempre un tamaiio simi-
lar a estos tres fragmentos, resulto ser diferente
(Fig. 8). El fragmento altamente representado fue
hibridado con 200 colonias independientes que pre-
viamente habian dado fuerte hibridacion con ADN
total del parisito. De las 200 colonias, 36 dieron
sefial positiva (resultados no mostrados), lo cual in-
dica que secuencias presentes en dicho fragmento
se encontrarian también en varios de los fragmen-
tos clonados, o que éste fragmento estaria clonado
varias veces y corresponderia a una secuencia alta-
mente repetitiva en el genoma del parasito. Sin em-
bargo, ninguno de los otros cinco fragmentos estu-
diados hibridd con dicha sonda, demostrando que
ninguno de ellos posee secuencias homadlogas a las
presentes en el fragmento 38R (Fig. 8).

Siete fragmentos clonados fueron evaluados
por hibridacién en “dot-blot”, con el fin de deter-
minar el nivel de deteccidon de ADN del parisito de
cada uno. Cinco de ellos detectaron 0,1 ng, el cual
fue el maximo nivel de deteccién obtenido, lo que
corresponde a detectar 1000 parasitos en una mues-
tra infectada. Este nivel de deteccidn corresponde a
una parasitemia de 0,002% en 10 ul de sangre, o
una parasitemia de 0,0004% en 50 ul de sangre, ni-
vel que estaria por debajo de los métodos mas sen-
sibles (64), pero por encima de los métodos usados
en controles de vigilancia epidemiolégica (33).

Varios grupos de investigadores han ensayado
el método de diagnostico enunciado, tratando las
muestras de sangre de una forma sencilla (65). Es

necesario adoptar un método eficiente que puede
ser similar a los ya descritos, para tratar las mues-
iras de sangre infectadas y evaluar los fragmentos
que hemos clonado, con el fin de adaptar éste tipo
de diagnostico en Colombia. De una forma similar,
estos fragmentos también podrian ser usados para
detectar poblaciones de mosquitos infectados. La
adaptacion de éste método de diagnéstico nos per-
mitiria llevar a cabo estudios epidemiolégicos en
zonas rurales, donde se tomarian las muestras de
sangre que serian procesadas en un laboratorio equi-
pado adecuadamente, permitiendo de ésta forma
realizar controles de vigilancia en poblaciones nu-
merosas localizadas en zonas de alto riesgo. Se ha
calculado que un buen microscopista puede leer 60
muestras por dia, mientras que un técnico puede
procesar 1 000 muestras en un dia (35), lo que con-
firma la importancia de este tipo de diagnéstico.

Los fragmentos gendmicos clonados se podrian
usar para tratar de diferenciar por hibridacién, en-
tre cepas del parasito resistentes y sensitivas a dife-
rentes drogas; al igual que determinar cuales son es-
pecificas de P. falciparum, es decir cuales estin pre-
sentes en P. falciparum pero no en P. vivax, dispo-
niendo de esta forma de fragmentos que contengan
secuencias especificas de especie y poder diferen-
ciar entre infecciones por P. vivax e infecciones por
P. falciparum, las dos especies de Plasmodium mas
comunes en Colombia. Esto seria mas viable si se
dispone ademas de una biblioteca genomica de P.
vivax.

Algo que facilitaria bastante el uso de éste
método de diagnodstico, seria el remplazo del uso
del material radicactivo, el cual es dificil de adquirir
e incomodo de manipular. Usando biotina en vez
de 32P para marcar el ADN {66), hemos llegado a
detectar 1 ng de ADN puro del parasito, nivel mas
bajo que el obtenido con 32P, pero que se podria
mejorar haciendo algunas variaciones a las técnicas
de hibridacion utilizadas hasta ahora.

Igualmente seria interesante hacer mezclas de
sondas altamente sensitivas, con el fin de amplificar
la sefial de hibridacidén y por consiguiente aumentar
el nivel de deteccion.

La biblioteca gendmica construida, ademas de
convertirse primordialmente en una herramienta in-
dispensable para desarrollar un método de diagnos-
tico de la malaria en Colombia por hibridacién mo-
lecular, es un material disponible muy importante
para llevar a cabo estudios sobre la biologia mo-
lecular del parasito.

Abreviaturas utilizadas

ADN: acido desoxirribonucleico
ARN: acido ribonucleico

cpm: cuentas por minuto

Ci: curios
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