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RESUM 

9ƭ ǇǊŜǎŜƴǘ ǘǊŜōŀƭƭ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴ ŀ ǳƴ ŘƻŎǘƻǊŀǘ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀƭ ŜƴǘǊŜ ƭΩŜƳǇǊŜǎŀ {ǇƛƴǊŜŀŎǘ 

S.A.U., dedicada al desenvolupament i producció de reactius pel diagnòstic in 

vitro, i la Universitat de Vic ς ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŀǘ /ŜƴǘǊŀƭ ŘŜ /ŀǘŀƭǳƴȅŀΦ [ΩƻōƧŜŎǘƛǳ ŘŜ 

ƭΩŜǎǘǳŘƛ Ǿŀ ǎŜǊ ƭΩŜǎǘŀōƭƛƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ǇǊƻŎŞǎ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽ ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ ǊŜŎƻƳōƛƴŀƴǘǎ ŘŜ 

Toxoplasma gondii que foǎǎƛƴ ǵǘƛƭǎ ǇŜƭ ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ǊŜŀŎǘƛǳ ŘŜ 

serodiagnòstic de la toxoplasmosi. 

La toxoplasmosi és una zoonosi estesa amb un impacte important en pacients 

immunosuprimits i crítica en dones embarassades degut a la seva transmissió als 

fetus. La diagnosi per mètodes serològics depèn principalment del lisat heterogeni 

del paràsit Toxoplasma gondiiΣ ǉǳŜ Şǎ ŘƛŦƝŎƛƭ ŘΩŜǎǘŀƴŘŀǊŘƛǘȊŀǊ ƛ amb un alt cost de 

producció. En canvi, els antígens recombinants de Toxoplasma gondii son molt 

ǵǘƛƭǎ ǇŜǊ ƭŀ ŘŜǘŜŎŎƛƽ ŘΩŀƴǘƛŎƻǎǎƻǎ Ŝƴ ƳƻǎǘǊŜǎ ŘŜ sèrum i poden ser produïts de 

manera assequible en Escherichia coli. A més, els avenços en el sistema CRISPR-

Cas9 fŀŎƛƭƛǘŜƴ ƭΩŜŘƛŎƛƽ ŘŜƭ ƎŜƴƻƳŀ ŘŜ molts organismes, incloent Escherichia coli. 

Això permet generar soques de bacteris que produeixen antígens recombinants 

útils pel diagnòstic de malalties i amb avantatges potencials en termes de 

ǇǊƻŘǳŎŎƛƽ ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ ǉǳŀƴ Ŝǎ ŎƻƳǇŀǊŀ ŀƳō ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ ŘŜ ǎƻǉǳŜǎ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŘŜǎ 

amb plasmidi. 

En aquesta tesi es presenten soques recombinants dΩEscherichia coli que han estat 

generades, via transformació amb plasmidi o via edició genètica, per produir els 

antígens de Toxoplasma gondii SAG2, GRA2, tots dos, o la nova proteïna 

quimèrica SAG2-GRA2. També es demostra que aquests antígens son útils pel 

ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀƳŜƴǘ ŘΩƛƳƳǳƴƻŀǎǎŀƛƎǎΣ ǎŜƴǘ ƭŀ ǇǊƻǘŜƠƴŀ ǉǳƛƳŝǊƛŎŀ ƭŀ ǉǳŜ ƻōǘŞ els 

millors resultats.  
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RESUMEN 

El presente trabajo corresponde a un doctorado industrial entre la empresa 

Spinreact S.A.U., dedicada al desarrollo y producción de reactivos para el 

diagnóstico in vitro, y la Universitat de Vic ς Universitat Central de Catalunya. El 

objetivo del estudio fue el establecimiento de un proceso de producción de 

antígenos recombinantes de Toxoplasma gondii que fueran útiles para el 

desarrollo de un reactivo de serodiagnóstico de la toxoplasmosis. 

La toxoplasmosis es una zoonosis extendida con un impacto importante en 

pacientes inmunosuprimidos y crítica en mujeres embarazadas debido a su 

transmisión a los fetos. La diagnosis por métodos serológicos depende 

principalmente del lisado heterogéneo del parásito Toxoplasma gondii, que es 

difícil de estandarizar y con un alto coste de producción. En cambio, los antígenos 

recombinantes de Toxoplasma gondii son muy útiles para la detección de 

anticuerpos en muestras de suero y pueden ser producidos de manera asequible 

en Escherichia coli. Además, los avances en el sistema CRISPR-Cas9 facilitan la 

edición del genoma de muchos organismos, incluyendo Escherichia coli. Esto 

permite conseguir cepas de bacterias que producen antígenos recombinantes 

útiles para el diagnóstico de enfermedades y con ventajas potenciales en términos 

de producción de antígenos cuando se compara con la expresión de cepas 

transformadas con plásmido. 

En esta tesis se presentan cepas de Escherichia coli que se han generado, vía 

transformación con plásmido o vía edición genética, para producir los antígenos 

de Toxoplasma gondii SAG2, GRA2, ambos, o la nueva proteína quimérica SAG2-

GRA2. También se demuestra que estos antígenos son útiles para el desarrollo de 

inmunoensayos, siendo la proteína quimérica la que obtiene mejores resultados.  
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SUMMARY 

This work corresponds to an industrial doctorate between the company Spinreact 

S.A.U., devoted to the development and production of reagents for in vitro 

diagnosis, and the University of Vic - Central University of Catalonia. The aim of 

the study was the establishment of a production process of Toxoplasma gondii 

recombinant antigens that would be useful for the development of a 

serodiagnosis reagent. 

Toxoplasmosis is a widespread zoonosis with an important impact on 

immunocompromised people and critical in pregnant women because of its 

transmission to the fetuses. Diagnosis by serological methods mainly relies on 

heterogeneous Toxoplasma gondii lysates, which is hard to standardize and with 

high cost. Recombinant Toxoplasma gondii antigens are very useful for antibody 

detection in serum samples and they can be produced affordably in Escherichia 

coli. Besides, the breakthrough of the CRISPR-Cas9 system facilitates genome 

editing in many organisms, including Escherichia coli. This has allowed establishing 

bacteria strains that produce recombinant antigens useful for disease diagnosis 

and with potential advantages in terms of antigen production when compared 

with expression from plasmid-transformed strains. 

Here in this dissertation, it is presented strains of Escherichia coli that have been 

generated, by plasmid transformation or by genome editing, to produce the 

Toxoplasma gondii antigens SAG2, GRA2, both or the novel chimeric protein 

SAG2-GRA2. Also, it is shown that such antigens are useful in immunoassay 

development, being the chimeric protein the one with better results. 

  



6 
 
 

 

 

 

  



7 
 
 

 

 

TAULA DE CONTINGUTS 

Resum ..................................................................................................................... 3 

Resumen ................................................................................................................. 4 

Summary ................................................................................................................. 5 

1. Introducció ........................................................................................................ 12 

1.1 Toxoplasmosi .......................................................................................................... 12 

1.1.1 Organisme i cicle de vida ................................................................................. 13 

1.1.2 Epidemiologia i patologia ................................................................................ 16 

1.1.3 Diagnosi ........................................................................................................... 18 

1.1.4 Antígens recombinants en immunoassaigs ..................................................... 21 

1.2 Edició genètica ........................................................................................................ 24 

1.2.1 Edició genètica a través del tall DSB en el DNA ............................................... 24 

1.2.2 CRISPR-Cas9 ..................................................................................................... 26 

1.2.3 Sistema de dos plasmidis en Escherichia coli .................................................. 29 

2. Objectius ........................................................................................................... 34 

3. Materials i Mètodes.......................................................................................... 36 

3.1 Materials ................................................................................................................. 36 

3.1.1 Equips i aparells ............................................................................................... 36 

3.1.2 Software ........................................................................................................... 38 

3.1.3 Reactius químics .............................................................................................. 38 

3.1.4 Medis, solucions i tampons ............................................................................. 39 

3.1.5 Kits i enzims ..................................................................................................... 41 

3.1.6 Plasmidis .......................................................................................................... 42 

3.1.7 Línies cel·lulars ................................................................................................. 42 

3.1.8 DNA genòmic ................................................................................................... 42 

3.1.9 Anticossos i sèrums.......................................................................................... 43 

3.2 Mètodes .................................................................................................................. 44 



8 
 
 

 

 

3.2.1 Preparació del DNA genòmic de Toxoplasma gondii i dels plasmidis pCas ς 

pTargetF .................................................................................................................... 44 

3.2.2 Amplificació per PCR ........................................................................................ 44 

3.2.3 9ƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ ......................................................................... 45 

3.2.4 Reaccions enzimàtiques ................................................................................... 46 

3.2.5 Protocol de cèl·lules competents .................................................................... 47 

3.2.6 Transformació bacteriana ................................................................................ 48 

3.2.7 Cultiu bacterià .................................................................................................. 49 

3.2.8 Electroforesi en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) .......................................... 50 

3.2.9 Solubilització de proteïnes recombinants ....................................................... 50 

3.2.10 Purificació de proteïnes recombinants amb Ni-NTA ..................................... 51 

3.2.11 Precipitació de proteïnes amb TCA................................................................ 52 

3.2.12 Western blot .................................................................................................. 52 

3.2.13 Quantificació de proteïnes ............................................................................ 53 

3.2.14 Càlcul de productivitat ................................................................................... 53 

3.2.15 Extracció de DNA genòmic ............................................................................. 53 

3.2.16 Precipitació de DNA ....................................................................................... 54 

3.2.17 Edició genètica ............................................................................................... 54 

3.2.18 Cribratge blau ς blanc .................................................................................... 55 

3.2.19 Pes humit i pes sec cel·lular ........................................................................... 55 

3.2.20 Emmagatzematge a llarg termini amb glicerol .............................................. 56 

3.2.21 Sensibilització del làtex i immunoturbidimetria ............................................ 56 

3.2.22 Immunoassaig enzimàtic (ELISA) ................................................................... 57 

4. Resultats ........................................................................................................... 59 

4.1 Generació de soques transformades amb plasmidi ............................................... 59 

4.1.1 Selecció dels antígens de Toxoplasma gondii .................................................. 59 

4.1.2 Generació dels cassettes ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ .............................................................. 61 

4.2 Producció de proteïna recombinant en soques transformades amb plasmidi ...... 67 

пΦнΦм 5ŜǘŜǊƳƛƴŀŎƛƽ ŘΩǳƴ ǇǊƻǘƻŎƻƭ ŘŜ ǇǳǊƛŦƛŎŀŎƛƽ ŀŘƛŜƴǘ .......................................... 67 

4.2.2 Optimització de les condicions de upstream ................................................... 74 

4.2.3 Scale-up i quantificació de proteïna ................................................................ 80 



9 
 
 

 

 

4.3 Generació de soques editades genèticament ........................................................ 84 

4.3.1 Establiment del sistema CRISPR-Cas9 .............................................................. 84 

4.3.1.1 Generació dels pTarget ............................................................................ 84 

4.3.1.2 Generació dels DNA donadors ................................................................. 87 

4.3.2 Edició genètica ................................................................................................. 95 

4.3.2.1 Edicions dirigides als loci cadA, fecA, lacZ, ompA i ybbD......................... 95 

пΦоΦнΦн 9ǎǘŀōƭƛƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ƴƻǳ ǇǊƻǘƻŎƻƭ ŘŜ ŎŝƭϊƭǳƭŜǎ ŎƻƳǇŜǘŜƴǘǎ ....................... 107 

4.3.2.3 Modificacions a les edicions i nou locus panD ...................................... 109 

4.3.2.4 Transformació amb pTarget-Ø .............................................................. 113 

4.3.3 Curing dels plasmidis pTarget ς Ǉ/ŀǎ ƛ Ŝǎǘŀōƛƭƛǘŀǘ ŘŜ ƭΩŜŘƛŎƛƽ ........................ 114 

4.4 Producció de proteïna recombinant en soques editades genèticament ............. 116 

4.4.1 Diferències en la producció de biomassa i de proteïna recombinant entre 

soques ..................................................................................................................... 116 

4.4.2 Purificació proteica i quantificació ................................................................ 118 

4.5 Funcionalitat dels antígens recombinants ............................................................ 122 

пΦрΦм ¢Ŝǎǘ ŘΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ Ŝƴ ƭŁǘŜȄ ǇŜǊ ǘǳǊōƛŘƛƳŜǘǊƛŀ ................................................ 122 

4.5.2 Test ELISA ....................................................................................................... 127 

5. Discussió ......................................................................................................... 130 

