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RESUMEN

Las infecciones de transmision sexual estan entre las afecciones mas comunes
para la salud de las personas en todo el mundo. Cada afio se presentan millones
de casos de infecciones de transmision sexual (ITS) como sifilis, infecciones
clamidiales, gonococicas, tricomoniasis, infecciones por el virus del papilloma
humano. El diagnostico y tratamiento oportuno para combatir estas ITS debe ser
parte de una estrategia de prevencion, no solo para evitarlas, sino para restringir la
cadena de contagio y disminuir las consecuencias graves para la salud sexual y la
reproduccién. El estandar de oro para el diagndstico de los principales agentes
causales de estas infecciones es por métodos de cultivo in vitro; sin embargo, no
todos los laboratorios de diagnostico tienen la capacidad de acceder a los
requisitos establecidos para poder cultivar estos microorganismos. EI objetivo de
este trabajo fue la construccion de controles positivos para el diagnostico
molecular de microorganismos causantes de infecciones de transmision sexual a
través de vectores de clonacion como herramientas para superar la dificultad,
elevado costo y problematica de crecimiento de agentes infecciosos intracelulares,
ademas del tiempo de cultivo que rodea a los métodos de identificacion

convencionales.



INTRODUCCION

Las ITS representan un importante indice de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial, por lo que se han considerado como una de las mayores cargas
econdémicas y problemas de salud de manera global (Holmes, K. et al., 2017).
Todos los afios se producen millones de casos de ITS como sifilis, infecciones
clamidiales, gonococicas, tricomoniasis, infecciones por el virus del papilloma
humano. Estas infecciones de transmisibn sexual causan complicaciones
urogenitales como cervicitis, uretritis, vaginitis y ulceracién genital e incluso

infectar el recto y el tracto faringeo (Rowley, 2019),

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que, en 2016, se presentaron
376 millones de nuevas infecciones de transmision sexual, de las cuales:
87 millones fueron casos de gonorrea, 127 millones de clamidiasis, 6.3 millones de
sifilis y 156 millones de tricomoniasis; ademas, se estima que hay 300 millones de
mujeres infectadas por VPH, la principal causa de cancer -cervicouterino
(Organizacién Mundial de la Salud, 2019).

La identificacion temprana del agente etiologico permite instaurar el tratamiento
adecuado en la primera consulta, lo que lleva a tratar a mas pacientes, tanto
sintomaticos como asintomaticos, de forma mas efectiva y, asi, interrumpir sin
demoras la cadena epidemiologica de transmisiéon (Organizacion Mundial de la
Salud, 2019).

Mas de 35 bacterias, virus y parasitos patdogenos han sido identificados como
transmisibles sexualmente (Holmes, K. et al., 2017). La OMS ha catalogado a los
principales agentes causales de ITS a: Candida albicans, Gardenerella vaginalis,
Clamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae y Trichomonas. El objetivo del
presente trabajo fue la construccion de controles positivos para el diagnostico
molecular de microorganismos causantes de infecciones de transmision sexual:

Gardnerella vaginalis, Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis.



Gardnerella vaginalis

Gardnerella vaginalis fue identificada por primera vez en 1953 (Gardner, H., et al.,
1955). Inicialmente como Haemophilus vaginalis; posteriormente, luego de
encontrar variaciones bioquimicas con dicho género se propuso nombrarla como
Corynebacterium vaginalis, y fue hasta 1980 cuando se propuso colocarla en el

género Gardnerella y la especie vaginalis (Catlin, 1992)

Gardnerella vaginalis es un bacilo inmévil corto (0.5um — 1.5um), anaerobio, no
capsulado. En medio de cultivo agar chocolate crece en colonias pequefias
circulares de color gris. Aunque esta catalogada como una bacteria Gram positiva,
ésta posee una pared celular muy delgada debido a las bajas concentraciones de
peptidoglicano lo cual puede llegar a generar confusion con bacterias Gram
negativas bajo el microscopio, por lo que se le reconoce como Gram Negativa
variable (Harper and Davis, 1982). Para la identificacion de Gardnerella vaginalis

se emplean diversas pruebas bioquimicas (Tabla 1).

Tabla 1. Pruebas bioquimicas de Gardnerella vaginalis. (Okwoli, R., et. al, 2002).

Fermentacién de carbohidratos + Prueba de catalasa -

Prueba de oxidasa - Manitol -

Gardnerella vaginalis crece predominantemente en tres tipos de medio de cultivo:

e Base agar sangre suplementado con almidon, peptona, y dextrosa para el
cultivo primario.

e Base agar chocolate con infusion de cerebro-corazon y 5% de sangre.

e Cultivos liquidos: Caldo Infusion cerebro-sangre + 5% de suero humano; y
caldo peptona + carne cocinada.



G. vaginalis esta altamente relacionada con la vaginosis bacteriana debido a que
produce una citolisina dependiente de colesterol llamada vaginolisina. Estas
proteinas son un grupo de toxinas formadoras de poro cuyo blanco son las
membranas de las células eucariotas, y son requeridas para la virulencia del

microorganismo (Randis et al., 2013).

Se ha detectado la presencia de G. vaginalis en pacientes cuyo diagndstico es
negativo para vaginosis bacteriana y en pacientes cuyo diagnostico es positivo
pero son asintoméaticas (Catlin, 1992), por lo que es necesario realizar pruebas de
diagndstico rapido para cortar la cadena epidemioldgica de dicha infeccion.

Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae es un diplococo Gram negativo no capsulado cuyo tamafio
oscila entre los 0.6 — 0.8 ym de diametro. Su superficie carente de capsula esta
cubierta por fimbrias que favorecen su virulencia. Debido a que es un patdgeno
humano estricto, puede crecer y multiplicarse en mucosas incluyendo cérvix,
Gtero, trompas de Falopio y uretra, ademas de ser el agente etiologico del
padecimiento mejor conocido como gonorrea. Alguno de estos padecimientos
puede provocar en mujeres secuelas severas de enfermedades pélvicas
inflamatorias, dolor crénico, embarazos ectopicos e infertilidad, mientras que los
hombres pueden desarrollar epididimitis, prostatitis y estrechamiento uretral

(Bollea-Garlatti, Vaglio-Giors, Guzzi-Maqueda, Volonteri, Galimberti, 2013).

Algunos individuos pueden presentar infecciones asintomaticas y transmitir los
gonococos sin saberlo. Las infecciones causadas por este microorganismo
pueden ser adquiridas por medio de secreciones cervicales; incluso, en adultos y
neonatos expuestos a estas secreciones pueden llegar a presentar conjuntivitis
(Ng and Martin, 2018)



El método de diagndstico cominmente empleado es la realizacién de una tincién
de Gram a partir de exudado uretral, cervical o vaginal en el cual se observan
diplococos Gram negativos con forma de rifion, frecuentemente encontrados
dentro de los neutrdfilos; sin embargo, todo diagndéstico debe ser confirmado por

medio de cultivo.
Neisseria gonorrhoeae crece predominantemente en 3 tipos de cutivo:

e Thayer-Martin e Martin Lewis e New York city

Los cuales tienen su base en el agar chocolate y se suplementan con algunos
antibioticos y otros reactivos como: vancomicina, colistina, trimetropina lactato,
nistatina, anfotericina B, arginina, hipoxantina, o uracilo. Los cultivos se realizan a
35 - 37°C en una atmaésfera enriquecida con 3 - 7% de CO:2 durante 18-24 horas
(Ng and Martin, 2018).

