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DESARROLLO DE UNA TECNICA BASADA EN PCR PARA LA DETECCION
DE CYCLOSPORA

Informe Final 4 de Enero de 2000

RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo de esta parte del proyecto fue la implementacion de la técnica de deteccion por
PCR de Cyclospora cayetanesis en frambuesas y de un paquete (kit) con los reactivos
necesarios para efectuarla. La técnica se basa en la deteccion de la region de un gene solo
presente en Cyclospora de acuerdo a un método de alta sensibilidad revisado por la Food
and Drug Administration (FDA). Esta técnica y el paquete o "kit" de reactivos estan
destinados al monitoreo de la contaminacion en productos hortofruticulas. El desarrollo del
proyecto fue del todo satisfactorio y de acuerdo a lo programado. Se obtuvieron los
diversos reactivos requeridos para la prueba, incluyendo muestras positivas para
Cyclospora no disponibles en Chile. Estas altimas consisten en muestras de heces positivas
para este parasito obtenidas de Perti y de una cepa bacteriana, obtenida desde Estados
Unidos, que contiene el gene de Cyclospora que se detecta en la prueba, introducido en la
bacteria por ingenieria genética.

Utilizando estos reactivos se implement6 el método, junto con algunas modificaciones para
aumentar su sensibilidad. Por este método modificado se determind que es posible detectar
hasta 10-20 moléculas del gene de Cyclospora y una contaminacion de 0.0005 ml de las
heces positivas en 250 g de frambuesa. Se analizaron 32 muestras de frambuesas,
provenientes de diferentes productores, sin detectar presencia de cyclospora. Los reactivos
necesarios para realizar la técnica, incluyendo controles positivos y negativos, fueron
incorporados en un paquete para cincuenta pruebas que estara accesible al publico a través
de la Fundacion para el Desarrollo Fruticola de acuerdo a un convenio especifico.
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Propuesta original y modificaciones realizadas.

El objetivo de esta parte del proyecto fue la implementacion de la deteccion de
cyclospora en lavados de frutas por la técnica de PCR y el armado de un “kit” o paquete de
reactivos para efectuarla. Esta técnica consiste en amplificar millones de veces, mediante
procedimientos bioquimicos, un gene especifico del microorganismo para su posterior
deteccion e identificacion en funcién de su tamafio por electroforesis en geles de
poliacrilamida. La técnica para deteccion de Cyclospora basada en este método fue
inicialmente desarrollada para el diagndstico de infeccion en humanos, por analisis de las
heces (1), posteriormente se describié un procedimiento para el analisis en frambuesa
revisado por la FDA (2). Para lograr el objetivo sefialado, se decidio implementar la prueba
revisada por la FDA, con modificaciones para simplificar el procedimiento y aumentar la
sensibilidad, sin cambiar sus fundamentos.

El desarrollo e implementacion de esta técnica contemplaba las siguientes etapas u
objetivos:
1. Implementacion de la deteccidén de Cyclospora segun técnica de PCR ya descrita en la

literatura. Se incluia aqui la obtencion de muestras de parasitos y reactivos especificos.

2. Determinacion de la sensibilidad de la técnica implementada, definiendo el numero
minimo de microorganismos detectables.
Discriminacion entre Cyclospora y Eimeria por hibridacién o RFLP
Determinacion de la sensibilidad en frambuesa contaminada artificialmente.
Perfeccionamiento de la técnica para aumentar sensibilidad
Determinacion de la sensibilidad de la técnica perfeccionada al analizar frambuesa.
Verificacion del método por analisis de muestras.
Informe final.

X NS

No se realizaron cambios sustantivos de estas actividades, excepto por modificaciones
en el cronograma donde la técnica para la discriminacidén entre Cyclospora e Eimeria se
realizo al final y donde ademas se incluyd una segunda etapa de verificacién con muestras
obtenidas de la produccion de frambuesa en primavera-verano 1999.
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Cumplimiento de los objetivos del proyecto.

1.