5.1 Generació de soques transformades amb plasmidi ............................................. 130 

5.2 Producció de proteïna recombinant en soques transformades amb plasmidi .... 131 

5.3 Generació de soques editades genèticament ...................................................... 134 

5.4 Producció de proteïna recombinant en soques editades genèticament ............. 138 

5.5 Funcionalitat dels antígens recombinants ............................................................ 139 

6. Conclusions i propostes de futur .................................................................... 142 

Referències bibliogràfiques ................................................................................ 144 

NƴŘŜȄ ŘΩŀōǊŜǾƛŀǘǳǊŜǎ ........................................................................................... 160 

Índex de figures .................................................................................................. 163 

Índex de taules ................................................................................................... 169 

Annex .................................................................................................................. 172 



10 
 
 

 

 

Primers ........................................................................................................................ 172 

Resultats de seqüenciació .......................................................................................... 177 

Publicació indexada vinculada a la tesi (en premsa) .................................................. 191 

Agraïments ......................................................................................................... 219 

 

  



11 
 
 

 

 

 

  



12 
 
 

 

 

1. INTRODUCCIÓ 

9ƭǎ ŘƻŎǘƻǊŀǘǎ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀƭǎ ǘŜƴŜƴ ƭΩƻōƧŜŎǘƛǳ ŘŜ ŎƻƴǘǊƛōǳƛǊ ŀ ƭŀ ŎƻƳǇŜǘƛǘƛǾƛǘŀǘ ƛ ŀ ƭŀ 

internacionalització de les empreses mitjançant la captació de talent i la formació 

de ŘƻŎǘƻǊǎ Řƛƴǎ ŘŜ ǇǊƻƧŜŎǘŜǎ ŘΩwҌ5ҌLΦ ¦ƴ ŘŜƭǎ ŜƭŜƳŜƴǘǎ ŜǎǎŜƴŎƛŀƭǎ ǇŜǊ ƭŜǎ 

empreses és el fet de poder col·laborar amb grups o centres de recerca 

capdavanters i poder accedir als seus equipaments i infraestructures per 

desenvolupar projectes de recerca estratègics. A més, els doctorats industrials 

permeten generar sinergies i actuen com a pont ǇŜǊǉǳŝ ƭΩŜƴǘƻǊƴ ǳƴƛǾŜǊǎƛǘŀǊƛ ǇǳƎǳƛ 

ǘǊŀƴǎŦŜǊƛǊ Ŝƭ ǎŜǳ ŎƻƴŜƛȄŜƳŜƴǘ ŀ ƭΩŜƴǘƻǊƴ ǇǊƻŘǳŎǘƛǳΦ 

!ǉǳŜǎǘ ǇǊƻƧŜŎǘŜ ŘŜ ŘƻŎǘƻǊŀǘ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀƭ Ǿŀ ǎŜǊ ǳƴŀ ƛƴƛŎƛŀǘƛǾŀ ŘŜ ƭΩŜƳǇǊŜǎŀ {ǇƛƴǊŜŀŎǘ 

S.A.U., dedicada al desenvolupament i producció de reactius pel diagnòstic in 

vitro, amb la col·laboració de la Universitat de Vic ς Universitat Central de 

Catalunya. Actualment, Spinreact S.A.U. té entre els seus productes el kit Toxo-

[ŀǘŜȄΣ ǉǳŜ Şǎ ǳƴ ŀǎǎŀƛƎ ŘΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ ǉǳŜ ǇŜǊƳŜǘ ŘƛǎŎǊƛƳƛƴŀǊ ǾƛǎǳŀƭƳŜƴǘ ǇŀŎƛŜƴǘǎ 

positius i negatius de ƭŀ ǘƻȄƻǇƭŀǎƳƻǎƛΦ [ŀ ƛƴǘŜƴŎƛƽ ŘΩŀǉǳŜǎǘ ǇǊƻƧŜŎǘŜ ŘŜ ǊŜŎŜǊŎŀ ŜǊŀ 

estudiar la producció de matèries primeres alternatives que possibilitessin el 

desenvolupament de nous reactius de diagnòstic de la toxoplasmosi sense 

ŘŜǇŜƴŘǊŜ ŘΩŜƳǇǊŜǎŜǎ ŜȄǘŜǊƴŜǎΣ ƛ ŀƛȄƝ ǎǳōǎǘƛtuir el reactiu de la toxoplasmosi 

actual la producció del qual és externa. 

1.1 TOXOPLASMOSI 

La toxoplasmosi és una malaltia zoonòtica de distribució mundial causada per 

Toxoplasma gondii, un protozou que es desenvolupa com a paràsit intracel·lular 

obligat o holoparàsit. Els paràsits obligats depenen totalment ŘŜ ƭΩƘƻǎǘŜΣ ǎƻǾƛƴǘ 

vivint en estat simbiòtic, per tant, no poden completar el seu cicle de vida i no 
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ǇƻŘŜƴ ǎƻōǊŜǾƛǳǊŜ ǎŜƴǎŜ ƭΩƘƻǎǘŜΦ 9ƭ T. gondii afecta gairebé a tots els animals de 

ǎŀƴƎ ŎŀƭŜƴǘŀΣ ǎŜƴǘ ŎŀǇŀœ ŘΩŜƴǾŀƛǊ ƛ ƳǳƭǘƛǇƭƛŎŀǊ-se en qualsevol cèl·lula (Tenter et 

al., 2000; Dubey, 2016). 

Malgrat aquesta malaltia parasitària sol ser asimptomàtica o amb símptomes lleus 

inespecífics en adults immunocompetents, és necessari diagnosticar a temps les 

ƛƴŦŜŎŎƛƻƴǎ ǊŜŎŜƴǘǎ Ƨŀ ǉǳŜ ƭŀ ǘǊŀƴǎƳƛǎǎƛƽ ŘΩŀǉǳŜǎǘ ƻǊƎŀƴƛǎƳŜ ŘŜǎ ŘŜ ƭŜǎ ŘƻƴŜǎ 

embarassades als fetus suposa un risc important pel nounat (Mombrò et al., 

2003). 

{ΩƘŀƴ ŘŜǎŎǊƛǘ ǘǊŜǎ ǎƻǉǳŜǎ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭs i diverses formes recombinants de T. gondii 

amb virulència i distribució geogràfica variables. El tipus I, juntament amb les 

formes recombinants, es consideren els més virulents, és a dir, amb els nivells més 

alts de parasitèmia, mentre que els tipus II i III han mostrat menys agressivitat en 

estudis amb ratolins (Howe i Sibley, 1995; Saeij et al., 2005). 

1.1.1 ORGANISME I CICLE DE VIDA 

El paràsit protozou T. gondii, que pertany al fílum Apicomplexa (família 

Sarcocystidae, subfamília Toxoplasmatidae), va ser descrit per primer cop al 1908 

per Nicolle i Manceaux present en un rosegador nord-africà anomenat 

Ctenodactylus gondii (Mombrò et al., 1995). Té un cicle biològic complex amb tres 

formes parasitàries; els trofozoïts o taquizoïts, que són mòbils i de forma 

arquejada gràcies a la qual rep el seu nom ja que άǘƻȄƻέ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀ άŀǊŎέ Ŝƴ ƎǊŜŎΣ Ŝƭǎ 

oòcits o esporozoïts, i els cists o bradizoïts (Dubey et al., 1998). 

El trofozoït o taquizoït, que és la seva forma replicativa, té entre 5 i 8 µm de 

ƭƻƴƎƛǘǳŘ ƛ ŜƴǘǊŜ н ƛ о ҡƳ ŘΩŀƳǇƭŀŘŀΣ ƛ ƴƻǊƳŀƭƳŜƴǘ ŜƴǾŀŜƛȄ ƳŀŎǊƼŦŀƎǎ ƻ ŎŝƭϊƭǳƭŜǎ 

epitelials. Les immunoglobulines específiques del sèrum IgM i IgG indueixen 

ƭΩƻǇǎonització i fagocitosi del taquizoït per la qual cosa no és fàcil trobar-los 

després de 7 ς мл ŘƛŜǎ ŘŜǎ ŘŜ ƭŀ ǇǊƛƳŜǊŀ ƛƴŦŜŎŎƛƽ ǉǳŀƴ ǎƽƴ ŀ ƭŀ ŦŀǎŜ ŀƎǳŘŀΦ [ΩƻƼŎƛǘΣ 
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ǉǳŜ ƎŜƴŜǊŀƭƳŜƴǘ Ŝǎ ǘǊƻōŀ ŀ ƭŜǎ ŦŜƳǎ ŘŜ Ǝŀǘ ƛ ǇǊŜǎŜƴǘŀ ǳƴ ŘƛŁƳŜǘǊŜ ŘΩŜƴǘǊŜ мл ƛ мр 

µm, és la forma ŘŜ ǊŜǎƛǎǘŝƴŎƛŀ ŀ ƭΩŀƳōƛŜƴǘ ŜȄǘŜǊƴ ƛ ŎƻƴǘŞ ǳƴ ǇŀǊŜƭƭ ŘΩŜǎǇƻǊƻōƭŀǎǘǎ 

que alhora contenen quatre esporozoïts cadascun. Per últim, els cists parasiten 

diferents cèl·lules del cos, principalment en els sistemes musculars del cervell i de 

ƭΩǳƭƭΦ ¢ŜƴŜƴ ǳƴ ŘƛŁƳŜǘǊŜ ŘΩŜƴǘǊŜ рл ƛ нлл ҡƳ ƛ ŎƻƴǘŜƴŜƴ ŎŜƴǘŜƴŀǊǎ ŘŜ ōǊŀŘƛȊƻƠǘǎΦ 

Aquests cists ŎƻƴǎǘƛǘǳŜƛȄŜƴ ƭŀ ŦƻǊƳŀ ŘŜ ǊŜǎƛǎǘŝƴŎƛŀ ŀ ƭΩŀƳōƛŜƴǘ ƛƴǘŜǊƴ gràcies a 

ƭΩŜƳōƻƭŎŀƭƭ ǉǳŜ ǇŜǊƳŜǘ ƭΩƛƴǘŜǊŎŀƴǾƛ ŘŜ ƴǳǘǊƛŜƴǘǎ (Montoya i Liesenfeld, 2004; 

Robert-Gangneux i Dardé, 2012). 

El T. gondii pot dur a terme un cicle vital en un únic hoste o bé en diversos hostes. 

En el primer cas, ƭΩƘƻǎǘŜ ǎƽƴ Ŝƭǎ Ǝŀǘǎ ƻ ŀƭǘǊŜǎ ŦŝƭƛŘǎΣ ƳŜƴǘǊŜ ǉǳŜ Ŝƴ Ŝƭ ǎŜƎƻƴ Ŏŀǎ Ƙƛ 

ha un hoste definitiu, que són els fèlids, i un hoste intermediari que poden ser 

diverses espècies de mamífers, com ara els humans, els rosegadors o els ocells 

(Montoya i Liesenfeld, 2004). 

Els humans es poden infectar mitjançant diversos mecanismes de transmissió, 

ŎƻƳ ŀǊŀ ƭŀ ƛƴƎŜǎǘŀ ŘŜ ƳŜƴƧŀǊ ŎǊǳ ƻ ǇƻŎ ŎǳƛǘΣ ƭŀ ƛƴƎŜǎǘŀ ŘΩŀƛƎǳŀ Ŏƻƴtaminada, a 

través de la ruta oro-ŦŜŎŀƭ ŘŜǎǇǊŞǎ ŘΩǳƴŀ ŎƻƴǘŀƳƛƴŀŎƛƽ ŀƳō ŦŜƳǎ ŘŜ ŦŝƭƛŘǎΣ ƻΣ ǘƻǘ 

i que menys habitualΣ ŀ ǘǊŀǾŞǎ ŘŜ ƭŀ ǇƭŀŎŜƴǘŀ ƛ Ŝƭǎ ǘǊŀƴǎǇƭŀƴǘŀƳŜƴǘǎ ŘΩƼǊƎŀƴǎ ƻ ƭŜǎ 

transfusions de sang de pacients infectats (Bowie et al., 1997; Tenter et al., 2000). 