Tabla 2. Pruebas bioquimicas de Neisseria gonorrhoeae (Bollea-Garlatti et al., 2013)

., . +
Fermentacion de carbohidratos (solo
glucosa)
Prueba de oxidasa +
Prueba de catalasa +

Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado causante de la infeccién de
transmision sexual no viral mas extendida en el mundo conocida como
tricomoniasis (Edwards, Burke, Smalley, and Hobbs, 2014)(Bouchemal, Bories,
and Loiseau, 2017).



T. vaginalis fue descrito por primera vez por Donné en 1836 (Petrin et al., 1998),
es un protozoario que solo existe en un estado morfolégico (como trofozoito),
cuenta con 5 flagelos que le confieren motilidad y adhesion al epitelio vaginal
(Upcroft, 2001).

La OMS estima que hay 276.4 millones de nuevos casos de contagio por
Trichomonas cada afio en adultos cuya edad oscila entre 15 y 49 afios, llegando a
un registro de cerca de 3.7 millones de personas infectadas en 2012, en toda
América del Norte (Masek, Dize, Jang, Li, and Chernesky, 2017).

La sintomatologia de esta infeccién puede presentar flujo vaginal amarillo/verdoso
y causar comezoén vaginal y mal olor. Por otra parte, los hombres que han
contraido la infeccion pueden desarrollar uretritis, aunque estos casos son poco

frecuentes pues la mayoria de los casos son asintomaticos (Pol, 2016).

Los sintomas de una infeccion por T. vaginalis son similares a los causados por
otros microorganismos como N. gonorrhoeae y Mycoplasma genitalium por lo que
el diagndstico basado en sintomatologia seria, probablemente, incorrecto
(Edwards, Burke, Smalley, and Hobbs, 2014). Un sintoma caracteristico de
tricomoniasis es la inflamacion denominada “cérvix de fresa”, cuya particularidad
mas notoria es el patron moteado que genera, y éste solo se presenta en el 2% de
los casos (Fouts and Kraus, 1980). Es muy importante el diagnostico de
tricomoniasis para el subsecuente tratamiento ya que los antibiéticos cominmente
recomendados para uretritis como la azitromicina o la doxiciclina no son efectivos

contra esta infeccion (Abdolrasouli et al., 2007).

Los métodos convencionales para detectar T. vaginalis se basan en técnicas de
microscopia y, aunque esta técnica es rapida y no tan cara, es solo 36 - 75%
sensible comparado con el método de deteccion basado en cultivo (Bachmann et
al., 2011). Es poco probable que utilizando la observacion bajo microscopio se
identifique a T. vaginalis en muestras donde la carga del organismo esta por
debajo de 10* células/mL y, por esta razén, la muestra corre el riesgo de no

incluirse en los campos examinados en el portaobjetos (Garber, 2005). Ademas, la



sensibilidad de este método de deteccién decrece rapidamente si llega a haber
retrasos entre la adquisicion de la muestra y su procesamiento y examinacion con
una reduccion del 20% cada 10 minutos aproximadamente ya que T. vaginalis va

perdiendo motilidad con el tiempo (Kingston et al., 2003).

El uso de pruebas moleculares es mas recomendado para la deteccion de este
parasito en personas que presentan los sintomas de la infeccion, debido a su mas

alta sensibilidad y especificidad (Pol, 2016).

Dentro de las complicaciones relacionadas con mujeres embarazadas cuyo
diagnostico es positivo para tricomoniasis estan el nacimiento prematuro del
producto y un bajo peso al nacer. Ademas, también hay estudios que relacionan la
infeccidn por T. vaginalis con un incremento significativo en el riesgo a contraer el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el Virus del Papiloma Humano
(VPH). Esta relacion puede explicarse como una relacion biologica, donde la
infeccién por T. vaginalis induce una respuesta inflamatoria que recluta células
susceptibles a infeccion por estos virus debido a las microabrasiones de la vagina
causadas por la infeccibn que permiten el acceso a otros patdogenos (Codina,
Martin, and Ibarra, 1983).

Al igual que la infeccion por T. vaginalis, el VPH incrementa el riesgo de
transmision de VIH, probablemente por la disrupcién de la integridad de las
mucosas promoviendo la adquisicion, prevalencia y progresion de otras ITS
(Dreyer, 2018). ElI VPH, el VIH y las bacterias asociadas a ITS comparten una
relacion bidireccional incrementando la proliferacion de estos microorganismos en
el tracto genital, resultando en un incremento en el riesgo de trasmitirlo (Lowe, S.,
Mandiriri, A., et al., 2019).



Antecedentes

En marzo de 2004, Juan Navarrete Castro y colaboradores del Centro Médico
Nacional “La Raza”, del IMSS, clonaron una secuencia representativa de una
region altamente conservada no traducible 5 del virus de la hepatitis C para la
obtencion de un control positivo adecuado en la prueba cualitativa de RT-PCR. La
importancia de estas regiones recae en su poca variacion génica lo que las vuelve

de gran utilidad como control positivo en pruebas diagnésticas (Castro et al., 2004)

En 2009, Ana Maria colaboradores del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria,
en La Habana, Cuba, desarroll6 controles positivos para la deteccion y
cuantificacion por métodos moleculares del virus de influenza aviar. Estos
controles se realizaron a partir de la clonacién de dos productos de PCR, uno
correspondiente a una region del gen de la hemaglutinina del subtipo H5 y el otro

al gen de la matriz (M) para Influenza tipo A. (Acevedo et al., 2009)

En 2016, Camacho y colaboradores clonaron secuencias del virus de
chikungunya, virus del Zika, y 4 serotipos del virus del dengue para la obtencién
de controles positivos para la validacion de técnicas moleculares las cuales fueron
utiizadas para el diagnéstico e investigacion de estas infecciones virales.
Secuencias de interés de estos virus fueron clonadas en el sistema pGEM®-T
Easy. Los plasmidos recombinantes obtenidos con cada una de las secuencias
especificas se utilizaron como controles positivos en técnicas moleculares,
evitando el uso de cultivos celulares que pueden resultar costosos, laboriosos y

potencialmente peligrosos (Camacho et al., 2016).

En el 2004, Remy Charrel y colaboradores disefiaron dos tipos de vectores para
ser utilizados como controles positivos para la identificacion por métodos
moleculares de varios agentes bioldgicos relacionados con reportes sobre
bioterrorismo en el afio 2001 (Charrel, Scola, Raoult, 2004).



JUSTIFICACION

El fortalecimiento de los sistemas de diagndstico frente a probables brotes
epidemiologicos es una prioridad a nivel mundial, de ahi la importancia de la
deteccion por métodos moleculares, como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y sus variantes. Su elevada rapidez, sensibilidad y especificidad
permiten tomar las medidas de control pertinentes para evitar la diseminacion del

agente infeccioso, en el menor tiempo posible.

Es por esta razon que en el Centro de Deteccion Biomolecular (CDB) de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP) surge la necesidad de
desarrollar controles positivos para la identificacibn de agentes causales de
infecciones de transmision sexual como Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella
vaginalis y Trichomonas vaginalis ya que su identificacidon por los métodos
convencionales es tardada, laboriosa y, en algunas ocasiones, llega a requerir
métodos de cultivo cuyos costos se elevan excesivamente debido a que algunos
de estos microorganismos tienen requerimientos nutricionales exigentes como el
uso de cisteina, glucosa, piruvato o lactato como fuente de carbono, factores de

crecimiento como aminoacido, purinas y pirimidinas.

La obtencion de plasmidos recombinantes como controles positivos para la
identificaciébn de cada uno de estos microorganismos por métodos moleculares
permitird al Centro de Deteccion Biomolecular la entrega de resultados mas

rapidos.