Implementacion de la deteccion de Cyclospora segin técnica de PCR ya descrita en la
literatura. Se obtuvieron sin dificultad los diversos reactivos requeridos, incluyendo los
oligonucleotidos especificos para la prueba. Estos fueron sintetizados en el laboratorio
de la Fundacion para Estudios Biomédicos Avanzados de la Universidad de Chile.
Debido a las dificultades iniciales para lograr muestras de heces positivas para
Cyclospora, sélo disponibles en algunos laboratorios del Pert, se obtuvo un sustituto
consistente en una bacteria, conteniendo un plasmidio en el cual se ha insertado el gene
de Cyclospora que se detecta en esta prueba. Este gene corresponde al RNA pequeiio
que forma parte del ribosomal (rDNA) El plasmidio corresponde al vector PCR2.1
conteniendo el trozo de DNA amplificado en la primera etapa de la prueba de PCR,
descrita en metodologia. Fue obtenido en el Laboratorio de D. Relman en Palo Alto
Health Care System, Palo Alto, California, U.S.A. El contar con este plasmidio
representd un gran logro, pues ademas de permitirnos iniciar la implementacion de la
prueba, nos proveyd de un control positivo inagotable, solucionando el problema que
se presenta con las heces positivas. Posteriormente, y después de largo tramite; con la
ayuda de Ynés Ortega, investigadora Peruana que se desempefia en U.S.A., obtuvimos
aproximadamente 0.2 ml de heces positivas de R. Gilman (Asociacion Benéfica
PRISMA, Lima, Pert). Con esto se cumplié la obtenciéon de todos los reactivos
necesarios. El plasmidio fue utilizado para implementar la técnica de deteccidn que fue
posteriormente validada con la muestra de heces. Los protocolos de las pruebas estan
descrito en la seccién metodologia.

Determinacion de la sensibilidad de la técnica implementada. Utilizando el
procedimiento implementado se determiné la sensibilidad de la amplificacion para la
deteccion del plasmidio conteniendo el rDNA de Cyclospora cayetanensis. Para este
objeto se realizaron amplificaciones con distintas cantidades de plasmidio. Se
determind que la cantidad minima detectable es de 500 a 1000 moléculas por mililitro
de muestra final, considerada una sensibilidad excelente ya que corresponde a solo 10-
20 moléculas en la prueba de amplificacion. Posteriormente se determiné la sensibilidad
de la amplificacion para detectar Cyclospora. Para este objeto se extrajo DNA desde las
heces obtenidas segun el protocolo descrito al final del informe y éste se amplifico
usando distintas diluciones. Se encontr6 que es posible detectar por esta forma, hasta el
equivalente en DNA contenido en 0.05 microlitros de la muestra de heces positiva para
Cyclospora.

Determinacion _de la_sensibilidad en frambuesa contaminada artificialmente. La
determinacion de la sensibilidad en frambuesas contaminadas se realizd contaminando
artificialmente 250 g de frambuesa con 50 ul de las heces conteniendo Cyclospora.
Estas frambuesas fueron posteriormente tratadas segin el protocolo descrito en la
seccion metodologia, basado en el procedimiento descrito en la referencia 2. El DNA
obtenido de esta muestra artificialmente contaminada fue amplificado a diferentes
diluciones y se encontr6 que resultaban positivas hasta una dilucién 1/100, equivalente
a una cantidad de heces de 0.5 microlitros en los 250 g de frambuesa.
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4. Perfeccionamiento de la técnica para aumentar sensibilidad. Se introdujeron cambios en

la técnica original descrita en la referencia 2, que la simplifican y aumentan su
sensibilidad. La principal modificacion esta en la forma de deteccion del amplificado.
En lugar de utilizar geles de agarosa y tincién del producto con “ethidium bromide”
como se hace usualmente, en nuestro procedimiento se utilizan geles de poliacrilamida
y tincién con nitrato de plata. Al utilizar esta nueva tincidon se aumenta la sensibilidad
aproximadamente 40 veces. El distinto tipo de gel aumenta la resolucion y permite una
mejor identificacion del producto. Esta es una modificacion importante que no cambia
la base del método pero que ofrece una mejor sensibilidad y confiabilidad con respecto
al método original.

5. Determinacién de la sensibilidad de la técnica perfeccionada al analizar frambuesa. Este
objetivo se cumplid en las determinaciones de sensibilidad descritas en los puntos 2 y 3
ya que en todas ellas se utilizo la técnica perfeccionada.

6. Verificacion del método por analisis de muestras. La tabla siguiente muestra las
diferentes muestras analizadas a la fecha y los resultados obtenidos. En ninguna de las
muestras se encontro Cyclospora.