¢ƻǘŜǎ ŀǉǳŜǎǘŜǎ ǾƛŜǎ ŘŜ ǘǊŀƴǎƳƛǎǎƛƽ ǘŜƴŜƴ ŎƻƳ ŀ ŎƻƴǎŜǉǸŝƴŎƛŀ ƭΩŀǊǊƛōŀŘŀ ŘŜƭǎ 

ǇŀǊŁǎƛǘǎ ŀ ƭΩƛƴǘŜǎǘƝ ƘǳƳŁΦ ¦ƴ ǾŜƎŀŘŀ ŀ ƭŀ ƳǳŎƻǎŀ ƛƴǘŜǎǘƛƴŀƭΣ ƛ ŀ ǘǊŀǾŞǎ ŘŜ ƭŀ 

circulació sanguínia, els paràsits poden arribar a qualsevol òrgan o teixit sent els 

més freqüents el múscul ocular i el sistema nerviós central, però mai infectant 

ƭΩƛƴǘŜǎǘƝ ƻ ƭŜǎ ŎŝƭϊƭǳƭŜǎ ǎŀƴƎǳƝƴƛŜǎΦ 

Quan els paràsits envaeixen diferents cèl·lules comencen una fase coneguda com 

a fase proliferativa, en la qual es divideixen ràpidament i reben el nom de 

taquizoïts. Un cop la cèl·lula hoste envaïda no pot contenir més taquizoïts, es 

trenca la membrana i allibera taquizoïts començant la parasitació de noves 
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cèl·lules i òrgans on continuen dividint-se ràpidament. El paràsit prolifera fins que 

el sistema immunitari presenta una resposta destinada a reduir la velocitat 

ŘΩŀǉǳŜǎǘŀ ŦŀǎŜΦ 5ŜǎǇǊŞǎ ŘŜ ƭŀ ǊŜǎǇƻǎǘŀ ƛƳƳǳƴƛǘŁǊƛŀ, els paràsits es divideixen més 

lentament i desenvolupen una coberta cística protectora formant els cists de T. 

gondiiΦ ! ƭΩƛƴǘŜǊƛƻǊ ŘΩŀquests cists hi ha els paràsits dividint-se lentament, 

anomenats bradizoïts, els quals es caracteritzen en aquesta nova fase cística per 

mantenir-se actius durant un llarg període de temps o, fins i tot, per tota la vida 

ŘŜ ƭΩƘƻǎǘŜ deixant una senyal immunitària basal ŀ ƭΩƛƴŘƛǾƛŘǳ ƛƴŦŜŎǘŀǘ όFigura 1; 

Montoya i Liesenfeld, 2004). 

 

Figura 1. El cicle vital de T. gondii. Les tres formes resultants de les tres vies de 
reproducció, trofozoïts, oocists i cists, poden envair una cèl·lula hoste i continuar el cicle 
vital. La fase sexual es desenvolupa exclusivament en les cèl·lules epitelials dels fèlids que 
ǎƽƴ ƭΩƘƻǎǘŜ ŘŜŦƛƴƛǘƛǳ, i la fase asexual es desenvolupa en els teixits dels mateixos fèlids i 
ŘΩŀƭǘǊŜǎ ƘƻǎǘŜǎ considerats intermediaris, com ara els ocells i els humans (Robert-
Gangneux i Dardé, 2012). 
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1.1.2 EPIDEMIOLOGIA I PATOLOGIA 

La toxoplasmosi és la zoonosi endèmica amb més prevalença del món ja que 

aproximadament el 30 % de la població mundial està infectada amb Toxoplasma 

(Dubey, 2016). Els estudis epidemiològics mostren que existeix una amplia 

variació en la prevalença de la infecció segons la distribució geogràfica i, per tant, 

que està relacionada amb factors ambientals, hàbits culturals i estatus 

socioeconòmic. Per exemple, en climes càlids i secs hi ha una baixa incidència de 

la toxoplasmosi, mentre que en climes temperats i humits la incidència 

ǎΩƛƴŎǊŜƳŜƴǘŀΦ [Ŝǎ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŜǎ ǇŜǊ ǎƻōǊŜ ŘŜƭǎ сл °C o per sota dels 20 °C poden 

destruir els cists de bradizƻƠǘǎΣ ǉǳŜ ǎƽƴ ƭŀ ŦƻǊƳŀ ƳŞǎ Ƙŀōƛǘǳŀƭ ŘΩƛƴŦŜŎŎƛƽ Ŝƴ 

humans. En països desenvolupats com els Estats Units, la seroprevalença és de 

ƭΩммΣмп ҈Σ ƳŜƴǘǊŜ ǉǳŜ ŀ ƭΩLǊŀƴ pot arribar al 40 % i al Brasil a més del 50 % (Dubey 

et al., 2012; Jones et al., 2018; Malary et al., 2018). La seroprevalença a Espanya 

ƴƻ ŜǎǘŁ ōŜƴ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀŘŀΣ ǾŀǊƛŀƴǘ ŜƴǘǊŜ ƭΩмм ƛ Ŝƭ ну ҈ ǎŜƎƻƴǎ ŘƛŦŜǊŜƴǘǎ ŜǎǘǳŘƛǎ όhǊȅ 

Manchón, 2009; Baquero-Artigao et al., 2013), i a Catalunya es troba al 28,6 % 

(Muñoz Batet et al., 2004). 

La toxoplasmosi és una infecció parasitària amb un ampli espectre de símptomes 

clínics, des de asimptomàtics fins a condicions severes i potencialment mortals. 

Tot i que, com el 90 % dels casos presenten infecció asimptomàtica o símptomes 

lleus, la majoria de pacients no es diagnƻǎǘƛǉǳŜƴΦ {ΩƘŀƴ ŘŜǎŎǊƛǘ Řƻǎ ǘƛǇǳǎ ŘŜ 

malaltia en funció de la seva transmissibilitat, la toxoplasmosi congènita i la 

toxoplasmosi adquirida. I dos tipus més en funció de la fase de la malaltia, la 

toxoplasmosi aguda i la toxoplasmosi crònica. 

La toxoplasmosi congènita és la forma més habitual de la malaltia i, per aquesta 

raó, un diagnòstic precoç és extremadament necessari per evitar el risc de 

transmissió al fetus. La transmissió transplacentària pot donar-se durant els nou 

mesos de gestació. El dany és més sever quan la transmissió es dona durant el 
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primer trimestre comportant un part prematur, ceguera, malformacions 

neonatals o avortament, però la transmissió sol ser més freqüent durant el tercer 

trimestre quan la malaltia és menys perillosa (Gilbert et al., 2013; Jones et al., 

2003). A més, la infecció crònica materna no està associada a la malaltia 

congènita. La incidència de la toxoplasmosi congènita ǎΩƘŀ ŜǎǘƛƳŀǘ Ŝƴ лΣм ҉ ŀƭǎ 

Estats Units (Guerina, 1994) i Ŝƴ мΣф ҉ a Espanya (Baquero-Artigao et al., 2013). 

Per altra banda, en el cas de la toxoplasmosi adquirida, el sistema immunològic 

ŘŜƭ ǇŀŎƛŜƴǘ ƧǳƎŀ ǳƴ ǇŀǇŜǊ ŎƭŀǳΦ /ƻƳ ǎΩƘŀ ŜȄǇƭƛŎŀǘ ǇǊŝǾƛŀƳŜƴǘΣ Ŝƴ ǇŀŎƛŜƴǘǎ 

immunocompetents la malaltia sol cursar asimptomàtica. Però la toxoplasmosi 

adquirida eƴ ǇŀŎƛŜƴǘǎ ƛƳƳǳƴƻŎƻƳǇǊƻƳŜǎƻǎΣ ŎƻƳ Ŝƭǎ ŘŜ {L5!Σ Ŝƭǎ ŘΩǳƴ 

transplantament o els de quimioteràpia, pot ser causa de mort. Quan la immunitat 

dΩŀǉǳŜǎǘǎ pacients cau, la parasitació es reactiva com a conseqüència de la 

ruptura dels cists, alliberant els bradizoïts i envaint noves cèl·lules on tornen a 

adquirir el caràcter de taquizoïts multiplicant-se ràpidament. Aquest procés 

explica perquè la malaltia es manté en fase aguda en les persones 

immunocompromeses causant contínuament la destrucció cel·lular. Els òrgans 

principals de disseminació són el sistema nerviós central, el cor, el fetge i els 

pulmons, on la resposta immunològica és limitada, causant lesions cel·lulars 

extenses que comporten miocarditis, pneumònia intersticial, encefalitis severa o, 

fins i tot, malalties neuropsiquiàtriques com el trastorn bipolar o la depressió 

(Henriquez et al., 2009; Pereira-Chioccola et al., 2009). 

En la toxoplasmosi aguda, que és la primera fase de la malaltia, es produeix una 

rapida proliferació dels taquizoïts en un gran número de cèl·lules hoste destruint-

les i, conseqüentment, causant un procés inflamatori. El paràsit continua 

multiplicant-se ràpidament fins que hi ha una resposta immunològica a 

ƭΩƻǊƎŀƴƛǎƳŜ ƘƻǎǘŜ ŘǳǊŀƴǘ ǳƴ ǇŜǊƝƻŘŜ ŘΩƛƴŎǳōŀŎƛƽ ŘŜ мл ς 14 dies. La malaltia 

normalment remet autolimitant-se després de 3 o 4 setmanes, però existeixen 
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casos crònics amb conseqüències significatives (Montoya i Liesenfeld, 2004). En 

la toxoplasmosi crònica, els bradizoïts es divideixen lentament i formen els cists 

del paràsit als òǊƎŀƴǎ ƛ ǘŜƛȄƛǘǎ ŘŜƭ ƘƻǎǘŜ ŘǳǊŀƴǘ ƭΩŀƴƻƳŜƴŀŘŀ ŦŀǎŜ ŎƝǎǘƛŎŀΦ !ǉǳŜǎǘŀ 

fase sovint és asimptomàtica, al contrari de la fase aguda, i pot durar mesos o 

anys. 

1.1.3 DIAGNOSI 

La diagnosi de la toxoplasmosi pot arribar a ser un repte ja que és difícil distingir 

entre la infecció aguda i la infecció crònica. La toxoplasmosi es pot detectar per 

mètodes directes o indirectes. Els mètodes directes consisteixen en la 

visualització del paràsit a la mostra del pacient, que ƴƻƳŞǎ ǎΩǳǘƛƭƛǘȊa com a mètode 

de confirmació ja que compta amb un baix rendiment, o bé en la diagnosi 

molecular per PCR, que detecta el DNA del paràsit T. gondii però que encara no 

és una tècnica estandarditzada i comporta un cost massa alt. Per aquesta raó, la 

toxoplasmosi es detecta rutinàriament mitjançant mètodes indirectes, també 

anomenats serològics, que en molts casos es combinen per obtenir un diagnòstic 

complet (Montoya, 2002; Remington et al., 2004; Bourdin et al., 2014). 

[ŀ ŘƛŀƎƴƻǎƛ ǎŜǊƻƭƼƎƛŎŀ Ŝǎ ōŀǎŀ Ŝƴ ƭŀ ŘŜǘŜŎŎƛƽ ŘΩŀƴǘƛŎƻǎǎƻǎ ŜǎǇecífics contra T. 

gondii. Entre els mètodes serològics més importants es troba el test de Sabin i 

Feldman (test SF), també conegut com a dye test (DT), que va ser el primer test 

fet servir per diagnosticar la toxoplasmosi (Sabin i Feldman, 1948). A més, és un 

ǘŜǎǘ ŀƳō ŀƭǘŀ ǎŜƴǎƛōƛƭƛǘŀǘ ƛ ŜǎǇŜŎƛŦƛŎƛǘŀǘΣ ǘƻǘ ƛ ǉǳŜ ŀŎǘǳŀƭƳŜƴǘ ƴƻƳŞǎ ǎΩǳǘƛƭƛǘȊŀ ŎƻƳ 

a mètode de referència. Altres mètodes indirectes en els que es basen productes 

que es troben al mercat ǎƽƴ ƭΩƘŜƳŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ ƛƴŘƛǊŜŎǘŀ όLI!ύΣ ƭŀ 

immunofluorescència iƴŘƛǊŜŎǘŀ όLLCύΣ ƭΩƛƳƳǳƴƻŀǎǎŀƛƎ ŜƴȊƛƳŁǘƛŎ ό9[L{!ύ ƻ 

ƭΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ Ŝƴ ƭŁǘŜȄ ό[!¢ύΣ ǉǳŜ ǎΩǳǘƛƭƛǘȊŜƴ ƘŀōƛǘǳŀƭƳŜƴǘ ǇŜǊ ŎǊƛōǊŀǘƎŜǎ ǎŜǊƻƭƼƎƛŎǎ 

de la toxoplasmosi (Taula 1; Ybañez et al., 2020).  
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Taula 1. Comparació dΩŀǎǎŀƛƎǎ de diagnòstic de la toxoplasmosi. 