HIPOTESIS

Es posible la obtencion de controles positivos para pruebas de diagndstico
molecular a través de plasmidos recombinantes que contengan fragmentos de
genes conservados de agentes infecciosos de dificil crecimiento en sistemas in

vitro en el Centro de Deteccidn Biomolecular.



OBJETIVO GENERAL

Desarrollar controles positivos para la deteccion molecular de microorganismos de
transmision sexual de dificil crecimiento in vitro mediante la clonacion de
fragmentos conservados en vectores de clonacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

m  Analizar las secuencias de los genes de interés para seleccionar el tamafio
del fragmento a amplificar de los agentes causales: Neisseria gonorrhoeae,
Gardnerella vaginalis y Trichomonas vaginalis.

®  Disefiar oligonucleétidos que amplifiquen las secuencias de interés.

= Amplificar la secuencia blanco de cada agente etioldgico.

® |nsertar en un vector de clonacién el fragmento amplificado utilizando

enzimas de restriccion y ligacion.



METODOLOGIA

Obtencion de Secuencias a clonar

» Desarrollo de andlisis in silico.

» Disefio de oligonucleétidos por medio del software
Snapgene.

« Amplificacion y restriccion de secuencias de interes.

Obtencién del plasmido de clonacién

* Preparacion de células E.coli TOP10 competentes y
Transformacion.

* Extraccion de ADN plasmidico.
* Visualizacion de ADN plasmidico.

* Restriccion de ADN plasmidico.
» Conservacion a -80°C.
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C1. Ligacién y Transformacion del Plasmido Recombinante

bactenas
ADN con el gen
de interés
EcoRI
Origen de
replicacién Bacteria

c>° transformada

Corte con @0

EcoR! gy & @

Plésmldo
recombinante

Bacteria no
transformad
Solo sobreviven las bacterias

transformadas Cultivo de las bacterias en un
@—Aj medio con antibidticos

Cultivo de las
bacterias
transformadas

T




Al.
Desarrollo de analisis in silico.

El primer paso de esta metodologia fue la identificacion de las secuencias de los
genes utilizadas en este trabajo, empleando el software de alineamiento de bases
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que permiti6 la busqueda de
secuencias a partir de oligonucleotidos para deteccion de microorganismos
causantes de infecciones de transmision sexual utilizados en el Centro de

Deteccion Biomolecular de la BUAP.

Se selecciono el plasmido pBluescript [ SK(+) de 2961 pb (pares de bases) como
vector de clonacion debido a que contiene dos marcadores de seleccion (Figura
1): un gen de resistencia a ampicilina y el gen LacZ, el cual nos permite diferenciar
entre colonias azules y blancas para la identificacion del plasmido recombinante

permitiendo la seleccion de bacterias modificadas en un tiempo mas corto.
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Figura 1.- Representacion esquematica del plasmido pBluescriptl SK(+).
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Mediante el software Snapgene se ubicaron los sitios de restriccion contenidos en
el Sitio de Clonacion Multiple (MCS) del plasmido pBluescript (Figura 5) para
determinar las enzimas de restriccion que presentaran la mejor compatibilidad con
el plasmido y las secuencias de interés.
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(660) Eco01091 Btgl (747)
(659) Bsp1201 Ol (749)
(657) Kpnl Cfrd21 (750)
(653) Acc651 BstXI (751)
(330) Pdil Ecl1361I (757)
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pBluescript multiple cloning site
Figura 2. Mapa lineal del plasmido pBluescript Il SK{(+). En azul y rojo se delimita el MCS donde
se identifican los sitios de reconocimiento a enzimas de restriccion que posee el plasmido.
. Gen Lac Z. Dos sitios de origen de replicacion. Gen de Resistencia a Ampicilina.

Tabla 3. Enzimas de restriccion utilizadas para generar cortes especificos para cada fragmento.

Microorganismo Corte 5 Corte 3
Gardnerella vaginalis Xbal EcoRlI
Neisseria gonorrhoeae Xbal BamHI
Trichomonas vaginalis Xhol BamHI
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A2.

Disefio de oligonucleétidos.

Los oligonucleotidos disefiados para este trabajo (Tabla 4) se basaron en los

oligonucledtidos utilizados en el CDB para la deteccibn de microorganismos

causantes de ITS, priorizando la presencia de regiones amplias en ambos

extremos de las secuencias (5 y 3)).

sintetizados por T4 Oligo de Ampli Bio.

Todos los oligonucleétidos fueron

Tabla 4. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de los fragmentos de interés.

] ] Longitud | Tm | Amplificado

Microorganismo | Nombre Oligonucleétido 5" — 3’

(pb) | (°C) (pb)
Gardnerella NvoGvFw TTGTGTTCTTGGTGTTTGGT 20 55
vaginalis NvoGvVvRv GCGCTACTTGGGAATAAACAT 21 55 643
Neisseria NVONgFw | CTCAAATCTTAATTCTTCTAGAAACAAACC 29 52
gonorrhoeae NvoNgRv GTACTTCAGTTGTGGATCCGACAAAC 26 54 934
Trcihomonas NvoTvFw CAACAGGTTCATACCACGG 19 53
vaginalis NvoTvRv GGATATCGCAGATAGCGGA 19 55 1162




A3.
Amplificacién de fragmentos a clonar.

Todas las PCR fueron realizadas en un termociclador MultiGene Optimax Gradient
de Labnet International con las condiciones mostradas en la tabla 5.

Tabla 5. Protocolo de amplificacién de fragmentos a clonar.

Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 minutos
Repetir Desr_latural_izacic’)n 95°C 1 m?nuto
%38 ciclos Allneamlgf\to 56°C 1 m!nuto
Elongacion 72°C 1 minuto
Elongacion Final 72°C 5 minutos

Las condiciones de PCR para la amplificacion de las secuencias a clonar se
estandarizaron utilizando la DreamTaq DNA Polymerase (5 U/uL) de
ThermoFisher. Una vez estandarizadas las condiciones de amplificacion, se
empleé la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) de
ThermokFisher, utilizando las concentraciones ideales (Tabla 6) en un volumen final
de 25 pL.

Tabla 6. Protocolo de amplificacién para las secuencias a clonar de los 3 microorganismos
seleccionados.

Concentracion Incial Concentracién Final 1Rx

HF Buffer 5X 1x 5uL
Oligonucle6tido Fw 10 uM 1uM 25 L
Oligonucle6tido Rv 10 uM 1uM 2.5 L

dNTPs 10 mM 200 uM 1L

ADN - 0.2-2ng 1L
Enzima 2 U/ pL 1U 0.5 pL
Agua - - 12.5 L
Volumen final 25 L

Las amplificaciones se visualizaron en un gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio y se fotografiaron en un fotodocumentador 212 Pro de

Carestream.



Digestion de los productos de amplificacién con enzimas de restriccion.

Las digestiones de las amplificaciones fueron realizadas con las enzimas elegidas
en el analisis in silico para cada secuencia (Tabla 3), utilizando el FastDigest

Value Pack de ThermoFisher y siguiendo el protocolo recomendado por el

proveedor:
Tabla 7. Protocolo de restriccion de las secuencias a clonar.

Concentracion Incial Concentracion final 1Rx

ADN - 0.2-2ng 5uL

Buffer de restriccion 10X 1X 2 ulL
Enzima de Restriccion 1 U/uL 0.2U 0.2 uL
Agua - - 12.8 pL
Volumen final 20 L

Las restricciones se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro

de etidio y se fotografiaron en un fotodocumentador 212 Pro de Carestream.




B1.