Muestra Resultado Fecha Andlisis

Agricola Pichilemu - 09-Enero

Agricola Pichilemu - 09-Enero

Hortifrut 16/01 - 09-Enero

Hortifrut 21/01 - 09-Enero

Hortifrut - 14-Mar

Hortifrut - "

Fr. Paine 1012 - "
Vitaiberries 8/3 - "

Vitalberries Linares - 17-Mar
Vitalberries Linares - 17-Mar
Vberries: F5-1972/F81975 - 07-Abr
Vberries:F9-1975/F6-1973/F7-1974 - 07-Abr
Vberries 2037/2041 - 06-Abr
Vberries F1 - 18-May
Vberries F3-F4 - 18-May
Hortifrut F5/F2 - 18-May
Hortifrut - 09-Jun
Hortifrut - 09-Jun
Hortifrut congeladas, Muestras 1y 2 - 21-Julio
Huerto Curico, Muestras 1y 2 - 11-Agosto
Hortifrut Nogales - 30-Nov
Vitalberiies Malleco 4004 - 14-Dic
Vitaiberries Linares 3075 - 14-Dic
Southern Sun Los Angeles - 14-Dic

Hortifrut Suncell, Colina - 14-Dic
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3. Discriminacidn entre Cyclospora y Eimeria por hibridacién o RFLP. En algunos casos
parasitos del género Eimeria pueden dar productos de amplificaciéon por PCR iguales en
tamafio a los obtenidos de Cyclospora cayetanensis y por lo tanto indistinguibles por
electroforesis. Sin embargo, en estos casos el producto de amplificacion puede
diferenciarse porque contiene una secuencia de nucleotidos diferentes. El método descrito
por la FDA para distinguir Cyclospora de Eimeria por la secuencia de nucleotidos se basa
en que los amplificados de estos parasitos al contener secuencias de nucleotidos diferentes
son cortados por enzimas de restriccion en sitios distintos generando productos de distinto
tamafio. Debido a la dificultad general y alto precio de las enzimas de restriccion se ha
implementado un método de hibridacién para distinguir amplificados de un mismo tamafio
con diferente secuencias nucleotidicas. Este método esta basado en la diferente movilidad
electroforética de los hibridos generados entre productos con diferente secuencia. Como
resulté imposible obtener muestras de Eimeria, el método fue probado con productos de
amplificacion con las diferencias en secuencias de nucleotidos entre Ciclospora y Eimeria.
La figura siguiente muestra los resultados obtenidos cuando el producto es de igual
secuencia nucleotidica y cuando la diferencia entre ellos es la descrita entre Ciclospora y
Eimeria.

___1000
200

il 600
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Linea Lf muestra el resultado obtenido con dos amplificados de igual secuencia, como
ocurriria al comparar Cyclospora-Cyclospora. LA muestra el producto con dos
amplificados de igual secuencia pero diferentes a la de Lf, como ocurriria al comparar
Eimerna-Eimeria. Lf/LA muestra los productos obtenidos con los amplificados Lf y LA que
difieren en secuencia tal como los productos de Cyclospora y Eimeria. Si una muestra diera
un resultado positivo después de la amplificacion, el producto se combinara con el
amplificado obtenido en el control positivo. Se obtendra el resultado en LA si es realmente
positivo para cyclospora o el mostrado en Lf/LA si es un parasito del género Eimeria.



Paquete (kit) de reactivos y protocolo par su uso.
Una vez validado el procedimiento se definid el paquete de reactivos necesario para su
aplicacion. En la seccion anexos se incluye el manual de instrucciones para su uso que

contiene una breve descripcion de las bases del método, los componentes y un protocolo
detallado para su uso detallado.

Aspectos metodologicos.

A continuacion entregamos los detalles de la metodologia implementada, tanto de los
procedimientos como de la preparacion de reactivos, incluyendo los proveedores.



Preparacion de plasmidio PCR 2.1 (lisis alcalina)

Este protocolo describe la preparacion de DNA del plasmidio PCR 2.1, mantenido en
Escherichia coli, que contiene una region del 18 S rRNA (600 pares de bases) de
Cyclospora cayetanensis, obtenida por amplificacion del DNA de este parésito con los
partidores o “primers” CyclFE y Cyc2RB, descritos mas abajo. Este protocolo se basa en la
técnica descrita en Molecular cloning. A laboratory manual. T. Maniatis et al. Cold Spring
Harbor Laboratory. U.S.A. Esta preparacion de DNA constituira el control positivo
incluido en el paquete final para realizar la determinacion.