Assaig diagnòstic Avantatges Desavantatges 

Microscòpia òptica 

- Alta sensibilitat i 
especificitat 

- Mètodes de 
referència 

- Repetibilitat de 
resultats 

- bŜŎŜǎǎƛǘŀǘ ŘΩǳƴ 
microscopi 

- Difícil obtenció de 
mostres 

- Lents i no-
automatitzables 

- Alt cost 
 

Sabin-Feldman 

Immunofluorescència 
indirecta 

Hemaglutinació 
indirecta 

- Més mostres/hora 
que la microscòpia 

- Inestabilitat 
ŘΩŜǊƛǘǊƼŎƛǘǎ 

- Difícil obtenció 
ŘΩantígens 

- Baixa especificitat 

Aglutinació en làtex 
- Més mostres/hora 

que la microscòpia 
- Automatitzable 

- Difícil obtenció 
ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ 

- Qualitat variable 
depenent dels 
antígens ELISA 

 

La majoria dels tests de diagnòstic que es troben al mercat utilitzen dues 

ŜǎǘǊŀǘŝƎƛŜǎΥ ƭΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ indirecta ƻ ƭΩƛƳƳǳƴƻŀǎǎŀƛƎ ŜƴȊƛƳŁǘƛŎ indirecte. 

Els tests ŘΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ indirectaΣ ƛ ƳŞǎ ŎƻƴŎǊŜǘŀƳŜƴǘ Ŝƭǎ ŘΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ Ŝƴ ƭŁǘŜȄ ŎƻƳ 

el Toxo-Latex que actualment ven Spinreact S.A.U., requereixen de partícules de 

ƭŁǘŜȄ ǊŜǾŜǎǘƛŘŜǎ ŀƳō ŀƴǘƝƎŜƴǎ ŘŜƭ ǇŀǊŁǎƛǘ ǉǳŜ ǎΩǳƴŜƛȄŜƴ ŜǎǇŜŎƝŦƛŎŀƳŜƴǘ ŀƭǎ 

anticossos anti-Toxoplasma. 9ƴ ǇǊŜǎŝƴŎƛŀ ŘΩŀƴǘƛŎƻǎǎƻǎ, les partícules amb 

antígens en suspensió formen agregats amb els anticossos multivalents o 

aglutinines. Això permet tant la seva visualització a ull nu com la determinació de 
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la concentració dels anticossos específics per tècniques de dispersió de llum, com 

la turbidimetria o la nefelometria (Figura 2). La turbidimetria mesura ƭΩŀǘŜƴǳŀŎƛƽ 

de la llum causada per la dispersió, és a dir, la reducció de la intensitat de la llum 

transmesa, mentre que la nefelometria mesura la intensitat de la llum dispersada 

directament o a un angle concret. 

 

Per altra banda, els ELISA indirectes es basen en la unió dels antígens a una fase 

sòlida on son capaços de detectar anticossos específics formant complexos 

antigen ς anticòs. Els rentats i la posterior adŘƛŎƛƽ ŘΩǳƴ ŀƴǘƛŎƼǎ ǎŜŎǳƴŘŀǊƛ ŎƻƴƧǳƎŀǘ 

a un enzim permet quantificar la reacció colorimètrica (Figura 3). 

 

Figura 2. Elements de l'aglutinació en làtex. a) Partícules de làtex de 300 nm de la casa 
comercial Ikerlat utilitzades habitualment per Spinreact S.A.U. b) Esquema de 
ƭΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ Ŝƴ ƭŁǘŜȄ ƛƴŘƛǊŜŎǘŀ ƻƴ Ŝƭǎ ŀƴǘƝƎŜƴǎ ǎΩǳƴŜƛȄŜƴ ŀ ƭŜǎ ǇŀǊǘƝŎǳƭŜǎ ŘŜ ƭŁǘŜȄ ǇŜǊ 
detectar antƛŎƻǎǎƻǎ ŜǎǇŜŎƝŦƛŎǎΦ Ŏύ wŜǎǳƭǘŀǘ ŘΩǳƴŀ ƳƻǎǘǊŀ ǇƻǎƛǘƛǾŀ ƛ ǳƴŀ ƳƻǎǘǊŀ ƴŜƎŀǘƛǾŀ ǇŜǊ 
toxoplasmosi utilitzant el test Toxo-Latex. d) Esquema amb els principis bàsics de les 
tècniques de dispersió de llum (turbidimetria i nefelometria). 

Figura 3. Esquema dels passos de ƭΩELISA indirecte. (Liu et al., 2015). 
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[ŀ ǎŜƴǎƛōƛƭƛǘŀǘ ƛ ƭΩŜǎǇŜŎƛŦƛŎƛǘŀǘ ŘΩŀǉǳŜǎǘǎ ǘŜǎǘs varien en funció de diversos factors, 

ǎŜƴǘ Ŝƭ ƳŞǎ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘ ƭŀ ǉǳŀƭƛǘŀǘ ŘŜ ƭŀ ǇǊŜǇŀǊŀŎƛƽ ŘŜƭǎ ŀƴǘƝƎŜƴǎ ǉǳŜ ǎΩǳǘƛƭƛǘȊŜƴ ŎƻƳ 

ŀ ƳŀǘŝǊƛŀ ǇǊƛƳŜǊŀΦ 9ƭ ƭƛǎŀǘ ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ ƴŀǘƛǳǎΣ ŀƴƻƳŜƴŀǘ Toxoplasma lysate antigen 

(TLA), és el més freqüent i consisteix en un extracte soluble de totes les proteïnes 

de les cèl·lules del taquizoït cultivades en ratolins o en cultius de teixits i 

posteriorment lisades. Els TLA comporten una producció laboriosa, amb un alt 

ŎƻǎǘΣ ŘƛŦƝŎƛƭ ŘΩŜǎǘŀƴŘŀǊŘƛǘȊŀǊΣ ŀǎǎƻŎƛŀŘŀ ŀ ƛƴŦŜŎŎƛƻƴǎ ƴƻ-desitjades i amb una gran 

variabilitat entre lots. Per aquestes raons, algunes empreses i grups de recerca 

Ƙŀƴ ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀǘ Ŝƴ Ŝƭǎ ǵƭǘƛƳǎ ŀƴȅǎ ǳƴ ǎƛǎǘŜƳŀ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽ ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ 

recombinants mitjançant, majoritàriament, bacteris com Escherichia coli (Holec-

Gasior, 2013). 

1.1.4 ANTÍGENS RECOMBINANTS EN IMMUNOASSAIGS 

5ǳǊŀƴǘ ŘŝŎŀŘŜǎΣ ŘƛǾŜǊǎƻǎ ƎǊǳǇǎ ŘŜ ǊŜŎŜǊŎŀ Ƙŀƴ ŜǎǘǳŘƛŀǘ Ŝƭ ŎƻƴƧǳƴǘ ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ ŘŜ 

T. gondii ǉǳŜ ǎΩŀƭƭƛōŜǊŜƴ Ŝƴ Ŝƭ ǇǊƻŎŞǎ ŘŜ ǇŀǊŀǎƛǘŀŎƛƽ ŘΩǳƴŀ Ŏŝƭϊƭǳƭŀ ƘƻǎǘŜΦ Existeixen 

ǉǳŀǘǊŜ ƎǊŀƴǎ ƎǊǳǇǎ ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ ŎƻƴŜƎǳǘǎ Ŧƛƴǎ ŀƭ ƳƻƳŜƴǘ. Els antígens dels grànuls 

densos (GRA), ǉǳŜ Ŝǎ ǎŜŎǊŜǘŜƴ ŘǳǊŀƴǘ ƭŀ ǇǊƛƳŜǊŀ ŦŀǎŜ ŘΩƛƴŦŜŎŎƛƽ ŘŜ ƭŀ ǇŀǊŀǎƛǘŀŎƛƽ 

i tenen un paper clau en la formació de la membrana del vacúol on es 

ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŜƴ Ŝƭǎ ǇŀǊŁǎƛǘǎ ŀōŀƴǎ ŘΩŜƴǾŀƛǊ ƭŀ Ŏŝƭϊƭǳƭŀ ƘƻǎǘŜΦ 9ƭǎ ŀƴǘƝƎŜƴǎ ŘŜƭ 

micronema (MIC), ǉǳŜ ǘŜƴŜƴ ƭŀ ŦǳƴŎƛƽ ŘΩŀŘƘŜǎƛƽ ƛ ǇŜƴŜǘǊŀŎƛƽ Ŝƴ ƭŜǎ ŎŝƭϊƭǳƭŜǎ ƘƻǎǘŜΦ 

Els antígens de la roptria (ROP), que faciliten la formació dels vacúols de 

parasitació. I els antígens de superfície (SAG), que es troben a la membrana 

externa dels taquizoïts i duen a terme el reconeixement dels receptors superficials 

de les cèl·lules hoste (Lekutis et al., 2001; Joiner i Roos, 2002; Mercier et al., 2002). 

[ΩŀǾŜƴœ Ŝƴ Ŝƭ ŎƻƴŜƛȄŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŀƴǘƛƎŝƴƛŎŀ ŘŜ T. gondii ha donat lloc al 

desenvolupament de nous reactius de diagnòstic mitjançant la tecnologia del DNA 

recombinant. Aquesta tecnologia permet obtenir les proteïnes amb una alta 

ǇǳǊŜǎŀ ƛ ŘΩǳƴŀ ŦƻǊƳŀ ƳŞǎ ŜŦƛŎƛŜƴǘ ƛ ǎŜƎǳǊŀΣ ŀ ƳŞǎ ŘŜ ǇŜǊƳŜǘǊŜ Ŝƭ 
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desenvolupament de kits amb alta repetibilitat de resultats i una fàcil 

estandardització. Diverses proteïnes antigèniques de Toxoplasma són adequades 

per aquest propòsit (Aubert et al., 2000; Li et al., 2000; Beghetto et al., 2003; 

Remington et al., 2004; Buffolano et al., 2005; Golkar et al., 2008; Holec-Gasior, 

2013). Dues de les ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ǉǳŜ Ƨŀ ǎΩƘŀƴ estudiat Ŝƴ ǎƛǎǘŜƳŜǎ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ 

recombinant amb E. coli son SAG2, que té un rol central com a lligand interactuant 

amb les molècules de superfície de la cèl·lula hoste (Parmley et al., 1992; Huang 

et al., 2002), i GRA2, que Şǎ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴ ŎŜƴǘǊŀƭ Ŝƴ ƭŀ ŎƻƴƴŜȄƛƽ ŜƴǘǊŜ Ŝƭ ǇŀǊŁǎƛǘ ƛ 

ƭΩƘƻǎǘŜ influint en la virulència i supervivència del paràsit (Holec-Gasior et al., 

2009). A més, existeixen els primers estudis de SAG2 i GRA2 com a candidats per 

la serodiagnosi de la toxoplasmosi amb resultats satisfactoris (Ching et al., 2013; 

Costa et al., 2017). 

9ƴ Ŝƭǎ ǵƭǘƛƳǎ ŀƴȅǎ ǘŀƳōŞ ǎΩƘŀ ŘŜǎŎǊƛǘ ǉǳŜ la combinació de dos o més antígens de 

T. gondii pot millorar el rendiment dels tests de diagnòstic augmentant la seva 

sensibilitat (Pietkiewicz et al., 2004; Holec-Gasior et al., 2009; Costa et al., 2017). 

aŞǎ ǊŜŎŜƴǘƳŜƴǘΣ ǎΩƘŀ ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀǘ ƭΩǵǎ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ǉǳƛƳŝǊƛǉǳŜǎ ŀƳō ŦǊŀƎƳŜƴǘǎ 

immunodominants de diferents antígens, la qual cosa faciƭƛǘŀ ƭΩŜǎǘŀƴŘŀǊŘƛǘȊŀŎƛƽ 

del test de diagnòstic i la reducció dels costos de producció (Beghetto et al., 2006; 

Lau et al., 2011; Dai et al., 2012; Holec-Gasior et al., 2012a, 2012b; Dai et al., 2013; 

Ferra et al., 2015; Ferra et al., 2019). 