Preparacion de células E. coli TOP 10 competentes y Transformacion

Para almacenar los plasmidos recombinantes resultantes de la clonacién de
secuencias se utilizaron bacterias One shot TOP10 Chemically Competent E.coli
de ThermoFisher, las cuales permiten la propagacion de plasmidos al tener una

mayor eficiencia de transformacién que otras cepas.

Se utilizo el protocolo descrito por Hanahan en 1983 (Hanahan, 1983) como guia
para preparar nuevos cultivos de células E. coli TOP10 quimicamente
competentes utilizando una mezcla de CaCl. 80mM y MgClz 50mM para modificar

la membrana de las células en lugar de utilizar solo el CaClz (ver Anexos B1).
Transformacién de las células competentes.

El protocolo de transformacion de células competentes se realizé basado en lo
descrito por Hanahan en 1985 (Hanahan, 1985), el cual establece que al poner en
contacto a las bacterias competentes con el ADN exdgeno y provocar un cambio
de temperatura brusco se altera la permeabilidad de la membrana celular lo que
permite a la bacteria tomar el ADN del medio en el que se encuentran y luego

cerrar su membrana para no expulsar el ADN exdgeno.

En este protocolo se modificaron los tiempos de incubacion en hielo y choque
térmico a 30 minutos y 45 segundos, respectivamente, manteniendo las mismas

temperaturas que el protocolo original (ver Anexo B1).



B2.

Extraccion de ADN plasmidico.

Una vez transformadas las células competentes se seleccionaron las colonias
azules que no presentaron crecimiento satélite para cultivarlas en 5 mL de medio
LB con ampicilina [100 mg/mL] y se incubaron en agitacion a 37°C durante toda la
noche. Posteriormente se realizé la extraccion del plasmido mediante una lisis
alcalina basada en la descrita por por Birnboim en 1973 y Sambrook en 1989 (ver

anexo B2).

Visualizacion de ADN plasmidico.

Para comprobar la extraccion de plasmido, se realiz6 una electroforesis de las

muestras extraidas en un gel de agarosa al 0.8%.

B3.
Digestion con enzimas de restriccion del ADN plasmidico.

El plasmido se corté con la enzima de restriccion Eco32l, del FastDigest Value

Pack de ThermoFisher mediante el protocolo recomendado por el fabricante.

Las restricciones de ADN plasmidico se visualizaron en un gel de agarosa al 0.8%
tefiido con bromuro de etidio y se fotografiaron con un fotodocumentador 212 Pro

de Carestream.



C1.
Ligacion

Para determinar la concentracion 6ptima del inserto utilizamos la Ecuaciéon del

radio molar vector : inserto utilizando una relacion entre 1:3 y 1:5.

(ng vector)(Kb inserto)

X Relacion molar Vector: Inserto = ng del inserto
Kb vector

Para cuantificar los nanogramos de los productos digeridos fue necesario medir la
concentracion del plasmido y del fragmento de interés utilizando un nanofotometro
de la marca IMPLEN.

Para la ligaciéon se emple6 la enzima T4 DNA Ligase de ThermoFisher con el

protocolo sugerido por el fabricante, incubando a 8°C durante toda la noche.

Tabla 7. Protocolo de ligacion de las secuencias a clonar y el plasmido pBluescript. Todas las
reacciones varian en volumen de plasmido e inserto debido a que no todas las concentraciones

son iguales.
1Rx
Plasmido lineal 0.5-1ng
Inserto de interés Ajustado a radio molar 1:3 — 1:5
Buffer de reaccién 10X 2 uL
Enzima Ligasa 1U
Agua para volumen final de 20 uL

Transformacién de la construccidon plasmido - inserto.

El protocolo de transformacion de células competentes con la ligacion
inserto:vector se realiz6 de la misma manera que la transformacion de plasmido

vacio utilizando las mismas modificaciones explicadas anteriormente.



Extraccion de ADN plasmidico.

Luego de transformar las células competentes con la construccién del plasmido —
inserto, se seleccionaron las colonias que crecieron de color blanco y una de color
azul como control. Posteriormente, se realizaron las extracciones del plasmido por
lisis alcalina utilizando el método antes descrito y se visualizaron en un gel de

agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Los plasmidos recombinantes extraidos se trataron con dos enzimas de restriccion
diferentes (por separado) para poder revisar el perfil de restriccion de acuerdo con

el peso de los fragmentos esperados.



RESULTADOS

Andlisis de las secuencias de los genes de interés de los agentes causales:

Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis y Trichomonas vaginalis.

La identificacion de las secuencias utilizadas en este trabajo se realiz6 a partir de
analisis de alineamiento de bases con la herramienta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Max Total Query E Per.

Description
Score Score Cover value Ident

Gardnerella vaginalis 3' end of 16S ribosomal RNA, internal transcribed sp. 44.1  64.4 100% 7e-06 100.00%

Gardnerella vaginalis strain FDAARGOS_568 chromosome, complete gent 34.2 1842 100% 0.007 100.00%

Gardnerella vaginalis strain DSM 4944 genome assembly, chromosome: | 34.2 2009 100% 0.007 100.00%

Gardnerella vaginalis ATCC 14018 = JCM 11026 DNA, complete genome 34.2 1990 100% 0.007 100.00%

Gardnerella vaginalis genes for 16S rRNA, ITS, 23S rRNA, strain: ATCC 1+ 34.2 545 77% 0.007 100.00%

Gardnerella vaginalis HMIP9231, complete genome 34.2 1989 100% 0.007 100.00%

Gardnerella vaginalis ATCC 14019, complete genome 34.2 2009 100% 0.007 100.00%

Gardnerella vaginalis strain NCTC10287 genome assembly, chromosome: 34.2 2009 100% 0.007 100.00%
Figura 3. Resultados del alineamiento de la secuencia de Gardnerella vaginalis.

Max Total Query E Per.

Description
Score Score Cover value Ident

Neisseria gonorrhoeae SS3160 DNA, complete genome 36.2 1153 100% 0.006 100.00%

Neisseria gonorrhoeae strain AUSMDUQ0010541 chromosome, complete ¢ 36.2 1132 100% 0.006 100.00%

Neisseria gonorrhoeae strain TEG-B2 chromosome, complete genome 36.2 1132 100% 0.006 100.00%

Neisseria gonorrhoeae strain TEG-A2 chromosome, complete genome 36.2 1132 100% 0.006 100.00%

Neisseria gonorrhoeae strain NJ189125 chromosome, complete genome  36.2 1132 100% 0.006 100.00%

Neisseria gonorrhoeae FC498 DNA, complete genome 36.2 1153 100% 0.006 100.00%
Neisseria gonorrhoeae FC460 DNA, complete genome 36.2 1153 100% 0.006 100.00%
Neisseria gonorrhoeae FC428 DNA, complete genome 36.2 1153 100% 0.006 100.00%
Neisseria gonorrhoeae strain FQ01 chromosome, complete genome 36.2 1153 100% 0.006 100.00%
Neisseria gonorrhoeae strain FQ82 chromosome, complete genome 36.2 1153 100% 0.006 100.00%

Figura 4. Resultados del alineamiento de la secuencia de Neisseria gonorrhoeae.



Max Total Query E Per.

Description
Score Score Cover value Ident

Trichomonas vaginalis G3 beta-tubulin, putative (TVAG_456920) parti 46.1 46.1 100% 7e-06 100.00%

a
Trichomonas vaginalis G3 beta-tubulin, putative (TVAG_062880) parti 46.1 46.1 100% 7e-06 100.00%
a

Trichomonas vaginalis G3 beta-tubulin, putative (TVAG_073810) parti 46.1 46.1 100% 7e-06 100.00%

rt
rt
rt
rt

Trichomonas vaginalis G3 beta-tubulin, putative (TVAG_008680) parti 46.1 46.1 100% 7e-06 100.00%

a
a

Trichomonas vaginalis G3 beta-tubulin, putative (TVAG_200200) parti 46.1 46.1 100% 7e-06 100.00%

Trichomonas vaginalis G3 beta-tubulin, putative (TVAG_525430) parti 46.1 46.1 100% 7e-06 100.00%

Figura 5. Resultados del alineamiento de la secuencia de Trichomonas vaginalis.

