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Resumen
Objetivo: Optimizar las condiciones de amplificación del gen B1 (35 copias en el genoma) para 
la detección de ADN de T.gondii en casos probables de toxoplasmosis cerebral. Materiales y mé-
todos: Se realizó extracción de ADN a partir de exudado peritoneal de ratones inoculados con la 
cepa RH de T. gondii obteniendo 17 mL con una concentración inicial de 1x107 parásitos/mL. Se 
optimizaron las condiciones de PCR del gen B1. Resultados: Se obtuvo amplificación de un frag-
mento de 132 pb a partir de ADN obtenido de diluciones seriadas desde 1x106 a 1x10-1 parásitos 
por mL, estableciéndose un límite de detección de 1 taquizoíto de T. gondii.
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Abstract 
Objective: This study aimed to optimize the conditions B1 gene amplification (35 copies in the 
genome) for the detection of. T gondii DNA in probable cases of cerebral toxoplasmosis. Mate-
rials y methods: DNA extraction was performed from the peritoneal exudate of mice inoculated 
with the RH strain of T. gondii obtaining an initial 17 mL to 1x107 parasites/mL. PCR conditions 
yielding B1 gene amplification of a fragment of 132 bp DNA obtained from serial dilutions from 
1x106 to 1x10-1 parasites per ml were optimized, setting a limit of detection of 1 T. gondii tachyzoite. 
Resulted: B1 gene amplification of a fragment of 132 bp DNA obtained from serial dilutions 
from 1x106 to 1x10-1 parasites per mL were optimized, setting a limit of detection of 1 T. gondii 
tachyzoite.
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Introducción 
La toxoplasmosis es una zoonosis mundial cu-
yos huéspedes definitivos son los felinos y como 
huéspedes intermediarios se encuentran el hombre 
y la mayoría de animales de sangre caliente (1). 
En el humano, la mayoría de las infecciones por              
T. gondii son subclínicas, sin embargo una infec-
ción severa puede ocurrir en los pacientes inmu-
nocomprometidos dentro de los que se encuentran 
los pacientes con VIH/SIDA y con tumores ma-
lignos (2). En los pacientes con SIDA, a pesar de 
la terapia antirretroviral, la toxoplasmosis cerebral 
(TC) es la infección oportunista más frecuente (3).

La optimización de las condiciones de amplifica-
ción por PCR para el gen B1 de T. gondii, permiti-
rá ser la base para realizar el diagnóstico molecular 
en pacientes con probable toxoplasmosis cerebral a 
través de la técnica de PCR en muestras biológicas 
de Liquido Cefalo Raquídeo (LCR) y sangre, ya 
que en Colombia, el diagnóstico de toxoplasmosis 
cerebral se realiza presuntivamente mediante ha-
llazgos clínicos, radiológicos, serológicos y la res-
puesta a la terapia anti-Toxoplasma (4). 

Es importante tener en cuenta que la mayoría de 
microorganismos que producen cuadros neuroló-
gicos en pacientes inmunosuprimidos (T. cruzi,                        
Cryptococcus neoformans, Esptein-Barr entre otros) 
también causan  sintomatología y se evidencian 
hallazgos radiológicos similares a los que se pre-
sentan en la TC, por lo que se resalta la impor-
tancia de realizar la PCR en LCR y sangre  para 
hacer diagnóstico diferencial de TC y formular el 
tratamiento adecuado para el paciente (5).

Materiales y métodos
Mantenimiento de la cepa RH de T. gondii en 
modelo animal
Se realizó el mantenimiento de la cepa de referen-
cia RH de T. gondii (ATCC 50174) a través de 
pases sucesivos en ratones de la cepa ICR-CD1, 
machos y hembras, de 18 a 20 días de edad, me-
diante la inoculación intraperitoneal con 0,3 mL 

de taquizoitos a una concentración de 1 x106  
parásitos/mL.

Se mantuvieron en el bioterio los animales ino-
culados, debidamente identificados, siguiendo las 
normas CICUAL (6). Se revisaron diariamen-
te para detectar cambios en el comportamien-
to como letargia e inactividad y cambios físicos 
como irritación ocular, hepato o esplenomegalia, 
piloerección que evidenciaron la infección por  
T. gondii dándose así punto final al experimento 
y mediante eutanasia de los ratones en cámara de 
CO2 recolectar, del exudado de éstos, un mínimo 
106 taquizoítos del parásito/mL.