1. Crecer un cultivo de E. coli con el plasmidio hasta la saturacién en medio de
crecimiento.

2. Centrifugar 1.5 ml del cultivo a 14000 rpm por 20 seg.

3. Resuspender pellet en 100 pl de solucién GTE y dejar reposar 5 min. a temperatura
ambiente

4. Agregar 200 pl de solucién NaOH/SDS mezclar y dejar 5 min. en hielo

5. Agregar 150 pl de solucidn de acetato de potasio 3M, agitar con vortex 2 seg. y poner
en hielo 5 min.

6. Centrifugar a 14000 rpm por 3 min. y transferir 0.4 ml de sobrenadante a un tubo
nuevo.

7. Agregar 0.8 ml de etanol al 95% y dejar 2 min. a temperatura ambiente

8. Centrifugar a 14000 rpm. por 3 min. y lavar el pellet con 1 ml de etanol al 70%, secar
con vacio.

9. Resuspender pellet en 30 ul de TE y luego guardar a -20°.

Composicion de soluciones:
Medio de crecimiento: Consiste en Caldo Luria, que contiene los siguientes elementos:

Triptona 10 g. (Merck, DIFCO, Winkler)
Extracto de Levadura 5 g. (Merck, DIFCO, Winkler)
NaCl 5g.

NaOH IN 1 ml.

Agregar agua destilada para 1 L y esterilizar en autoclave.

GTE:
Glucosa 50 mM (Merck, DIFCO, Winkler)
Tris HCI 25 mM pH 8.0

EDTA 10 mM

NaQH/SDS:

NAOH 02M

SDS 10 % (Sigma, Merck)

TE: Tris HC], 10 mM pH 8.0; EDTA, 1 mM
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Extraccion de DNA desde heces.

Se mezclan 50pl de muestra de heces con 100ul de solucion CLB vy se incuba a 75°C
por 3 horas.

Luego se somete a 4 tratamientos sucesivos de congelamiento (nitrégeno liquido o
hielo seco por 5 min-) y descongelamiento (75°C por 5 min.)

Se centrifuga a 15000g por 5 min.

El sobrenadante se purifica utilizando el kit Glass max (Gibco BRL, Cat.N° 15590-060)
de acuerdo a las instrucciones del proveedor:

Mantener baiio a 65°C para calentar TE

Agregar 4.5 vol. de solucion de union del kit (Nal) a la muestra

Vaciar mezcla DNA/sol de union al spin cartridge y centrifugar a 13000g por 20 seg.
Guardar la solucidn hasta recuperar el DNA

Agregar 400ul de buffer de lavado incluido en el kit, (a 4°C) y centrifugar a 13000g por
20 seg. Vaciar el tubo y repetir dos veces.

Después de remover el buffer de lavado por Gltima vez, centrifugar a 13000g por Imin.
Transferir el spin cartridge al tubo de recuperacion de muestra. Agregar 40ul de TE (a
65°C) al spin cartridge. Centrifugar a 13000g por 20 seg. para eluir el DNA.

Guardar a -20°C

Composicion de soluciones:

CLB:

Nonidet P-40 1% (BioRad)

SDS 0.1%(BioRad)

NaOH 0.05M

proteinasa K 1 mg/ml; (Gibco, BiosChile)
RNAsa A) 1mg/ml Gibco, BiosChile)
TE:

Tris HCI 10 mM pH 8.0
EDTA 1 mM

Solucién de Unidn: (GlassMAX™)

Nal 6M

Buffer de Lavado: (GlassMAX™)

Diluir 4ml del concentrado en :
Agua destilada 71 ml

Eta

nol Absoluto 85 ml
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Protocolo para la obtencion de DNA de Cyclospora desde frambuesa.

Poner 250 gr de berries en 250 ml agua destilada estéril y filtrada .

Agitar suavemente durante 20 minutos

Distribuir el liquido en tubos.

Centrifugar a 1000 x g por 10 min.

Aspirar sobrenadante.

Juntar los pellets y dejar aprox. 1 ml de sobrenadante

7.- Centrifugar a 1000 x g por 10 min. Aspirar el sobrenadante.

8.- Resuspender el pellet en 50 a 100 pul.

9.- Agregar 2 volimenes de CLB e incubar a 75° C por 3 horas.

10.- Continuar desde el punto 2.- del protocolo de extraccion de DNA desde heces.

AN it e

Composicion de soluciones:

CLB:

Nonidet P-40 1%

SDS 0.1%
NaOH 0.05M
proteinasa K 1 mg/ml;

RNAsa A) lmg/ml
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Protocolo de amplificacion de un fragmento del gene rRNA pequeiio de Cyclospora
cayetanensis.