Disefio de oligonucledtidos para las secuencias de interés.

Los oligonucleétidos de diagnéstico de ITS y de clonacion con sus respectivos
amplificados fueron delimitados para cada microorganismo del presente trabajo en
las figuras 6, 7 y 8. Los mapas de las secuencias fueron disefiados por medio del

software Snapgene.
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Figura 6. Mapa de la amplificacion™y restriccion del gen parcial 16S y 23S ribosomal de
Gardnerella vaginalis.

Oligos Fw: 55°C Oligo Rv: 55°C
I Amplificado sin cortar: 643 pb Amplicado de Diagnéstico: 330 pb
Amplificado cortado: 399 pb Sitios de corte: Xbal — TCTAGA / EcoRI — GAATTC

30



47) Nvohghw (281) Van91l
(0) Start (166) BgZl (266 Eal

(1) Bpl1o]

(680) MspAll
(639 Sspl
{69) Ndel
[564) BsaWl - Kpn21
(534) Bhul Nsil (197)
(513) AAIIE (790) Tsol | Aarl (521)

ooy (926 ., 951)
BseRI (%7)
EcoB1I (979)

Fnd (108)

0 500 750 1000
Fragmento Cortado

| . Secuenda Dagiisico

ibal

Baml

Figura 7. Mapa de la amplificacion y restriccion de la secuencia correspondiente al marco de
lectura abierto (ORF) 1 del cromosoma de Neisseria gonorrhoeae.

Oligos Fw: 52°C
I Amplificado sin cortar: 934 pb
Amplificado cortado: 903 pb

Oligo Rv: 54°C

Amplificado de Diagnéstico: 247 pb

Sitios de corte: Xbal — TCTAGA / BamHI — GGATCC
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Figura 8. Mapa de la amplificacion y restriccion de la secuencia correspondiente al gen de la

beta-tubulina de Trichomonas vaginalis.

Oligos Fw: 53°C

Amplificado sin cortar: 1162 pb
Amplificado cortado: 901 pb

Oligo Rv: 55°C

Amplificado de Diagnostico: 107 pb

Sitios de corte: Xhol — CTCGAG / BamHI — GGATCC
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Amplificacidn de las secuencias blanco de cada agente etioldgico.

Figura 9. Gel de estandarizacién de amplificacién de los fragmentos de cada microorganismo
utilizado en este trabajo.

Carril 1.- MPM, Carril 2.- Gv (cultivo), Carril 3.- Gv (muestra), Carril 4.- Ng (muestra),
Carril 5.- Ng (muestra), Carril 6.- Ng (cultivo), Carril 7.- Tv (muestra).
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Insercién del fragmento amplificado en un vector de clonacion el fragmento.

Para poder insertar los fragmentos de interés en el plasmido pBluescript primero
se cultivo el plasmido vacio en las células E.coli TOP10 y se conservé a -20°C

hasta que se llevé a cabo la clonacién de los fragmentos.

Figura 10.- Gel de agarosa al 1% de las extracciones de plasmido pBluescript KS Il (+).

33



Figura 11.- Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las extracciones de plasmido restringidas
con la enzima EcoRI, una enzima con un solo sitio de corte dentro del plasmido que vuelve
lineal al plasmido.
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Figura 12. Transformacién de células TOP10 + producto de ligacién Gv — pBluescript.

Figura 13. Transformacion de células TOP10 + producto de ligacién Ng — pBluescript.
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Figura 14. Transformacion de células TOP10 + producto de ligacién Tv — pBluescript.
Se seleccionaron algunas colonias blancas y otras azules de cada una de las
placas para comprobar la clonacién de los fragmentos, pero ninguno de los

plasmidos mostré diferencia de tamafio (Figura 15).

Figura 15. Gel de agarosa de las extracciones plasmidicas de colonias blancas y azules.

Carril 1.- Colonia blanca Gv, Carril 2.- Colonia blanca Gv, Carril 3.- Colonia azul Gv, Carril 4.-
Colonia blanca Ng, Carril 5.- Colonia blanca Ng, Carril 6.- Colonia azul Ng, Carril 7.- Colonia
blanca Tv, Carril 8.- Colonia blanca Tv, Carril 9.- Colonia azul Tv.
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Se realiz6 una nueva ligacion utilizando la enzima Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase para amplificar los mismos fragmentos de interés directamente como

extremos romos (tabla 6).

En el caso del plasmido, fue digerido con la enzima Eco32| dado que tiene un solo

sitio de corte (Figura 2) y dicho corte genera extremos romos.

Se llevaron a cabo las ligaciones y las transformaciones de éstas utilizando las
metodologias ya descritas. Se sembraron en placa de Agar LB - Amp [100mg/mL]

— Xgal [50mg/mL], obteniendo los siguientes resultados:

Figura 16. Transformacién de células TOP10 + producto de ligacién con extremos romos
Gv — pBluescript.

Y




Figura 17. Transformacion de células TOP10 + ligacion de extremos romos Ng — pBlueScript.

TR




Figura 18. Transformacién de células TOP10 + ligacién con extremos romos Tv — pBluescript.

Se seleccionaron algunas colonias blancas y se tomaron otras azules de cada
placa para comparar el perfil del plasmido mediante electroforesis; sin embargo,
solo se evalud la colonia de la placa Ng — pBluescript (Figura 17) debido a que su
crecimiento no era en forma de satélite como las colonias blancas de las otras dos

placas (Figuras 16 y 18).
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Se realizé una resiembra en placa de la colonia blanca de la placa Ng —
pBluescript para conservarla antes de realizar la extraccion de plasmido Figura.

Figura 19. Resiembra de la colonia blanca crecida en la placa utilizada para sembrar la
transformacion de células TOP10 + producto de ligacién con extremos romos Ng — pBluescript.
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Luego de visualizar mediante electroforesis las extracciones de plasmido de la
placa de Neisseria, se pudo observar un cambio en el tamafo del plasmido de la
colonia blanca respecto al de las colonias azules (Figura 19).

——

Figura 20. Gel de agarosa al 1% de las extracciones plasmidicas de la placa Ng — pBluescript.

Carril 1.- MPM, Carril 2.- Control de Extraccion pBluescript, Carril 3.- Espacio, Carril 4.- Colonia
blanca Ng, Carril 5.- Colonia azul Ng, Carril 6.- Colonia azul Ng.
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Con este resultado se realizaron las pruebas de confirmacion:

e Amplificacion del sitio de multiclonacion (MCS) utilizando los
oligonucledtidos universales M13.

e Amplificacion de la regién utilizada en la mPCR desarrollada en el Centro
de Deteccién Biomolecular.

e Restriccion de los pldsmidos con enzimas especificas.

e Secuenciacion del fragmento amplificado con los oligonucle6tidos
universales M13.

Ademas, junto con las pruebas de confirmacién de la clonacion se realiz6 un
modelamiento in silico del plasmido pBluescript con el fragmento insertado en el
sitio de corte utilizado (Figura 21).