Extracción de ADN parasitario
Se realizó la extracción del ADN parasitario a par-
tir del exudado peritoneal v/v con Clorhidrato de 
Guanidina, con una concentración de 1x106 pará-
sitos/mL, con el kit PureLinkTM Genomic DNA 
Kits, siguiendo las instrucciones del fabricante así: 
Se resuspendieron 200 µl de cada una de las mues-
tras (cepa de referencia RH de T. gondii ) en 200 µl 
de Solución Salina estéril, se adicionaron 20 µl de 
Proteinasa K a la muestra, no se adicionó RNAsa 
A a la muestra, porque puede producir inhibición, 
se mezcló suavemente con vórtex, se incubó por 2 
minutos a temperatura ambiente,  se adicionaron 
200 µl de PureLinkTM Genomic Lysis/Binding 
Buffer y se mezcló suavemente con vórtex. Se in-
cubó a 55°C por 10 minutos para promover la di-
gestión proteica. Se adicionaron 200 µl de etanol 
(96-100%) al lisado. Se mezcló suavemente con 
vórtex por 5 segundos.

Unión del ADN. Se tomó una columna Pure-
LinkTM Spin Column del paquete. Se adicionó el 
lisado obtenido en el paso anterior. Se centrifugó 
la columna a 10.000 g por 3 minutos a tempera-
tura ambiente. Se descartó el tubo colector y se 
transfirió la columna a un nuevo tubo colector.

Lavado de ADN. Se adicionaron 500 µl de Buffer 
de Lavado 1 a la columna. Se centrifugó la columna 
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a 10.000 g por 3 minutos a temperatura ambiente. 
Se descartó el tubo colector y se transfirió la co-
lumna a un nuevo tubo colector. Se adicionaron 
500 µl de Buffer de Lavado 2 a la columna. Se 
centrifugó la columna a máxima velocidad por 3 
minutos a temperatura ambiente.

Elución del ADN. Se transfirió la columna a un 
tubo eppendorf estéril de 1,5 ml. Se adicionaron 
100 µl de buffer de elución del kit. Se incubó a 
temperatura ambiente por 2 minutos. Se centrifu-
gó la columna a máxima velocidad por 3 minutos 
a temperatura ambiente. Se descartó la columna, 
el tubo colector es el que contiene el ADN. Se al-
macenó el ADN a -40°C.

Cuantificación de ADN. Se realizó la cuantifica-
ción del ADN obtenido mediante espectrofotó-
metro NanoDrop ™ 2000 utilizando 2 µl de la 
muestra conservando la tensión superficial y la 
estática entre dos fibras ópticas sin la necesidad 
de utilizar diluciones.

Optimización de la técnica de PCR.
Se realizaron los análisis moleculares con el ADN 
del parásito, extraído a partir de exudado perito-
neal de ratones inoculados cepa ICR-CD1.

Se utilizaron los oligonucleótidos reportados por 
Costa JM y Bretagne S (7) y tomando como base 
las condiciones de amplificación para el gen B1 in-
formadas por Reischi y col. (8), se optimizaron las 
temperaturas óptimas de hibridación (Tms) de los 
oligonucleótidos, el tamaño del fragmento espe-
rado, el tiempo de desnaturalización como el de 
extensión, el número de ciclos y el tiempo del ciclo 
de extensión final.

Determinación de la sensibilidad de la técnica de 
PCR para la detección del gen B1 de T. gondii
Se determinó la sensibilidad para la detección del 
gen B1 del parásito con diferentes concentraciones 
de ADN de la cepa RH de T. gondii. Para estable-
cer la concentración de ADN obtenida se realizó la 
cuantificación por espectrofotometría con el  NA-

NODROP 2000 y a partir de esta concentración 
se prepararon diluciones de 1x106 parásitos/mL, 
1x105 parásitos/mL, 1x104 parásitos/mL, 1x103 
parásitos/ml, 1x102 parásitos/ml, 1x101 parásitos/
mL, 1x100 parásitos/ml, 1x10-1 parásitos/mL; para 
determinar  la mínima cantidad de ADN detecta-
da por los oligonucleótidos del gen B1.