A més, el coneixement dels antígens específics de la toxoplasmosi aguda i de la 

toxoplasmosi crònica serveix com a eina per desenvolupar tests de diagnòstic que 

discriminen entre les dues fases, reconeixent preferentment immunoglobulines 

IgM i IgG per separat o determinant ƭΩaviditat de les IgG (Flori et al., 2008; 

Remington et al., 2011; Ching et al., 2014; Villard et al., 2013).  
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A Ybañez et al. (2020) es fa una revisió exhaustiva i actualitzada de tots els 

antígens recombinants de T. gondii produïts fins ara, tant individualment, en 

combinacions o en forma de quimera, i dels seus resultats en diversos tests de 

diagnòstic.  
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1.2 EDICIÓ GENÈTICA 

El gran interès per ampliar el coneixement sobre el genoma i els diversos gens 

codificats va impulsar el progrés en la seqüenciació del DNA. Però, a partir de la 

ǎŜǉǸŜƴŎƛŀŎƛƽ ŎƻƳǇƭŜǘŀ ŘŜƭ ƎŜƴƻƳŀ ƘǳƳŁ ƛ ŘΩŀƭǘǊŜǎ ŜǎǇŝŎƛŜǎΣ els interessos van 

virar cap a una nova ƛƴŎƼƎƴƛǘŀΣ ƭŀ ŎƻƳǇǊŜƴǎƛƽ ŘŜ ƭŀ ŦǳƴŎƛƽ ŘŜƭǎ ƎŜƴǎ ƛ ƭΩŀǾŜƴœ 

ŘΩŜƛƴŜǎ ǇǊŜŎƛǎŜǎ ŘΩŜŘƛŎƛƽ ƎŜƴŝǘƛŎŀ que milloraven la tecnologia del DNA 

recombinant dels anys 70 (Venter et al., 2001). 

5ǳǊŀƴǘ Ŝƭǎ ǵƭǘƛƳǎ ŀƴȅǎ ǎΩƘŀƴ ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀǘ ǉǳŀǘǊŜ ǘŜŎƴƻƭƻƎƛŜǎ ŘΩŜŘƛŎƛƽ ƎŜƴŝǘƛŎŀ 

basades en enzims de restricció naturals o bé enzims artificials: les meganucleases 

(MNs), les zinc-finger nucleases (ZFNs), les transcription activator-like effector 

nucleases (TALENs) i el sistema clustered regularly interspaced short palindromic 

repeat ς CRISPR associated protein 9 (CRISPR-Cas9). 

1.2.1 EDICIÓ GENÈTICA A TRAVÉS DEL TALL DSB EN EL DNA 

[ΩŜŘƛŎƛƽ ŘŜƭ ƎŜƴƻƳŀ ŀƳō ƭŜǎ ƴǳŎƭŜŀǎŜǎ ƳƻŘƛŦƛŎŀŘŜǎ ŀōŀƴǎ ƳŜƴŎƛƻƴŀŘŜǎ Ǉƻǘ ƛƴŘǳƛǊ 

insercions o delecions, també coneguts com a indels, o bé modificacions precises, 

conegudes com a knock-in, provocant una ruptura de la doble cadena (double-

strand break, DSB) en un locus específic del DNA. Aquest tall DSB activa els 

mecanismes de reparació non-homologous end-joining (NHEJ) i homology-

directed repair (HDR) en gairebé totes les cèl·lules i organismes. A través del 

procés propens a errors de NHEJ, els talls DSB es relliguen produint indels que 

resulten en mutacions, com ara un desplaçament en la pauta de lectura. En el cas 

ŘŜƭ I5wΣ Ŝƭ ǘǊŜƴŎŀƳŜƴǘ Ŝǎ ǊŜǇŀǊŀ ǇǊŜŎƛǎŀƳŜƴǘ ŀƳō ƭΩŀƧǳǘ ŘŜ ƭΩaltra cadena 

homòloga utilitzant recombinació homòloga (Figura 4; Sander i Joung, 2014; Li et 

al., 2020). 
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Tots dos mecanismes es poden utilitzar per dur a terme modificacions genètiques 

dirigides a seqüències de DNA específiques. En cèl·lules eucariotes, el procés de 

NHEJ és un esdeveniment més freqüent que lΩHDR. Qǳŀƴ ǎΩƛƴŘǳŜƛȄ ǳƴ 5{. Ŝƴ ǳƴ 

ŜȄƽ ŎƻŘƛŦƛŎŀƴǘ ŘΩǳƴ ƎŜƴ ŜǎǇŜŎƝŦƛŎ ƭŀ ǊŜǇŀǊŀŎƛƽ Ǿƛŀ bI9W Ǉƻǘ ǊŜǎǳƭǘŀǊ Ŝƴ ƭŀ ŘƛǎǊǳǇŎƛƽ 

mitjançant codons stop prematurs, és a dir, provocant el knock-out del gen (Ran 

et al., 2013). En canvi, la reparació via HDR es pot fer servir per introduir un DNA 

ŜȄƼƎŜƴ ŦƭŀƴǉǳŜƧŀǘ ǇŜǊ ǎŜǉǸŝƴŎƛŜǎ ŘΩƘƻƳƻƭƻƎƛŀΣ ŎƻƳ ŀǊŀ ƎŜƴǎ ǉǳŜ ŎƻƴŦŜǊŜƛȄŜƴ 

resistència a antibiòtics o altres oligonucleòtids de doble cadena o de cadena 

simple. Aquesta recombinació homòloga es dona amb una eficiència més alta que 

la dels mètodes utilitzats anteriorment (Chen et al., 2011; Tan et al., 2013). 

Les meganucleases son enzims de restricció que tenen llargues seqüències de 

reconeixement de DNA que sovint es troben al genoma. El disseny de les 

Figura 4. Processos de reparació del DSB non-homologous end-joining i homology 
directed repair. El procés de NHEJ és susceptible a errors i pot resultar en insercions o 
ŘŜƭŜŎƛƻƴǎ Ŏŀǳǎŀƴǘ ŎŀƴǾƛǎ Ŝƴ ƭŀ Ǉŀǳǘŀ ŘŜ ƭŜŎǘǳǊŀΦ [ΩI5wΣ ǇŜǊ ŀƭǘǊŀ ōŀƴŘŀΣ Şǎ ǳƴ ƳŜŎŀƴƛǎƳŜ 
molt precís on les cadenes germanes o un motlle donador introduït indueixen a la 
reparació precisa, a alteracions o bé a insercions (Sander i Joung, 2014). 
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meganucleases és ŘƛŦƝŎƛƭ Ƨŀ ǉǳŜ ƭΩŀǎǎŜƳōƭŀǘƎŜ ŘŜƭ 5b! ƛ ƭŜǎ ŦǳƴŎƛƻƴǎ ŘŜ ǊǳǇǘǳǊŀ Ŝǎ 

troben unides en un sol domini (Khan, 2019). Les segones nucleases dissenyades 

per induir DSB van ser les zinc-finger nucleases, que consisteixen en 3 ς 6 dominis 

zinc-finger ŘΩǳƴƛƽ ŀ 5b!, dels quals cada un pot reconèixer 3 ς 4 bases de DNA o 

RNA. Els zinc-finger es troben fusionats a un domini de la nucleasa FokI no-

específic de la seqüència. Aquest domini FokI només pot tallar el DNA quan es 

dimeritza, per tant, es dissenyen dues ZFNs per unir-se upstream i downstream 

del lloc de tall desitjat. vǳŀƴ ǎΩǳƴŜƛȄŜƴ ƭŜǎ dues ZFNs els dominis FokI poden 

ŘƛƳŜǊƛǘȊŀǊ ƛ ǇǊƻŘǳƛǊ ŎŀŘŀǎŎǳƴ ǳƴŀ ǊǳǇǘǳǊŀ ŘΩǳƴŀ ǎƻƭŀ ŎŀŘŜƴŀ όsingle-strand break, 

SSB), resultant en un DSB. Malauradament, el disseny de les ZFNs és molt laboriós 

i lent, i produeixen una quantitat alta de off-targets (Font i Mackay, 2010; Khan, 

2019). Per altra banda, les TALENs, que van sorgir conjuntament amb les ZFNs, 

ǘŀƳōŞ ǎƻƴ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ŘƛǎǎŜƴȅŀŘŜǎ ǉǳŜ ŎƻƴǎƛǎǘŜƛȄŜƴ Ŝƴ ǳƴ ŘƻƳƛƴƛ ŘΩǳƴƛƽ ŀƭ 5b! 

fusionat al domini FokI. Sent lleugerament millors en especificitat i eficiència que 

les anteriors, també suposen un repte de disseny i modificació (Li et al., 2020). 

El fet de poder induir múltiples talls DSB en paral·lel amb la Cas9 fa que el sistema 

ŘΩŜŘƛŎƛƽ ƎŜƴŝǘƛŎŀ Ǝǳƛŀǘ ǇŜǊ wb!Σ /wL{tw-Cas9, tingui un avantatge únic en relació 

a les meganucleases, a les ZFNs o a les TALENs. 

1.2.2 CRISPR-CAS9 

9ƭ ŘŜǎŎƻōǊƛƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ƴƻǳ ƳŜŎŀƴƛǎƳŜ ŘŜ ŘŜŦŜƴǎŀ ŘŜƭ ƎŜƴƻƳŀ Ŝƴ ōŀŎǘŜǊƛǎ, 

anomenat sistema CRISPR-Cas, Ǿŀ ŦŜǊ ŀǳƎƳŜƴǘŀǊ ƭΩƛƴǘŜǊŝǎ per la seva aplicació en 

ƭΩŜŘƛŎƛƽ ƎŜƴŝǘƛŎŀΦ Aquest sistema està considerat com el sistema immunològic 

adaptatiu dels bacteris (Mojica et al., 2005; Barrangou et al., 2007). 

Al voltant del 40 % dels genomes dels eubacteris i gairebé tots els genomes dels 

arqueobacteris seqüenciats contenen un o més loci de CRISPR, generalment 

flanquejats per gens associats a CRISPR, anomenats Cas (Makarova et al., 2006; 
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aŀǊǊŀŦŦƛƴƛ ƛ {ƻƴǘƘŜƛƳŜǊΣ нллуΤ IŀƭŜ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллфύΦ 5ƛƴǎ ŘΩŀǉǳŜǎǘǎ loci hi ha varies 

repeticions no-contigües de 24 ς 48 nucleòtids separades per seccions de 

seqüències variables anomenades spacers. Aquests spacers de 21 ς 72 nucleòtids 

contenen seqüències de DNA extracromosòmic de virus, plasmidis o transposons 

que mostren la resposta immunològica (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; 

Makarova et al., 2006; Hale et al., 2008; Garneau et al., 2010). 

Aquesta resposta immunològica es porta a terme mitjançant dos passos, 

ƭΩŀŘŀǇǘŀŎƛƽ ƛ ƭŀ ƛƴǘŜǊŦŜǊŝƴŎƛŀΦ [ΩŜǘŀǇŀ ŘΩŀŘŀǇǘŀŎƛƽ Ŝstà determinada per 

ƭΩŀŘǉǳƛǎƛŎƛƽ ŘŜ ƴƻǳǎ spacers derivats de DNA exògen, coneguts com a 

protospacersΣ ŀ ƭΩŜȄǘǊŜƳ ǎǳǇŜǊƛƻǊ ŘŜƭ locus CRISPR durant un repte immunològic, 

com per exemple una infecció viral (Horvath i Barrangou, 2010; Marraffini i 

Sontheimer, 2010). Aquesta adquisició fa que la cèl·lula sigui immune als patògens 

portadors de seqüències idèntiques. Per altra banda, a ƭΩŜǘŀǇŀ ŘΩƛƴǘŜǊŦŜǊŝƴŎƛŀ Ŝǎ 

transcriu el locus CRISPR ŘŜǎ ŘΩǳƴ ǇǊƻƳƻǘƻǊ ŘŜ ƭΩŜȄǘǊŜƳ ŘŜƭ locus (Pul et al., 2010). 

Un complex proteic talla ƭΩRNA resultant, anomenat pre-crRNA, en fragments 

curts de CRISPR RNA, anomenats crRNA (Gesner et al., 2011). Aquests crRNA es 

dirigeixen aleshores als DNA o RNA exògens per complementarietat de bases i, 

per tant, faciliten el tall dirigit mitjançant nucleases funcionals Cas (Marraffini i 

Sontheimer, 2008; Hale et al., 2009; Jinek et al., 2012). 

Hi ha tres tipus de sistemes CRISPR-Cas que difereixen en el processament dels 

pre-crRNA. En els sistemes I i III els pre-crRNA es processen amb endonucleases 

ŜǎǇŜŎƛŀƭƛǘȊŀŘŜǎΦ vǳŀƴ Ŝƭǎ ŎǊwb! ǎƻƴ ƳŀŘǳǊǎ ǎΩǳƴŜƛȄŜƴ ŜƴǘǊŜ Ŝƭƭǎ ŦƻǊƳŀƴǘ ƎǊŀƴǎ 

complexos amb varies proteïnes Cas per reconèixer i tallar àcids nucleics 

complementaris. 