Los DNAs obtenidos en la forma indicada arriba se utilizan para la deteccién del gene
18SIRNA de Cyclospora por amplificacion por medio de la Reaccion en cadena de la
Polimerasa (PCR) y posterior deteccion del producto en los casos positivos por
electroforesis en geles de poliacrilamida y tincion con nitrato de plata.

Inicialmente se prepara la solucidn con los reactivos y enzima para realizar el PCR. Esta se
repara de acuerdo al siguiente Cuadro, seglin el nimero de muestras a analizar.

Primera amplificacion (nimero de reacciones)

Componentes mezcla 4X 8X 16X 24X
PCR

Agua estéril 59 118 237 355
Buffer 10X 15 30 60 90
Nucleotidos (0.2 mM) 12 24 48 72
Mg (2.0 mM) 12 24 48 72
Primer CYCF1E (0.4 uM) 6 12 24 36
Primer CYCR2B (0.4uM) 6 12 24 36
BSA (10mg/ml) 6 12 24 36
Taq (2.5 U) 0,8 1,6 3,2 4,8

Posteriormente se distribuyen 23 ul de esta mezcla en cada tubo y se agregan 6.6 ul de las
muestras de DNA, diluidas 1/100, 1/10 en agua destilada y sin diluir. Adicionalmente se
preparan :

- Control negativo conteniendo 23 pl de agua destilada

- Control positivo conteniendo plasmido PCR 2.1. diluido 1/10°.

Los tubos son finalmente cerrados cuidadosamente y se someten a los ciclos de temperatura
necesarios para amplificacion con el siguiente programa:

1 cicloa 94 °C por 3 min.
45 ciclos de 94°C por 30 seg., 55°C por 30 seg. y 72°C por 90 seg.
1 ciclo de 72 °C por 9 min.

Una vez llevada a cabo esta amplificacion, se preparan los reactivos para la segunda
amplificacion, en la forma indicada en el siguiente cuadro.

Segunda amplificacion

Componentes mezcla 4X 8X 16X 24X

PCR

Agua estéril 81,6 146,9 277 400
Buffer 10X 18,8 33,8 63,8 93,75
[Nucleotidos (0.2 mM) 15 27 51 75
Mg (2.0 mM) 15 27 51 75
Primer CYCF3E (0.4 uM) 7,5 13,6 25,5 37,5
Primer CYCR4B (0.4uM) 7,5 13,6 25,5 37,5

Taq (1.25 U) 0,5 0,9 1,7 2,5

pJ
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Se distribuyen 29 ul de esta mezcla en los tubos para amplificacidén y se agrega 1 pl de
amplificado del DNA anterior a cada tubo. Se incluye ademas un control negativo
conteniendo 1 pl de agua destilada en lugar de muestra. Estos tubos se someten a los ciclos

en forma indicada anteriormente excepto que se utilizan 60°C en los casos que se utilizaron
55°C anteriormente. Guardar las muestras a 4°C hasta realizar la electroforesis.

Composicion de soluciones:

Buffer 10X.
KCl 0.5M,
Tris-HCI 0.1 M, pH 83

Nucledtidos.
dATP, dCTP, dGTP, dTTP 2.5 mM cada uno. (Promega, Fermelo; Gibco, BiosChile)

Mg.
MgCl2 25mM

Primer CYCFI1E. Oligonucleotido TACCCAATGAAAACAGTTT, 10 mM en agua
Primer CYCR2B Oligonucleotido CAGGAGAAGCCAAGGTAGG 10 mM en agua
Primer CYCF3E Oligonucleotido CCTTCCGCGCTTCGCTGCGT 10 mM en agua.
Primer CYCR4B Oligonucleotido CGTCTTCAAACCCCCTACTG 10 mM en agua.
(Fabricado a pedido por Centro de Sintesis y Analisis de Macromoleculas. Universidad de
Chile. Fono 7357139)

Taq. Enzima Taq polimerasa (2.5 U/ul) (Promega, Fermelo, Gibco, BiosChile)
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Protocolo para deteccion del amplificado por electroforesis en geles de poliacrilamida
y tincion con nitrato de plata.

1. Armar camara de electroforesis para geles de 10 x 12 cm y de 0,7 mm de grosor,
aproximadamente, segun las indicaciones del proveedor.
2. Mezclar las siguientes soluciones (cantidades para un gel):

Agua destilada - 325 ml
Acnil-Bis 6.6 ml
TBESX 2.5ml
APS 15% 65 ul (BioRad)
TEMED 12.5 ul

3. Vaciar la mezcla en la camara de electroforesis, evitando la formacion de burbujas, y
colocar la peineta para la formacion de los pozos para muestras, segun las indicaciones del
manual del aparato.