X¥bal (677)
BamHl (689)
®bal (732)

HindIll (1025)

BamHl (1631)
HindII (1653)

Figura 21. Modelo ideal in silico del plasmido pBluescript con el fragmento de Neisseria
gonorrhoeae clonado en el sitio de multiclonacién por medio de extremos romos.
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Chosen Enzymes: | < Unsaved Enzyme Set (3) = Chosen Enzymes: | < Unsaved Enzyme Set (3) >

Sites 4| numbers [ Lines Enzyme | sites [ mumbers [ Lines
[BamHIJ 2 689 1631 BamHI 2 689 1631
HindIIl 2 1025 1653 [HindIII) 2 1025 1653
Xbal 2 677 732 Xbal 2 677 732

* Methylation-sensitive sites * Methylation-sensitive sites
BamHI vl o2 o |HindmI v 2 L1020 1633
942 2953 628 3267
Remove Add Remove Add

Q Map Sequence Enzymes Features Primers Q@ Map Sequence Enzymes Features Primers
Figura 22. Andlisis in silico de las enzimas de restriccion optimas para realizar la comprobacion
de la clonacion del fragmento con base en el modelo in silico expuesto anteriormente. En la
parte superior de la imagen se muestran en azul las enzimas que se utilizaron y, en seguida, las
posiciones de los sitios de reconocimiento para cada una. En la parte inferior de la imagen, a la
derecha y al centro, se muestran nuevamente los sitios de reconocimiento de cada una de las
enzimas e inmediatamente debajo de las posiciones se muestra el tamafio del fragmento
resultante luego de haber realizado los cortes.
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2

Figura 23. Gel de electroforesis para visualizar la amplificacion del sitio de multiclonacién
(MCS) utilizando los oligonucle6tidos universales M13.

MPM, Carril 1.- pBluescript control, Carril 2.- Ng - pBluescript (colonia azul), Carril 3.- Ng —
pBluescript (colonia blanca 1), Carril 4.- Ng - pBluescript (colonia blanca 2), Carril 5.- NTC
oligonucle6tidos M13.
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Figura 24. Gel de electroforesis para visualizar la amplificacion del fragmento evaluado en la
PCR Multiplex para la identificacion de Neisseria gonorrhoeae. Carril 1- 9 se cargan muestras
de VPH, en seguida:

Carril 10.- Control Positivo Ng (plasmido recombinante), Carril 11.- NTC Ng, Carril 12.- Muestra
125 (Negativa), Carril 13.- Muestra 126 (Negativa).

Banda esperada: 247pb.
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Figura 25. Gel de electroforesis de las diferentes restricciones de los plasmidos extraidos.

MPM

1.- Ng - pBluescript colonia azul

2.- Ng - pBluescript (colonia blanca 1)

3.- Ng — pBluescript (colonia blanca 2)

4.- Ng - pBluescript + Eco32I (colonia azul)

5.- Ng — pBluescript + Eco32I (colonia blanca 1)
6.- Ng — pBluescript + Eco32I (colonia blanca 1)

7.- Ng - pBluescript + BamHI(colonia azul)

8.- Ng - pBluescript + BamHI (colonia blancal)

9.- Ng - pBluescript + BamHI (colonia blanca2)
10.- Ng - pBluescript + Hindlll (colonia azul)
11.- Ng - pBluescript + Hindlll (colonia blanca 1)
12.- Ng - pBluescript + Hindlll (colonia blanca 2)
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Validacién de resultados por medio de secuenciacion.

- 19017PBSNGab1.ab1 (592 bases) -0

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

592 bases

ATTTCTCOCATTGGGCT TGCGAMAGT TTCCGTAAAMATAT CGGCGATGTCAT CGTAGAAGGTGATAT TGAACAAAT TAATCC GAATGAT

80 90 100 110 120 130 140 150 160 0.5%
Figura 26. Resultados de la secuenciacion del fragmento del gen de Neisseria gonorrhoeae
clonado en el vector pBlueScript. En la esquina superior derecha de la imagen se muestra el
namero de bases que abarca la lectura de la secuenciacion.

Query ID lel|Query_219605 + Add organism
Description None Percent Identity —
Molecule type dna ‘

Query Length 592 ‘

Otherreports  Distance tree of results MSAviewer @
Graphic Summary Alignments Taxonomy

to to

o

Sequences producing significant alignments Download Manage Columns ~  Show

selectall 58sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results

Mex Total Query E Per

BT Score Score Cover value Ident  C°SOn
Neisseria gonorrhoeae SS3160 DNA,_complete genome 1037 1037 99% 00 9830% AP019853.1
ria gonorrhoeae strain TEG-B2 ch _complete genome 1037 1037 99% 00 98.30% CP0324202
Neisseria gonorrhoeae strain TFG-A2 chromosome, complete genome 1037 1037 99% 00 9830% CP0323982
Neisseria gonorrty train NJ1891 hromosome, complete genome 1037 1037 99% 00 98.30% CP041586.1
Neisseria gonorrhoeae strain NJ1711654 chromosome, complete genome 1037 1037 99% 00 9830% CP0415851
Neisseria gonorrhoeae FC498 DNA lete genome 1037 1037 99% 00 98.30% AP018385.1
Neisseria gonorrhoeae FC460 DNA, compleie genome 1037 1037 99% 00 9330% AP0183811
Neisseria gonorrhoeae FC428 DNA, complete genome 1037 1037 99% 00 98.30% AP018377.1
Neisseria gonorrhoeae strain FQ01 chromosome, complete genome 1037 1037 99% 00 98.30% CP0340321
Neisseria gonorrhoeae strain FQ82 chromasome,_complete genome 1037 1037 99% 00 98.30% CP034018.1
N gor train FQ48 chromosome, complete genome 1037 1037 99% 00 938.30% CP034020.1
Neisseria gonorrhoeae strain FQ20 chromosome, complete genome 1037 1037 99% 0.0 98.30% CP034026.1
Neisseria gonorrhoeae strain FQ02 chromosome, complete genome 1037 1037 99% 00 98.30% CP034030.1

Figura 27. Resultados del alineamiento del fragmento de gen de Neisseria gonorrhoeae
secuenciado utilizando la herramienta BLAST del NCBI.
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Nueva transformacién del fragmento de Gardnerella vaginalis.

Se realiz6 una nueva ligacion y transformacion con el fragmento de Gardnerella
vaginalis amplificado con la enzima High — Fidelity Phusion Taq y el pBluescript
utilizando la misma estrategia de clonacién empleada para clonar el fragmento de
Neisseria gonorrhoeae.

Figura 28. Nueva transformacion de células TOP10 + producto de ligacion Gv — pBluescript.
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Se obtuvo una colonia blanca de la placa de Gv — pBluescript (Figura 28) la cual
fue visualizada utilizando la misma estrategia empleada con la clona
correspondiente a Neisseria gonorrhoeae.

Figura 29. Gel de electroforesis del fragmento evaluado en la PCR Multiplex para la
identificacién de Gardnerella vaginalis y del MCS con oligonucleotidos M13.

MPM, Carril 1.- NTC M13, Carril 2.- M13 pldsmido recombinante, Carril 3.- M13 plasmido sin
modificar, Carril 4.- NTC oligonucle6tidos de diagnéstico, Carril 5.- Diagnéstico plasmido
recombinante, Carril 6.- Diagnostico plasmido sin modificar.

Banda esperada oligonucledtidos M13: 900 pb.

Banda esperada oligonucle6tidos diagndstico: 330 pb.
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DISCUSION DE RESULTADOS
Falsos positivos en las primeras placas.

Tomando en cuenta que las colonias azules representan indirectamente la
produccion de beta-galactosidasa y las colonias blancas la ausencia de ésta,
podemos asegurar que las colonias blancas contienen plasmidos con la insercion
del fragmento de interés; sin embargo, en los primeros intentos de clonacion se
registro la presencia de colonias blancas cuyo vector estaba vacio en las placas

de las transformaciones de los 3 organismos (Figuras 12, 13y 14).