En el sistema II, en canvi, el pre-crRNA es processa de forma diferent. Un crRNA 

transactivador, tracrRNA, el qual és complementari a les seqüències repetides del 

pre-crRNA, és necessari no només per iniciar el procés de maduració a crRNA sinó 
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també pel tall dirigit a àcids nucleics extracromosòmics exògens. El processament 

es realitza a tǊŀǾŞǎ ŘΩǳƴŀ wbŀǎŀ LLL wb!-específica i de doble cadena en presència 

de la nucleasa Cas9 (Mohanraju et al., 2016). 

Les proteïnes Cas sovint porten dominis funcionals, com ara nucleases, helicases, 

ǇƻƭƛƳŜǊŀǎŜǎ ƻ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ŘΩǳƴƛƽ ŀ ƴǳŎƭŜƼǘƛŘǎΦ 5ŜƎǳǘ ŀ ŀǉǳŜǎǘŀ diversitat, les 

proteïnes Cas realitzen múltiples funcions a diferents nivells dins del sistema 

CRISPR-Cas. La Cas9 és una endonucleasa amb la capacitat de tallar tant cadenes 

de DNA linealitzat com supercoiled. A més, conté dos dominis nucleasa, un domini 

tipus RuvC a N-terminal i un domini HNH al mig de la proteïna (Makarova et al., 

2006; Sapranauskas et al., 2011). 

El complex de crRNA i tracrRNA guia la nucleasa Cas9 a una seqüència 

extracromosòmica diana, que conté un lloc protospacer adjacent motif (PAM), per 

dur a terme el tall. Els llocs PAM, juxtaposats a la regió diana, consisteixen en NGG 

(Figura 5). El domini HNH de la Cas9 talla la cadena simple complementaria a tres 

bases upstream ŘŜƭ t!aΦ [ΩŀƭǘǊŜ ŎŀŘŜƴŀ Ŝǎ talla mitjançant el domini tipus RuvC 

en un punt entre els 3 ς 8 bp upstream del PAM (Jinek et al., 2012; Ran et al., 

2013; Wei et al., 2013). 

 

Figura 5. Sistema II de CRISPR-Cas9. [ΩŜƴŘƻƴǳŎƭŜŀǎŀ /ŀǎф Ŝǎ ƎǳƛŀŘŀ ŀ ƭŀ ǎŜǾŀ seqüència 
DNA diana pel dúplex crRNA-tracrRNA. Jinek et al. (2013) van aconseguir un tall dirigit i 
equivalent de la Cas9 guiada per una estructura de RNA quimèrica imitant la forma del 
dúplex crRNA-tracrRNA (Jinek et al., 2013). 
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Com es mostra a la Figura 5, Jinek et al. (2013) van publicar que el sistema II de 

CRISPR-Cas9 podia simplificar-se dissenyant un single-guide RNA (sgRNA), és a dir, 

una quimera de crRNA-tracrRNA. Aquesta guia RNA no només evita el pas de 

processar el pre-crRNA sinó que també redueix el número de components 

diferents que es necessiten sense perdre capacitat de tall en el lloc diana. 

El sistema CRISPR-/ŀǎф Ŝǎ Ǿŀ ǇƻŘŜǊ ǎƛƳǇƭƛŦƛŎŀǊ ƎǊŁŎƛŜǎ ŀ ƭΩŜǎǘǳŘƛ ŎƻƳǇƭŜǘ ŘŜ 

ƭΩŜǎǘǊǳŎǘǳǊŀ ŘŜƭ ŎǊwb! ƛ ŘŜƭ ǘǊŀŎǊwb!Σ ǉǳŜ ǇŜǊƳŜǘƛŀ ƳŀƴǘŜƴƛǊ ƭŀ ŎŀǇŀŎƛǘŀǘ de tall i 

així poder-lo aplicar per editar genèticament mitjançant un DSB i dissenyant un 

sgRNA diana per seqüències específiques (Hwang et al., 2013; Jinek et al., 2013; 

Ran et al., 2013; Yang et al., 2013). 

Cƛƴǎ ŀ Řƛŀ ŘΩŀǾuiΣ ƭΩŜŘƛŎƛƽ ƳƛǘƧŀƴœŀƴǘ /wL{tw-Cas9 ha suposat una autèntica 

revolució en el camp de la genètica i, concretament per la producció industrial de 

bioproductes, ha permès editar amb extrema precisió Ŝƭǎ ƎŜƴƻƳŜǎ ŘΩƻǊƎŀƴƛǎƳŜǎ 

tan diferents com els de bacteris, llevats, insectes, plantes o mamífers (Cho et al., 

2018; Pickar-Oliver i Gersbach, 2019; Manghwar et al., 2019; Khan et al., 2020). A 

ƭΩƻŎǘǳōǊŜ ŘŜƭ нлнлΣ ŘǳǊŀƴǘ ƭŀ ǊŜŘŀŎŎƛƽ ŘΩŀǉǳŜǎǘŀ ǘŜǎƛΣ ƭŜǎ ƛƴǾŜǎǘƛƎŀŘƻǊŜǎ 

Emmanuelle Charpentier i Jennifer A. Doudna van rebre el premi Nobel de 

vǳƝƳƛŎŀ ǇŜƭ άŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀƳŜƴǘ Ře CRISPR-Cas9 com a ƳŝǘƻŘŜ ǇŜǊ ƭΩŜŘƛŎƛƽ 

ƎŜƴŝǘƛŎŀέΦ 

1.2.3 SISTEMA DE DOS PLASMIDIS EN ESCHERICHIA COLI 

Tot i el descobriment del sistema CRISPR-Cas9 en bacteris, aquesta eina ǎΩƘŀ 

utilitzat principalment ǇŜǊ ƳƻŘƛŦƛŎŀǊ Ŝƭ ƎŜƴƻƳŀ ŘΩŀƭǘǊŜǎ ƻǊƎŀƴƛǎƳŜǎ ja que en 

molts bacteris el tall DSB és letal per les cèl·lules. El mecanisme de reparació NHEJ 

no és gens habitual en la majoria dels bacteris (Dillingham i Kowalczykowski, 2008) 

i la recombinació homòloga amb una seqüència exògena, anomenada 

recombineering, tampoc mostra una alta eficiència. La recombinació homòloga 



30 
 
 

 

 

per recombineering es basa en el sistema ˂ -Red, derivat del bacteriòfag ˂-Red, i 

utilitza les proteïnes Exo, Beta i Gam. 9ƴ ǇǊŜǎŝƴŎƛŀ ŘΩǳƴ 5b! ƭƛƴŜŀƭ ŀƳō ǊŜƎƛƻƴǎ 

ŘΩƘƻƳƻƭƻƎƛŀ majors de 50 bp, ƭŀ ǇǊƻǘŜƠƴŀ 9Ȅƻ ŀƳō ŀŎǘƛǾƛǘŀǘ ŜȄƻƴǳŎƭŜŀǎŀ рΩĄоΩ 

degrada el DNA lineal deixant un extrem en cadena simple. La proteïna Beta 

ǇǊƻǘŜƎŜƛȄ ƛ ǇǊƻƳƻǳ ƭΩŀƴŜƭƭŀƳŜƴǘ ŘΩŀǉǳŜǎǘ ŜȄǘǊŜƳ ŘŜ ŎŀŘŜƴŀ ǎƛƳǇƭŜ ŀ ǳƴa 

seqüència complementaria. I finalment, la proteïna Gam impedeix que les 

nucleases endògenes RecBCD i SbcCD degradin el DNA lineal. La freqüència de 

recombinació del recombineering ƴƻǊƳŀƭƳŜƴǘ Şǎ ŘΩǳƴ Ǉƻǎƛǘƛǳ ŜƴǘǊŜ мл4 ς 105 

colònies (Yu et al., 2000; Constantino i Court, 2003; Sharan et al., 2009). 

Amb el descobriment del sistema CRISPR-Cas9, el grup de recerca de Marraffini 

va desenvolupar un mètƻŘŜ ŘΩŜŘƛŎƛƽ ŘŜƭ ƎŜƴƻƳŀ ŘΩE. coli que utilitzava la 

maquinària de recombinació del fag ˂-Red conjuntament amb el sistema CRISPR-

Cas9 com a pas de selecció per augmentar-ne lΩeficiència (Jiang et al., 2013). 

Aquest desenvolupament consisteix en un sistema de dos plasmidis, pCas9 i 

pCRISPR, que codifiquen per la Cas9 i per la guia RNA, respectivament. Amb ƭΩǵǎ 

de cèl·lules E. coli, que expressen el sistema ˂-Red, i ƭΩŀdŘƛŎƛƽ ŘΩǳn DNA donador 

lineal, que funciona com a motlle de reparació, ǎΩŀŎƻƴǎŜƎǳŜƛȄ ƭΩŜŘƛŎƛƽ ǇŜǊ 

recombineering i es seleccionen les cèl·lules on no hi ha hagut recombinació 

homòloga amb CRISPR-Cas9. 

Més endavant, Jiang et al. (2015) va publicar una millora del sistema de dos 

plasmidisΣ ŜǎǇŜŎƛŀƭƳŜƴǘ ŜŦƛŎƛŜƴǘ ǇŜƭ ŘƛǎǎŜƴȅ ŘŜ ǎƻǉǳŜǎ ŘΩǵǎ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀƭΣ que 

ǇŜǊƳŜǘƛŀ ƳƻŘƛŦƛŎŀǊ Ŝƭ ƎŜƴƻƳŀ ƳŞǎ ŘΩǳƴ ŎƻǇ ƛ ǎŜƴǎŜ ŘŜƛȄŀǊ-ne rastre. 

En aquest cas, el plasmidi pTargetF conté tres elements a destacar. Per una banda, 

codifica per la guia RNA ŘƛǊƛƎƛŘŀ ŀƭ ƎŜƴ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎΣ ǉǳŜ ǎΩƘŀ ŘŜ ŘƛǎǎŜƴȅŀǊ 

sintèticament, sota el control del promotor constitutiu J23119(SpeI). També 

codifica per la resistència a espectinomicina ƛ ŎƻƴǘŞ ƭΩƻǊƛƎŜƴ ŘŜ ǊŜǇƭƛŎŀŎƛƽ /ƻƭ9мΦ 
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El pCas, en canvi, expressa la proteïna Cas9 ǎƻǘŀ Ŝƭ ŎƻƴǘǊƻƭ ŘΩǳƴ ǇǊƻƳƻǘƻǊ 

constitutiu, codifica per la resistència a kanamicina i conté els gens del sistema de 

recombinases Exo, Beta i Gam sota el control del promotor pBAD induïble amb L-

arabinosa. El DNA donadoǊ ǉǳŜ ǎΩŀŦŜƎŜƛȄ ŎƻƳ ŀ ƳƻǘƭƭŜ ŘŜ ǊŜǇŀǊŀŎƛƽ mitjançant 

una co-transformació amb el pTargetF ha de ser de doble cadena (Figura 6). 