4. Lavar los pocillos con TBE 1X

5. Mezclar 5 pl de muestra con 3 pul de Tampdn de Carga y cargar las muestras en los
pocillos del gel..

6. Terminar el armado de la camara, llenando recipientes inferior y superior con TBE, y
correr la electroforesis por 1 hra 150 V.

Soluciones:
Acril-bis.
Acrilamida 15%./ bisacrilamida 0.4% en agua destilada. (BioRad)

TBESX.

Trs (base) 56 g,

Acido Boérico 275 g, (Merck)
EDTA (sal disddica) 3.7 g (Merck)

en un litro de agua destilada.
TBE1X.: TBE5X diluido 1/5 con agua destilada.

Tampoén de Carga.

Azul de bromophenol 0.025 g (Merck)
Xylene cyanol 0.025 g..(Merck)
en 50 ml de TBE mas 50 ml de glicerol.
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1. Retirar el gel de la camara y fijarlo en un recipiente con 50 ml de etanol-ac. acético,
diluido 10 veces por 20 minutos.

2. Retirar solucion fijadora y reemplazarla por 50 ml de solucion AgNOs diluida 100 veces,
manteniéndola por 20 minutos.

3. Retirar solucion de AgNO; y lavar el gel dos veces con agua destilada, agitando
suavemente y manteriendo el agua de lavado por solo 5 a 10 segundos.

4. Agregar la solucion de Revelado y mantener agitando hasta observar bandas bien tefiidas
(15 a 30 minutos).

5.- Fijar en etanol-ac. acético para detener la reaccion.

Soluciones:

Etanol-Ac. Acético. 10X

Etanol 95 ml (Merck)
Ac. Acético S5ml (Merck)
agua destilada 900 ml.

Se debe diluir 1/10 en agua antes de usar.
AgNOs. 100X

AgNO; 0.9 g (Merck)
agua destilada 500 ml.
Guardar protegido de la luz.

Se debe diluir 1/100 antes de usar

Solucién reveladora.

Formaldehido al 37% 0.5 ml (Merck)
NaOH 7.5% 20 ml (Merck)
de agua destilada 30 ml

Usar inmediatamente.
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Problemas enfrentados durante la ejecucion del proyecto. El principal problema
consistio en la obtencion de mustras positivas de Cyclospora y Eimeria pues éstas solo
estan disponibles en escasos laboratorios, todos fuera de Chile. La obtencién de muestras
de Cyclospora fue resuelta exitosamente, como se describié en aspectos metodolégicos. No
fue posible, sin embargo, obtener muestras de Eimeria a pesar de numerosos intentos. Por
este motivo la implementacion de la prueba para distinguir Cyclospora de Eimeria se
realizé con amplificados de regiones de similar funcion y también de similar diferencia en
secuencia de nucleotidos. Pero esta prueba solo es necesaria en caso que se obtenga alguna
muestra positiva por PCR. Debido a que todas las muestras examinadas a la fecha han sido
negativas es poco probable que sea requerida. En caso de necesitarse, por resultar alguna
muestra positiva al utilizar nuestro kit, estamos comprometidos a efectuar esta prueba en
nuestro laboratorio si asi es requerido.

Calendario de ejecucion. El calendario sufri¢ pequefias modificaciones, consistente en la
prolongacioén de las pruebas de verificacion para incluir la temporada primavera-verano
1999, y la postergacion de la implementacion del método para discriminar cyclospora de
Eimeria en caso de obtenerse resultados positivos por PCR. La modificaciéon de estas
actividades estan indicadas en la siguiente tabla

1 Capacitacién de personal técnico 15 Agosto 15 de Sept.
2 Implementar método de discriminacion 15 Octubre 15 Noviembre
entre Cyclospora y Eimena
3 Expositores dan charlas a técnicos 15 Sep. 15 Nov.
empresas.
4 Ejecucion de test de validacion 5 Dic. 99 30 Dic. 99
5 Analisis de resultados 15 Dic. 99 10 Enero 00
6 | Venficacion de resultados finales. Informe 15 Dic. 99 15 Enero 00
final
Difusion.

Se capacitd personal en la ejecucion del método descrito y se expuso el avance a técnicos
de empresas en el taller y en las reuniones descritas en otra seccion de este informe. El
taller consistid en una sesion tedrica de 3 horas realizada el 1° de Octubre y dos sesiones
practicas de 8 horas cada una realizadas el 7 y 8 de Octubre.