Los plasmidos se extrajeron y se visualizaron por electroforesis para verificar
algun cambio en sus tamafios, pero todos presentaron el mismo perfil que los

plasmidos de las colonias azules utilizados como control (Figura 15).

Una posible explicacion para estos resultados es que los fragmentos a clonar no
se cortaron debido a la cercania de los sitios de corte con los extremos de las
secuencias. Las enzimas de restriccion necesitan cierto nimero de bases en los
extremos de las secuencias para que éstas puedan anclarse y realizar el corte
necesario (New England BioLabs, 2018) y, al no cumplir con este requisito, se
pudo haber favorecido la religacion del vector lineal haciendo uso de sus extremos
compatibles sin insertar la secuencia de interés; sin embargo, esta teoria no

explica por qué las colonias resultantes eran de color blanco.

Otra posible explicacion es que las secuencias se cortaran de manera efectiva,
provocando la liberacion de un fragmento pequefio (de unas 4-6 bases)
complementario con los extremos abiertos del plasmido. Aun insertando esa
cantidad tan pequefa de bases en el gen de la beta-galactosidasa es posible que
el marco de lectura pueda verse alterado y provocar la supresion de la traduccién
de la proteina, resultando en la obtencién de colonias blancas que, al ser

evaluadas, no presentaban la insercion del fragmento de interés.



Clonacién con extremos romos y no con cohesivos.

Luego de varios intentos de clonacion fallidos utilizando los fragmentos y el
plasmido restringidos con enzimas de corte cohesivo, se propuso la idea de clonar

utilizando extremos romos.

La clonacion por extremos romos tiene muchas desventajas a considerar, respecto

a la clonacion utilizando extremos cohesivos, tales como:

e Esde 10 a 100 veces menos eficiente que clonar por extremos cohesivos.

e Por probabilidad, el 50% de las clonas exitosas tienen el inserto
incorporado en direccion opuesta.

e Se incrementa la probabilidad de obtener clonas con plasmido religado; es

decir, plasmido vacio.

Sin embargo, este tipo de clonacion también tiene sus ventajas ya que omitir el
paso de restriccion en los fragmentos se vuelve significativamente mas rapiday,
ademas, es menos probable disminuir la concentracion de ADN de la muestra en

todos los procesos de corte y purificacion.

Se utilizé la misma técnica de amplificacién con la que se hicieron los cortes
cohesivos anteriormente; sin embargo, los amplificados no se cortaron para
conservar los extremos romos y solo se pasaron por un proceso de purificacion

por columna.

De los 3 amplificados para trabajar solo se purificaron 2 (Gv y Tv) mientras que el
amplificado de Ng se cloné directamente de la reaccion de PCR. Se midi6 la
concentracion de ADN de los 3 fragmentos de clonacion y se realiz6 una nueva
ligacion con una relacion 3:1 inserto:vector, se dejaron incubando a 8°C toda la
noche y transformaron al dia siguiente. Se plaguearon en Agar LB - Amp
[100mg/mL] — Xgal [50mg/mL].
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Colonia blanca solo de Neisseria gonorrhoeae.

Luego de sembrar en placa las bacterias transformadas y dejar incubando a 37°C
toda la noche, se registré crecimiento de bacterias en las tres placas. En la placa
donde se sembro la transformacion del fragmento de G. vaginalis solo crecié una
colonia azul y un par de colonias blancas (Figura 16), en la transformacién del
fragmento de N. gonorrhoeae crecieron colonias azules y una blanca (Figura 17), y
en la de T. vaginalis la mayoria de las colonias fueron azules (Figura 18); sin
embargo, aunque se logro el crecimiento de colonias blancas en las 3 placas se

decidi6é descartar las colonias con caracteristicas similares a las colonias satélites.

Las colonias satélites son colonias muy pequefias de bacterias que no lograron
tomar el pldsmido en el proceso de transformacion, y que crecen en un radio
cercano a las colonias que si lograron tomarlo. Estas colonias satélites se forman
debido a que la beta-lactamasa liberada por las bacterias debidamente
transformadas degradan la ampicilina que se encuentra a su alrededor. La
ampicilina es comunmente utilizada como un marcador de seleccion para
plasmidos usados para clonacién de genes y expresion de proteinas en algunas
bacterias. La base de la seleccidbn por medio de ampicilina es la hidrolisis e
inactivacion del antibiotico por medio de la beta-lactamasa, la cual es secretada
por la bacteria que ha ganado el plasmido que incluye la resistencia. El resultado
es un conglomerado de beta-lactamasa extracelular y que inactiva el antibiético

presente en el medio de cultivo, removiendo la presién de seleccion por el mismo.

Tomando en cuenta estas consideraciones se evalud la colonia blanca de la placa
Ng — pBluescript (Figura 17), debido a que era una colonia grande aislada del

resto de colonias azules a diferencia de las colonias blancas de las otras placas.

A pesar de que todas las ligaciones y transformaciones se hicieron siguiendo el
mismo protocolo y utilizando los mismos materiales, consideramos que la razén
por la cual en la de Neisseria crecid y en las demas no, es por la concentracion a

la cual se encontraba el fragmento insertado.



Bandas extra en la comprobacidon por restriccion

Luego de extraer el pldsmido clonado exitosamente con el fragmento del gen de
Neisseria gonorrhoeae, se sometidé a algunas pruebas de restriccion para poder
comprobar por completo la presencia fragmento mediante perfiles de restriccion;
sin embargo, las bandas obtenidas en el corrimiento electroforético no coincidieron

con el perfil esperado.

En las restricciones de los plasmidos realizadas con BamHI y con Hindlll (Figura
25) podemos apreciar una banda a la altura de 2300 — 2500 pb que no deberia
aparecer ahi puesto que la suma de los pesos de cada una de las bandas dentro
de un mismo carril seria de 6195pb; es decir, sobrepasaria el tamafio esperado
del plasmido extraido (3895 pb) (Figuras 21y 22). La raz6n por la cual suponemos
gue hay bandas no correspondientes al perfil de restriccion es la concentracién a

la que esta el plasmido extraido.

Las concentraciones de las extracciones por método casero son mayores a las
realizadas por medio de kits de extraccion, por lo que se necesita mayor cantidad
de enzimas para poder procesar el ADN de interés; por lo tanto, nuestros
plasmidos estan tan concentrados que no fue suficiente la cantidad de enzima que

se agreg6 en las reacciones de restriccion que preparamos.

Comprobacion de la clonacion de Gardnerella vaginalis

Como podemos ver en el andlisis in silico realizado para Gardnerella vaginalis, el
fragmento amplificado por PCR para la clonacion de éste es de 643 pb (Figura 6).
Dicho nimero de bases, junto con las amplificadas por los oligonucleé6tidos M13 -
correspondientes al MCS-, nos da un total de 875 pb; sin embargo, la banda que
podemos observar en el gel de electroforesis de comprobacion es de 1,500 pb

aproximadamente (Figura 29).



Lo que nosotros proponemos como explicacion a la obtencién de una banda de
tamafno superior al esperado es la unidon de dos fragmentos de Gardnerella
vaginalis al momento de realizar la ligacion, resultado en una “doble” ligacion.
Teniendo dos fragmentos de Gv, nos daria un total de 1,286 pb (643x2) mas las
bases adicionales del MCS, un total de 1,548 pb (1286pb + 262pb).