 

 

Figura 6. {ƛǎǘŜƳŀ ŘŜ Řƻǎ ǇƭŀǎƳƛŘƛǎ ǇŜǊ ŜŘƛǘŀǊ Ŝƭ ƎŜƴƻƳŀ ŘΩE. coli. (Jiang et al., 2015). 
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[ΩŜŦƛŎƛŝƴŎƛŀ ŘΩŀǉǳŜǎǘ ǎƛǎǘŜƳŀ ǾŀǊƛŀ ǎŜƎƻƴǎ ǎƛ és una deleció, 69 %, o bé una 

ƛƴǎŜǊŎƛƽΣ ǉǳŜ ŘŜǇŝƴ ŘŜ ƭŀ ƭƻƴƎƛǘǳŘ ŘŜ ƭŜǎ ǊŜƎƛƻƴǎ ŘΩƘƻƳƻƭƻƎƛŀ ŘŜƭ 5b! ŘƻƴŀŘƻǊΣ 

sent 6 % per 40 bp i 28 % per 400 bp. A més, en aquest estudi es demostra que es 

poden dur a terme vŀǊƛŜǎ ǊƻƴŘŜǎ ŘΩŜŘƛŎƛƽ en un espai relativament curt de temps, 

ja que els plasmidis pTargetF i pCas es poden eliminar de les cèl·lules mitjançant 

un procés anomenat curingΦ tŜǊ ǳƴŀ ōŀƴŘŀΣ Ŝƭ Ǉ/ŀǎ ƛƴŎƭƻǳ ƭŀ ǎŜǉǸŝƴŎƛŀ ŘΩǳƴ 

ǎƎwb! ǉǳŜ Ŝǎ ŘƛǊƛƎŜƛȄ ŀ ƭΩƻǊƛƎŜƴ ŘŜ replicació del pTargetF, pMB1, sota el control 

ŘΩǳƴ ǇǊƻƳƻǘƻǊ ƛƴŘǳƠōƭŜ ŀƳō Lt¢D. DΩŀǉǳŜǎǘŀ ŦƻǊƳŀ Ŝǎ Ǉƻǘ ǎǳōǎǘƛǘǳƛǊ Ŝƭ Ǉ¢ŀǊƎŜǘC 

que conté una guia RNA específica per un pTargetF amb una nova guia RNA. Per 

altra banda, el curing del pCas es pot dur a terme mitjançant el creixement a 37 

ϲ/Σ Ƨŀ ǉǳŜ ƭŀ ǊŜǇƭƛŎŀŎƛƽ ŘΩŀǉǳŜǎǘ ǇƭŀǎƳƛŘƛ ŘŜǇŝƴ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŜƠƴŀ ǎŜƴǎƛōƭŜ ŀ 

ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀ wŜǇ!млм ǉǳŜ ŦǳƴŎƛƻƴŀ ŎƻǊǊŜŎǘŀƳŜƴǘ ŀ ол ϲ/ ǇŜǊƼ ǎΩƛƴŀŎǘƛǾŀ ŀ от ϲ/Φ 
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2. OBJECTIUS 

[ΩƻōƧŜŎǘƛǳ ƎŜƴŜǊŀƭ ŘΩŀǉǳŜǎǘŀ tesi doctoral, emmarcada Řƛƴǎ ŘΩǳƴ ǇǊƻƧŜŎǘŜ ŘŜ 

{ǇƛƴǊŜŀŎǘ {Φ!Φ¦ΦΣ ŜǊŀ ƭΩŜǎǘǳŘƛ ŘΩǳƴ ǇǊƻŎŞǎ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽ ŘΩŀƴǘƝƎŜƴǎ ǊŜŎƻƳōƛƴŀƴǘǎ 

de T. gondii ǉǳŜ Ŧƻǎǎƛƴ ǵǘƛƭǎ ǇŜƭ ŦǳǘǳǊ ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ǊŜŀŎǘƛǳ ŘŜ 

serodiagnòstic de la toxoplasmosi. Per assolir aquest propòsit general, es van 

plantejar quatre objectius específics: 

i. Obtenir cassettes ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ ŘΩantígens de T. gondii, incloent els 

elements per la inducció i la posterior purificació, adients per la producció 

en E. coli BL21 (DE3). 

ii. DŜƴŜǊŀǊ ǎƻǉǳŜǎ ŘΩE. coli BL21 (DE3) editades genèticament per la 

producció ŘΩantígens de T. gondii des de diversos loci. 

iii. Avaluar els niǾŜƭƭǎ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ ƛ ǊŜŎǳǇŜǊŀŎƛƽ ŘŜ ƭŜǎ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ǊŜŎƻƳōƛƴŀƴǘǎ 

comparant soques transformades amb plasmidi i soques editades 

genèticament. 

iv. Comprovar la funcionalitat dels antígens produïts per detectar anticossos 

anti-Toxoplasma i estudiar la viabilitat de generar un kit de diagnòstic en 

dos formats diferents: ǘŜǎǘ ŘΩŀƎƭǳǘƛƴŀŎƛƽ Ŝƴ ƭŁǘŜȄ (LAT) i immunoassaig 

enzimàtic (ELISA).  
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3. MATERIALS I MÈTODES 

3.1 MATERIALS 

3.1.1 EQUIPS I APARELLS 

Taula 2. Llista d'equips i aparells. 

!ƎƛǘŀŘƻǊ ŘΩƛƴŎǳōŀŎƛƽ {ǘƛŎƪaŀȄ Y{пллл IKA 

Agitador Orbital i Rotabit 3000974 JP Selecta 

Agitador magnètic RCT Basic/ HCT 
Basic 

IKA 

Ampolles Pyrex 50 mL ς 2 L Corning 

Autoclau per esterilització a vapor 
Presoclave II75 

JP Selecta 

Balances analítiques i de precisió 
Series M-pact 

Sartorius 

Bany termostàtic Precisbat 6000148 JP Selecta 

Bioreactor BIOSTAT-A Sartorius 

Bomba peristàltica de flux variable D-
25VT 

Dinko 

Cabines de seguretat microbiològica 
BIO-IIA, BIO-IIA/P, BIO-IIA/M 

Telstar 

Centrífuga Allegra Microfuge 16 Beckman Coulter 

Centrífuga Allegra Microfuge 22R Beckman Coulter 

Centrífuga 5415C Eppendorf 

Cubetes espectrofotòmetre  VWR 

Espàtules VWR 

Espectrofotòmetre UV-1600PC VWR 

Estufa bacteriològica i de cultiu 
Incubig 

JP Selecta 

Filtres estèrils 0.2 µm Sartorius 

Flascons Erlemeyer Duran 50, 100 mL DWK Life Sciences 

Flascons Erlemeyer Duran baffled 
250, 500 mL 

DWK Life Sciences 

Cƻƴǘ ŘΩŀƭƛƳŜƴǘŀŎƛƽ ŜƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ 
PowerPac 164-5050 

Bio-Rad 
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Gels Mini-Protean TGX Bio-Rad 

Guants VWR 

Iman agitador VWR 

Lector de microplaques MultiScan Ex Thermo Scientific 

Màquina de gel JP Selecta 

Membranes de nitrocel·lulosa Bio-Rad 

Microones LG 

Mini-Protean TetraCell Bio-Rad 

Mini Trans-Blot Electrophoretic 
Transfer Cell 170-3930 / 170-3935 

Bio-Rad 

Nanodrop ONE Thermo Scientific 

Nevera Beko 

Nitrogen líquid MVE 

Paper Whatman Sigma-Aldrich 

Parafilm VWR 

pH-metre BASIC 30+ Crison Instruments 

Pipeta automàtica Powerpette-Plus Jencons 

Pipetes PIPETMAN 1, 2, 5, 10, 20, 25, 
50, 100, 200, 1000 µL 

Gilson 

Plaques 96 pous Costar Corning 

{ƛǎǘŜƳŀ ŘΩŜƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ Ŝƴ ƎŜƭ ǇŜǊ 
DNA 

Bio-Rad 

{ƛǎǘŜƳŀ ŘŜ ǇǳǊƛŦƛŎŀŎƛƽ ŘΩŀƛƎǳŀ aƛƭƭƛv 
Simplicity 

Merck-Millipore 

Sonicador Model FB120 Sonic 
Dismembrator 

Fisher Scientific 

SpinTech 240 Spinreact 

Termobloc sec TDB-120 Biosan 

Termociclador C1000 Thermal Cycler Bio-Rad 

Transiluminador UV Tfx-20M Life Technologies 

Tub amb membrana de diàlisi 
Spectra-Por Float-A-Lyzer G2 1, 5 mL 

Sigma-Aldrich 

Tubs Eppendorf 1,5 i 2 mL Eppendorf 

Tubs Falcon estèrils NUNC 15, 50 mL Thermo Scientific 

Tubs PCR 250 µL Eppendorf 

Ultracongelador Revco ExF-86C ULT 
Upright 

Thermo Scientific 

Versadoc 4000 Bio-Rad 

Vòrtex QL-861 CGoldenWall 
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3.1.2 SOFTWARE 

Taula 3. Llista de tot el programari utilitzat. 

Blast https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

CRISPOR http://crispor.tefor.net/  

Everyvector https://everyvector.com 

Gene Snap Syngene 

Primer 3 https://primer3.ut.ee 

QuantityOne Bio-Rad 

 

3.1.3 REACTIUS QUÍMICS 

Taula 4. Llista de reactius químics. 

Acetat de sodi Sigma-Aldrich 

Àcid acètic (99 %) Sigma-Aldrich 

Àcid clorhídric 1 M Thermo Scientific 

Àcid etilendiamintetraacètic (EDTA) Thermo Scientific 

Àcid tricloroacètic (TCA) PanReac AppliChem 

Àcid sulfúric 1 M Sigma-Aldrich 

Acrilamida/Bis-acrilamida (40 %) Sigma-Aldrich 

Agarosa Sigma-Aldrich 

Albúmina (BSA) Sigma-Aldrich 

Antiescumant SE-15 Sigma-Aldrich 

Ampicil·lina Sigma-Aldrich 

-̡mercaptoetanol 50 mM Thermo Scientific 

Blau brillant Coomassie R-250 Merck Millipore 

Bromofenol blue Merck Millipore 

Clorur de calci PanReac AppliChem 

Clorur de magnesi PanReac AppliChem 

Clorur de potassi PanReac AppliChem 

Clorur de sodi PanReac AppliChem 

Complete Mini (còctel inhibidors de 
proteases) 

Roche Diagnostics 

Dihidrogen fosfat de potassi PanReac AppliChem 

Dimetil sulfòxid (DMSO) Sigma-Aldrich 

Ditiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich 

Dodecilsulfat sòdic (SDS) Sigma-Aldrich 
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Etanol (100 %) PanReac AppliChem 

Etanolamina  Merck Millipore 

Espectinomicina Sigma-Aldrich 

Etil dimetil carbodiimida (EDC) Thermo Scientific 

Glicerina (99 %) Sigma-Aldrich 

Glicina Sigma-Aldrich 

Glucosa PanReac AppliChem 

Hidroclorur de guanidina (GuHCl) Sigma-Aldrich 

Hidrogenfosfat de sodi PanReac AppliChem 

Hidròxid de sodi 1 M Thermo Scientific 

Hidroxietil cel·lulosa (HEC) Sigma-Aldrich 

Imidazole Sigma-Aldrich 

Isopropanol Sigma-Aldrich 

LǎƻǇǊƻǇƛƭ ʲ-D-1-tiogalactopiranòsid 
(IPTG) 

Sigma-Aldrich 

Kanamicina Sigma-Aldrich 

L-(+)-Arabinosa Sigma-Aldrich 

Metanol PanReac AppliChem 

N-Hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) Thermo Scientific 

tŜǊǎǳƭŦŀǘ ŘΩŀƳƻƴƛ ό!t{ύ Thermo Scientific 

Polietilenglicol 8000 (PEG) Promega 

Proteïna A conjugada a peroxidasa Sigma-Aldrich 

TEMED Sigma-Aldrich 

Tris (Trizima Base) Sigma-Aldrich 

Tris-HCl 1 M Sigma-Aldrich 

Tween 20 Thermo Scientific 

Urea Sigma-Aldrich 

X-Gal Promega 

 

3.1.4 MEDIS, SOLUCIONS I TAMPONS 

Taula 5. Llista de medis, solucions i tampons. 