Conclusiones y recomendaciones.

Se implementé un método sensible para la deteccion de Cyclospora cayetanenszs en
frambuesa y se armaron bits prototipos para su aplicacion en otros laboratorios interesados.
Estos kits estaran disponibles a través de FDF para su compra por los interesados, de
acuerdo a un convenio previamente establecido. El kit puede también ser utilizado para la
deteccion de Cyclospora en heces de humanos y en agua, introduciendo simples
modificaciones al método. Se recomienda que el uso de este kit sea realizado por técnicos
con experiencia en analisis bioquimico en laboratorios bien equipados.

Anexo. Se incluye modelo de guias para el uso del kit de reactivos
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PAQUETE DE REACTIVOS PARA LA DETECCION DE
CYCLOSPORA CAYETANENSIS EN FRAMBUESA

Este paquete contiene los reactivos especificos para detectar Cyclospora cayetanensis en
frambuesa por un método moderno de biologia molecular. Se basa en la deteccion de una
region del gene del RNA ribosomal pequefio especifica de C. cayetanensis. Los parasitos
potencialmente presentes ‘en la frambuesa son inicialmente concentrados para extraer su
DNA. Desde este DNA se amplifica posteriormente la region indicada por la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) y ésta es luego detectada en geles tefiidos con nitrato de
plata.

Equipo y materiales de laboratorio necesario para efectuar la prueba.
Centrifuga con capacidad para tubos de 50 ml o mas y de alcanzar una fuerza centrifuga de
1000 g

Centrifuga para tubos eppendorf capaz de alcanzar 15.000g

Agitador reciproco u orbital

Bafio termoregulable hasta 70 °C

Camara de electroforesis para geles de 8X10X0.75 cm.

fuente de poder de 150 Volts

Termociclador para PCR

Micropipetas

Propipeta para pipetas de 10 ml

Pipetas serologicas de varios tamafios

Reactivos y materiales generales necesarios
Agua destilada

Tubos eppendorfde 1.5 0 2.0 ml

Tubos de centrifuga de 50 ml

hielo seco

Reactivos o materiales especificos no proveidos
kit Glass max (Gibco BRL, Cat.N° 15590-060)

Paquete amplificacion.
CLB

TE

Agua estéril
Buffer 10X
Nucleotidos
Mg

Primer 1
Primer 2
Primer 3
Primer 4
BSA

Taq
Plasmido



Paquete de electroforesis y tincién
Acril-bis.

TBESX.

TBEIX:

APS.

TEMED

Buffer de carga .
Etanol-Ac. Acético.10X

AgNOs. 100X

Solucién reveladora.

METODOS

Concentracion de parasitos

Poner 250 gr. de berries en 250 ml agua destilada estéril y filtrada .
Agitar suavemente durante 20 minutos

Distribuir el liquido en tubos.

Centrifugar a 1000 x g por 10 min.

Aspirar sobrenadante.

Juntar los pellets y dejar aprox. 1 ml de sobrenadante

Centrifugar a 1000 x g por 10 min. Aspirar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 50 a 100 pl de agua destilada

NS LN W N —

&

Extraccion de DNA.

9. Agregar 2 volumenes de CLB e incubar a 75° C por 3 horas.

5. Esta solucidn se somete a 4 tratamientos sucesivos de congelamiento (en hielo seco por
5 min.) y descongelamiento (75°C por 5 min.)

6. Se centrifuga a 15000g por 5 min.

7. El sobrenadante se purifica utilizando el kit Glass max (Gibco BRL, Cat.N° 15590-060)
de acuerdo a las instrucciones del proveedor, en la siguiente forma:

» Mantener bafio a 65°C para calentar TE

* Agregar 4.5 vol. de solucion de unidn del kit (Nal) a la muestra

* Vaciar mezcla DNA/sol de union al spin cartridge y centrifugar a 13000g por 20 seg.
Guardar la solucion hasta recuperar el DNA

= Agregar 400ul de buffer de lavado incluido en el kit, (a 4°C) y centrifugar a 13000g por
20 seg. Vaciar el tubo y repetir dos veces.

= Después de remover el buffer de lavado por Gltima vez, centrifugar a 13000g por 1min.

* Transferir el spin cartridge al tubo de recuperaciéon de muestra. Agregar 40ul de TE (a
65°C) al spin cartridge. Centrifugar a 13000g por 20 seg. para eluir el DNA.