Ensayos de exclusividad de la técnica de PCR 
para la detección del gen B1 de T. gondii
Se determinó la especificidad de los oligonucleó-
tidos mediante la amplificación de ADN de otros 
microorganismos como Plasmodium falciparum, 
Trypanosoma cruzi y Leishmania braziliensis. 

Resultados
Luego de la extracción de ADN, se realizó la res-
pectiva cuantificación obteniéndose una concentra-
ción promedio de ADN parasitaria de 28.5ng/mL.
La mezcla de reacción para la amplificación del 
gen B1 fue optimizada así: GoTaq Hot Start Green 
Master Mix 1X, oligonucleótidos directo y reverso 
4 pM y 5 µl ADN para un volumen final de 25 
µl. Las condiciones de amplificación optimizadas 
para el gen B1 se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de amplificación para el gen B1 de T. 
gondii

CONDICIONES GEN B1
Ciclos 50 ciclos
Acondicionamiento 95°C / 10 minutos
Desnaturalización 95°C / 1 minuto
Anillamiento 56°C / 1 minuto
Extensión 72°C / 1 minuto
Extensión final 72°C / 10 minutos

La visualización del producto de amplificación, se 
realizó mediante una electroforesis en gel de agarosa 
(2%), teñido con Gel Red. 
En cuanto al límite de detección de PCR para detec-
ción de T. gondii la mínima concentración de ADN 
detectada por los oligonucleótidos del gen B1, corres-
ponde a la dilución 100, es decir a 1 taquizoíto de T. 
gondii. Figura 1.
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Figura 1. Límite de detección de PCR para detección de T. gon-
dii y especificidad mediante amplificación de ADN obtenido de 
otros microorganismos como P. falciparum y T. cruzi. 

Mediante los ensayos de exclusividad de la técnica 
de PCR para la detección del gen B1 de T. gondii 
se determinó la especificidad de los oligonucleóti-
dos mediante la amplificación de ADN obtenido 
de otros microorganismos como P. falciparum, T. 
cruzi y  L. braziliensis. Al amplificar el ADN de 
estos organismos con los oligonucleótidos para  
el gen B1 bajo las mismas condiciones de ampli-
ficación no se observó ninguna reacción cruzada. 
Figuras 1 y 2.

Figura 2. Especificidad de PCR para detección de T. gondii me-
diante la amplificación de diferentes diluciones de ADN de L. 
braziliensis.

Discusión 
La utilidad de los métodos biológicos molecula-
res ha sido investigada como herramienta comple-
mentaria del manejo clínico de afecciones como 
la toxoplasmosis cerebral. El uso de la técnica de 
PCR ha sido ampliamente recomendado para 
amplificar y posteriormente detectar el ADN de 
microorganismos en una variedad de líquidos y 
tejidos, particularmente aquellos que son difíci-
les para su detección directa por la complejidad 
de su aislamiento a partir de cultivos (9) o por el 
volumen reducido de la muestra, en cuyo caso ha 
demostrado ser muy útil (10). 

La técnica de PCR para la detección del gen B1 
de T. gondii, que se ha descrito puede ser utilizada 
para la confirmación diagnóstica de toxoplasmosis 
cerebral en muestras de sangre y LCR (11) la cual 
podría implementarse en los Laboratorios clínicos 
de Instituciones de Salud de tercer y cuarto nivel. 

A través de este trabajo se optimizaron las con-
diciones de una técnica de PCR que permite la 
detección de T. gondii. Por medio de los ensayos 
de límite de detección se pudo establecer que esta 
técnica es capaz de detectar mínimo un taquizoí-
to presente en la muestra examinada y mediante 
los ensayos de exclusión se determinó que no se 
presentan reacciones cruzadas con otro patógenos 
(como Virus Epstein Barr, Virus JC, T. cruzi o 
Criptococcus neoformans entre otros) (12) que pro-
ducen alteraciones cerebrales en pacientes inmu-
nosuprimidos, mostrando que el gen B1 es alta-
mente específico para T. gondii (13).
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