Orientacion de los fragmentos clonados para G. vaginalis

Dado que la estrategia de clonacion seguida fue la clonacion de fragmentos con
extremos romos, la posibilidad de que el fragmento quede en sentido 3° > 5’ es
del 50%. Ahora bien, el hecho de que se hayan clonado dos fragmentos iguales en
el caso de Gardnerella vaginalis implica que existen hasta 4 maneras diferentes de

gue los fragmentos hayan sido integrados al plasmido.

AntiGv. Andlisis in silico de los mapas del vector pBluescript representando cada una de las 4
osibilidades de insercién del fragmento de Gardnerella vaginalis.
i Fragmento orientado de 3’ a 5’.
Fragmento orientado en “antisentido”.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo se logré el disefio de oligonucleétidos especificos para la
amplificacion de tres fragmentos de interés identificados con ayuda de la
herramienta BLAST pertenecientes a tres diferentes organismos: Gardnerella
vaginalis, Neisseria gonorrhoeae y Trichomonas vaginalis, o que nos permitio
realizar la clonacion y alcanzar el objetivo de fabricar controles positivos para
diagnéstico de dos de los tres microorganismo planteados al inicio de este trabajo:

Gardnerella vaginalis y Neisseria gonorrhoeae.

Es importante remarcar que aun quedan tareas por realizar como la identificacion
del fragmento clonado para Gardnerella vaginalis por medio de secuenciacion,
esclarecer la orientacion en la cual se ha clonado y la clonacion de la secuencia

faltante correspondiente a Trichomonas vaginalis.

En primer lugar, para poder realizar la secuenciacion del fragmento clonado de G.
vaginalis, proponemos partir de un producto de PCR utilizando los oligonucleétidos
universales M13 para después realizar una extraccion de banda desde un gel de

agarosa al 0.8% utilizando algun kit comercial.

Para determinar la orientacion de ambos fragmentos clonados podemos basarnos
en el resultado de la secuenciacion ya que el sitio de multiclonacién del plasmido
es una region conocida y puede ser utilizada como guia. Otra forma para
determinar la orientacion de los fragmentos clonados es utilizar oligonucleétidos
internos que amplifiguen distintas bandas dependiendo de la regién en la que
hibriden. Una ultima estrategia es utilizar enzimas de restriccion especificas para
ciertas regiones de los fragmentos clonados y utilizar el patrén de bandeo

resultante para determinar la ubicacion del sitio de corte y la orientacién.

Por otro lado, para la clonacién del fragmento de Trichomonas vaginalis
proponemos utilizar una muestra fresca que pueda ser recolectada y procesada el

mismo dia ya que su viabilidad disminuye con el tiempo (Kingston et al., 2003).



Anexos
B1l.

Obtencion del cultivo de bacterias competentes.

1.- Inocular una colonia de E.coli TOP10 en 5mL de medio LB en un tubo de 50

mL y crecer a 37°C.

2.- Usar 1 mL para inocular 100mL de LB en un matraz de 250mL al siguiente dia.
3.- Agitar a 37°C por 1.5 — 3 horas.

Posteriormente, cuando la densidad 6ptica del cultivo a 600nm sea de 0.4 — 0.6:
4.- Poner las células en hielo por 10 minutos (mantener en frio).

5.- Colectar las células por centrifugacion por 3 minutos a 6000 rpm.

6.- Decantar el sobrenadante y resuspender gentilmente en 10mL de una solucién

gue contenga CaCl. 80mM y MgClz. 50mM.

7.- Incubar en hielo por 20 minutos.

8.- Centrifugar por 3 minutos a 6000 rpm.

9.- Descartar el sobrenadante y resuspender gentilmente en 5 mL de CaClz 50mM.

10.- Repartir en microtubos de 1.5mL con 30% v/v de glicerol y almacenar a -80°C.



Transformacién de las células competentes.

1.- Poner 10uL de una reaccion de ligacion en un microtubo. Adicionar
aproximadamente 50uL de células competentes. Nota: En otro tubo, hacer un

control negativo con 10uL de agua y 50uL de células competentes.

2.- Incubar 30 minutos en hielo.

3.- Dar un choque de calor por 45 segundos a 42°C.

4.- Poner de vuelta en hielo por 1 minuto.

5.- Agregar 440uL de LB al tubo (para un volumen final de 500uL) e incubar a
37°C por 1 hora.

5.- Plaquear 100 — 200 pL de suspension celular en medio LB-Amp [100mg/mL].



B2.

Extraccion de ADN plasmidico.

Este método propone el uso de 3 soluciones especificas para llevar a cabo la lisis

celular, llamadas: solucién 1, solucion 2 y solucion 3.

Tabla 8. Desglosamiento de los ingredientes de cada una de las soluciones utilizadas en el
proceso de lisis alcalina y sus respectivas funciones.
Solucién Componentes Funcion
EDTA: Quelacion de cationes
) divalentes necesarios para las
. 50mM Tris pH 8.0, 50mM | pNAsas.
Solucion : .
glucosa, 10mM EDTA, Glucosa: Mantener la  presion
1 osmotica para no romper las células.
100ug RNAasa Tris: Mantiene el pH estable en 8.0
RNAsa: Elimina contaminacion por
ARN.
Solucion NaOH: Desnaturaliza el ADN
5 0.2M NaOH, 1% SDS cromosmal y plasmidico.
SDS: Rompe la membrana celular.
Solucién ) Renaturaliza el ADN plasmidico y no
3 0.5M Acetato de potasio | g| cromosomal. Elimina el detergente

por precipitacion.




Protocolo

1.- Crecer las bacterias seleccionadas de la placa de Transformacién en un tubo

de 15mL con 5mL medio LB-Amp [150mg/mL] durante toda la noche.

2.- Extraer el material celular centrifugando por 3 minutos a 12,000 rpm vy

resuspender con voértex en 152l de solucién 1y 8uL de RNAsa A [10mg/mL].

3.- Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

4.- Agregar 300uL de solucion 2 y mezclar por inversion.

5.- Incubar en hielo por 5 minutos.

6.- Agregar 420uL de acetato de sodio 3M y mezclar gentilmente.

7.- Incubar en hielo por 10 minutos. Nota: Si es necesario, seguir agitando

mientras se realiza la incubacion.

8.- Centrifugar 15 minutos a 12,000 rpm.

9.- Remover 800uL (aprox.) de sobrenadante claro y transferir a otro tubo.

10.- Agregar 700uL de etanol absoluto, mezclar por inversion e incubar a -80°C

por 1 hora.

11.- Centrifugar a 12,000 rpm por 15 minutos. Decantar el sobrenadante.

12.- Lavar el pellet con 1mL de etanol al 70%. Centrifugar a 12,000 rpm por 1 min.

13.- Decantar el sobrenadante y dejar secando la pastilla a temperatura ambiente
por 15 minutos colocando el tubo abierto boca abajo.

14.- Disolver la pastilla con 30-50uL de agua tridestilada estéril.



Transformacion de la construccion plasmido — inserto.

1.- Poner 10uL de una reaccion de ligaciéon en un microtubo de 1.5mL. Adicionar

50uL de células competentes.

2.- Incubar 30 minutos en hielo.

3.- Dar un choque de calor por 45 segundos a 42°C.
4.- Poner de vuelta en hielo por 1 minuto.

5.- Agregar 440uL de LB al tubo (para un volumen final de 500uL) e incubar a
37°C por 1 hora.

6.- Concentrar las células centrifugando a 6000 rpm por 2 minutos hasta formar un

paquete celular.

7.- Retirar 250uL de medio LB y resuspender la pastilla celular en los 250uL

restantes.

8.- Plaquear la suspension celular en una placa con 20mL de Agar LB - Amp
[150mg/mL] — Xgal [50mg/mL].

9.- Incubar a 37°C toda la noche.
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