* QGuardar a -20°C
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Amplificacion por PCR

Prepare la mezcla para las reacciones de PCR segiin el nimero de reacciones a realizar de
acuerdo a la tabla adjunta. Requiere en total realizar tres reacciones por muestra, mas otras
dos correspondientes a un control positivo y a otro negativo.

Primera amplificacion (nimero de reacciones)

Componentes mezcla 8X 16X 24X
PCR )

Agua estéril 118 237 - 355
Buffer 10X 30 60 90
Nucleotidos (0.2 mM) 24 48 72
Mg (2.0 mM) 24 48 72
Primer CYCFI1E (0.4 uM) 12 24 36
Primer CYCR2B (0.4uM) 12 24 36
BSA (10mg/ml) 12 24 _ 36
Taq (2.5U) 1,6 3,2 4,8

Posteriormente se distribuyen 23 ul de esta mezcla en cada tubo y se agregan:

7 ul de las muestras de DNA, sin diluir y diluidas 1/10 y 1/100 en agua destilada

7 ul de agua destilada

7 ul de plasmido

Los tubos son finalmente cerrados cuidadosamente y se someten a los ciclos de temperatura
necesarios para amplificacion con el siguiente programa:

1 cicloa 94 °C por 3 min.
45 ciclos de 94°c por 30 seg., 55°c por 30 seg. y 72°C por 90 seg.
1 ciclo de 72 °C por 9 min.

Una vez llevada a cabo esta amplificacion, se preparan los reactivos para la segunda
amplificacion, en la forma indicada en el siguiente cuadro.

Segunda amplificacion
Componentes mezcla 8X 16X 24X
PCR
Agua estéril 146,9 277 400
Buffer 10X 33,8 63,8 93,75
Nucleotidos (0.2 mM) 27 51 75
Mg (2.0 mM) 27 51 75
Primer CYCF3E (0.4 uM) 13,6 25,5 37,5
Primer CYCR4B (0.4uM) 13,6 25,5 37,5
Taq (1.250) 0,9 1,7 2.5

Se distribuyen 29 pl de esta mezcla en los tubos para amplificacion y se agrega 1 pl del
primer amplificado a cada tubo. Se incluye nuevamente un control negativo conteniendo 1
ul de agua destilada en lugar de muestra. Estos tubos se someten a los siguiente ciclos de
amplificacion

1 ciclo a 94 °C por 3 min.

45 ciclos de 94°c por 30 seg., 60°c por 30 seg. y 72°C por 90 seg.

1 ciclo de 72 °C por 9 min.

Finalmente las muestras son guardadas a 4°C hasta realizar la electroforesis.
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Electroforesis

Armar camara de electroforesis para geles de 10 x 12 ¢cm y de 0,7 mm de grosor,
aproxtmadamente, segun las indicaciones del proveedor.

7.

10.

11.

Mezclar las siguientes soluciones (cantidades para un gel):

Agua destilada 3.25 ml

Acril-Bis 6.6 ml

TBESX N 2.5ml

APS 65 ul (BioRad)

TEMED 12.5 ul

Vaciar la mezcla en la cdmara de electroforesis, evitando la formaciéon de burbujas, y
colocar la peineta para la formacion de los pozos para muestras, segin las indicaciones del
manual del aparato.

Lavar los pocillos con TBE 1X

Mezclar 5 ul de muestra con 3 ul de Tampon de Carga y cargar las muestras en los
pocillos del gel..

Terminar el armado de la camara, llenando recipientes inferior y superior con TBE,
conectar la fuente de poder con el polo positivo en la camara inferior y correr la
electroforesis por 1 hra 150 V.

Tincion.

5.

Retirar el gel de la camara y fijarlo en un recipiente con 50 ml de etanol-ac. acético
acético, diluido 10 veces por 20 minutos.

Retirar solucion fijadora y reemplazarla por 50 ml de solucion AgNO; diluida 100 veces,
manteniéndola por 20 minutos.

Retirar solucién de AgNO; y lavar el gel dos veces con agua destilada, agitando
suavemente y manteniendo el agua de lavado por solo 5 a 10 segundos.

Agregar la solucion de Revelado y mantener agitando hasta observar bandas bien tefiidas
(15 a 30 minutos).

S.- Fijar en etanol-ac. acético para detener la reaccion.
Una vez tefiido el gel debera verse como el ejemplo mostrado
M C+ 2 3 4 5 6 7  C(-) C(¥)

M.-

Marcador de Peso Molecular; C(-), Control negativo de amplificaciones; C(+), Control

positivo de amplificaciones; 2 a 7.- Muestras negativas.
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