Làtex 300 nm AJ-30 Ikerlat 

Làtex 300 nm AJ-30 COOH Ikerlat 

Luria, Base de Caldo (LB) PanReac AppliChem 

Marcador DNA 1 kb Plus Invitrogen 

Marcador proteïnes 
Kaleidoscope Prestained 

Bio-Rad 



40 
 
 

 

 

Medi del bioreactor 
5 g/L extracte de llevat, 20 g/L triptona, 0,6 
g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 4,9 g/L MgSO4·7H2O i 
7,2 g/L glucosa 

Medi LB 
0,5 % extracte de llevat, 1 % triptona, 10 
mM NaCl 

Medi SOB 
0,5 % extracte de llevat, 1 % triptona, 10 
mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgSO4·7H2O 

Medi SOC 
0,5 % extracte de llevat, 1 % triptona, 10 
mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgSO4·7H2O 
i 20 mM glucosa 

Phosphate Buffered Saline (PBS) 
137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM 
Na2HPO4·12H2O i 2 mM KH2PO4 

PBS-T PBS i 0,1 % Tween 20 

wŜŀŎǘƛǳ ŘΩŀǎǎŀƛƎ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ 
protein assay 

Bio-Rad 

Solució Blau de Coomassie 
2,5 g blau Coomassie, 450 mL metanol, 100 
mL àcid acètic i fins a 1 L amb aigua 

Solució de destinció 
200 mL metanol, 150 mL àcid acètic i fins a 
1 L amb aigua 

Solució de competència I 60 ς 200 mM CaCl2 i 10 mM HEPES a pH 7 

Solució de competència II 
60 ς 200 mM CaCl2, 10 mM HEPES i 15 % 
glicerol 

Solució KCM 1 M KCl, 0,3 M CaCl2 i 0,5 M MgCl2 

Solució PEG 10 % PEG 8000 

SYBR Safe 10000X Invitrogen 

Tampó de bloqueig TBS-T i 5 % de llet en pols 

Tampó de càrrega 6X al gel de 
poliacrilamida 

375 mM Tris-HCl, 9 % SDS, 50 % glicerol i 
0,03 % bromofenol blue 

Tampó de càrrega 6X reductor ¢ŀƳǇƽ с· ƛ мΥмл ŘŜ ʲ-mercaptoetanol 

Tampó de càrrega al gel 
ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ 

Invitrogen 

Tampó de coating ELISA 0,1 M NaHCO3 i pH 9,6 

Tampó de diàlisi 1 1 M urea, 50 mM Tris i pH 8 

Tampó de diàlisi 2 0,1 M urea, 50 mM Tris i pH 8 

¢ŀƳǇƽ ŘΩŜƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ ŘŜ 
proteïnes 

25 mM Tris, 192 mM glicina i 0.1% SDS 

Tampó de lisi 
20 mM Na2HPO4, 0,5 M NaCl pH 7.4, còctel 
ŘΩƛƴƘƛōƛŘƻǊǎ ŘŜ ǇǊƻǘŜŀǎŜǎ ƛ лΦу Ǝκ[ ƭƛǎƻȊƛƳŀ 

Tampó de purificació binding 
50 mM KH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM 
imidazole i pH 8 
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Tampó de purificació wash1 
50 mM KH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM 
imidazole i pH 8 

Tampó de purificació wash2 
50 mM KH2PO4, 300 mM NaCl, 50 mM 
imidazole i pH 8 

Tampó de purificació elution 
50 mM KH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM 
imidazole i pH 8 

Tampó de purificació 
desnaturalitzant binding 

8 M urea / 6 M GuHCl, 0,5 M NaCl, 20 mM 
Na2HPO4 i pH 7,8 

Tampó de purificació 
desnaturalitzant wash1 

8 M urea / 6 M GuHCl, 0,5 M NaCl, 20 mM 
Na2HPO4 i pH 6 

Tampó de purificació 
desnaturalitzant wash2 

8 M urea / 6 M GuHCl, 0,5 M NaCl, 20 mM 
Na2HPO4 i pH 5,3 

Tampó de purificació 
desnaturalitzant elution 

8 M urea / 6 M GuHCl, 0,5 M NaCl, 20 mM 
Na2HPO4 i pH 4 

Tampó de solubilització 8 M Urea, 50 mM Tris, 0,1 M DTT 

Tampó de transferència de 
proteïnes 

25 mM Tris, 192 mM glicina i 20 % metanol 

Tetrametilbenzidina (TMB) Sigma-Aldrich 

Tris buffered saline (TBS) 10 mM Tris i 150 mM NaCl 

TBS-T TBS i 0,1 % Tween 20 

Tris Acetate-EDTA (TAE) 10X Sigma-Aldrich 

 

3.1.5 KITS I ENZIMS 

Taula 6. Llista de kits i enzims. 

Agarosa Ni-NTA Qiagen 

Enzims de restricció New England Biolabs 

Lisozima Fluka 

Lligasa T4 Ligase New England Biolabs 

NZYMaxiprep NZYTech 

Polimerasa Klenow DNA New England Biolabs 

Polimerasa KOD Hot Start DNA Toyobo 

QIAprep Spin Miniprep Qiagen 

QIAquick Gel Extraction Qiagen 

Solució NBT/BCIP Bio-Rad 

Substrat Clarity western ECL Bio-Rad 

Toxo-Latex Spinreact 
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3.1.6 PLASMIDIS 

Taula 7. Llista de plasmidis. 

pCas (62225) Addgene 

pTargetF (62226) Addgene 

pTarget-cadA generat 

pTarget-fecA generat 

pTarget-lacZ generat 

pTarget-ompA generat  

pTarget-ybbD generat 

pTarget-cadA (Amp) generat 

pTarget-fecA (Amp) generat 

pTarget-lacZ (Amp) generat 

pTarget-ompA (Amp) generat 

pTarget-ybbD (Amp) generat 

pTarget-panD (Amp) generat 

pET28a (+) Novagen 

pET28a-SAG2 generat 

pET28a-GRA2 generat 

pET28a-SAG2-GRA2 generat 

pBlueScript II SK (+) Agilent Technologies 

pBlueScript-SAG2ɲlacZ generat 

pBlueScript-GRA2ɲcadA generat 

 

3.1.7 LÍNIES CEL·LULARS 

Taula 8. Llista de línies cel·lulars. 

Escherichia coli Top 10 (C404003) Invitrogen 

Escherichia coli BL21 (DE3) cèl·lules 
competents (C2527I) 

New England Biolabs 

 

3.1.8 DNA GENÒMIC 

El DNA genòmic de Toxoplasma gondii soca RH (50174D) es va adquirir a ƭΩATCC. 
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3.1.9 ANTICOSSOS I SÈRUMS 

[Ωŀnticòs anti-histidines (His-probe G-18: sc-804) es va adquirir a Santa Cruz 

Biotechnology. 

Els anticossos secundaris de cabra anti-IgG de conill conjugats a peroxidasa (12-

348) o fosfatasa alcalina (12-448) es van adquirir a Sigma-Aldrich. 

El sèrum de cabra, prèviament caracteritzat com a positiu pel kit Toxo-Latex, va 

ser facilitat per Spinreact S.A.U. per utilitzar-lo com a control positiu en els 

immunoassaigs. 

Els sèrums humans es van caracteritzar amb el kit Toxo-Latex i van ser facilitats 

per Spinreact S.A.U., prèviament adquirits a Cerba Specimen Services.  
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3.2 MÈTODES 

3.2.1 PREPARACIÓ DEL DNA GENÒMIC DE TOXOPLASMA GONDII I DELS PLASMIDIS 

PCAS ς PTARGETF 

Tant el DNA genòmic de T. gondii com els plasmidis pCas i pTargetF es van adquirir 

en forma liofilitzada. Per tant, es van reconstituir ŀƳō Ŝƭ ǾƻƭǳƳ ŀŘŜǉǳŀǘ ŘΩŀƛƎǳŀ ƻ 

ƳŜŘƛ [. ŘΩŀŎƻǊŘ ŀƳō ƭŜǎ ƛƴǎǘǊǳŎŎƛƻƴǎ del proveïdor. En el cas dels bacteris que 

contenien els plasmidis, posteriorment es va fer una estria en plaques LB amb els 

antibiòtics kanamicina, pel pCas, i espectinomicina, pel pTargetF. Finalment, es va 

ŦŜǊ ŎǊŞƛȄŜǊ ǳƴŀ ŎƻƭƼƴƛŀ ƛƴŘƛǾƛŘǳŀƭ Ŝƴ ǳƴ Ŏǳƭǘƛǳ ŀƳō ƳŜŘƛ [. ƛ ƭΩŀƴǘƛōƛƼǘƛŎ 

corresponent per poder-ne purificar els plasmidis amb el kit QIAprep Spin 

Miniprep, seguint les instruccions del fabricant. 

3.2.2 AMPLIFICACIÓ PER PCR 

Les seqüències de tots els primers ǳǘƛƭƛǘȊŀǘǎ Ŝƴ ŀǉǳŜǎǘŀ ǘŜǎƛ Ŝǎ ǘǊƻōŜƴ ŀ ƭΩ!ƴƴŜȄ 

(Taula S1). 

[Ŝǎ ǊŜŀŎŎƛƻƴǎ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀŎƛƽ ŘŜ 5b! ǇŜǊ t/w Ŝǎ Ǿŀƴ ǊŜŀƭƛǘȊŀǊ ǳǘƛƭƛǘȊŀƴǘ ƭŀ 

polimerasa KOD Hot Start DNA. Seguint les instruccions del fabricant, el protocol 

ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀŎƛƽ ŜǎǘŁƴŘŀǊŘ Ŝǎ Ǿŀ ŘǳǊ ŀ ǘŜǊƳŜ ŀŦŜƎƛƴǘ ǘŀƳǇƽ мл·Σ Řb¢tǎΣ aƎ{h4, 

primers específics i aigua. A la Taula 9 es mostra un exemple de reacció i a la Taula 

10 un exemple de condicions de reacció:  
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Taula 9. Volums ŘΩǳƴŀ amplificació estàndard per PCR. 

Component Volum (µL) 

DNA (20 ng/µL) o dil. 1:10 cultiu O/N 1 
KOD polimerasa 1 
Tampó KOD 10X 5 

dNTPS (2 mM de cada) 5 
Mg2SO4 (25 mM) 3 

Primer FW (10 µM) 1,5 
Primer RV (10 µM) 1,5 

H2O Fins a 50 
 

Taula 10Φ /ƻƴŘƛŎƛƻƴǎ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀŎƛƽ estàndards. 

Temperatura Temps 

95 °C 2 min 
95 °C 20 s  
55 °C 10 s 25 x 
70 °C 30 s  
70 °C 5 min 
4 °C қ 

 

!ƭƎǳƴǎ ǇŀǊŁƳŜǘǊŜǎ ŘŜƭǎ ŎƛŎƭŜǎΣ ŎƻƳ ƭŀ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀ ŘΩŀƴŜƭƭŀƳŜƴǘ ƻ Ŝƭ ǘŜƳǇǎ 

ŘΩŜƭƻƴƎŀŎƛƽΣ ǾŀǊƛŀǾŜƴ ƭƭŜǳƎŜǊŀƳŜƴǘ ǎŜƎƻƴǎ ƭŀ ǇŀǊŜƭƭŀ ŘŜ primers utilitzada. 

En el cas de la overlap PCR, la PCR inversa i la colony PCR, variaven paràmetres 

com el número de motlles en les overlap PCR, el número de cicles en la PCR 

inversa, passant de 25 a 35, o el tipus de motlle en la colony PCR. En aquest últim 

ŎŀǎΣ ǎΩƘŀǾƛŀ ŘŜ ǇƛŎŀǊ ƭŀ ŎƻƭƼƴƛŀ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎΣ ŘƛƭǳƛǊ-la en 10 µ[ ŘΩŀƛƎǳŀ ƛ ŀƎŀŦŀǊ-ne 1 µL 

com a motlle per la reacció de PCR. 

3.2.3 ELECTROFORESI EN GEL DΩAGAROSA 

[ŀ ǎŜǇŀǊŀŎƛƽ ŘŜ 5b! ǇŜǊ ŜƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ Ŝǎ Ǿŀ ǊŜŀƭƛǘȊŀǊ Ŝƴ ƎŜƭǎ ŘΩŜƴǘǊŜ м ς 2 % 

ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ ŀƳō нΣр µL de SYBR per cada 50 mL de TAE 1X. Es van carregar entre 5 
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i 50 µL de mostra amb 1 ς 5 µL de colorant de càrrega i es van fer córrer a 90 ς 

120 V durant 45 ς фл ƳƛƴΦ 9ƭ ǊŜǎǳƭǘŀǘ ŘŜƭǎ ƎŜƭǎ Ŝǎ ǾƛǎǳŀƭƛǘȊŀǾŀ ŀ ƭΩŀƴŀƭƛǘȊŀŘƻǊ 

ŘΩƛƳŀǘƎŜǎ ±ŜǊǎŀŘƻŎΦ 

3.2.4 REACCIONS ENZIMÀTIQUES 

Les digestions enzimàtiques es van dur a terme amb els enzims de restricció de 

New England Biolabs i el tampó corresponent per cada enzim. Un exemple genèric 

de reacció ŘŜ ŘƛƎŜǎǘƛƽ ŘΩǳƴ ǇƭŀǎƳƛŘƛ es mostra a la Taula 11: 

Taula 11. Exemple de digestió enzimàtica. 

Component Reacció (µL) 

DNA (Ғ50 ng/µL) 5 
Enzim 1 

Tampó 10X 3 
H2O 21 

 

!ǉǳŜǎǘŜǎ ǊŜŀŎŎƛƻƴǎ ŘŜ ŘƛƎŜǎǘƛƽ ǎΩƛƴŎǳōŀǾŜƴ ŀ от °C durant 1 ς 2 h i els productes 

ŘŜ ƭŀ ŘƛƎŜǎǘƛƽ ǎΩŀƴŀƭƛǘȊŀǾŜƴ ǇŜǊ ŜƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀΦ 

La lligació ŜƴȊƛƳŁǘƛŎŀΣ Ŝƴ ŎŀƴǾƛΣ Ŝǎ Řǳƛŀ ŀ ǘŜǊƳŜ ōŀǊǊŜƧŀƴǘ 5b! ŘΩǳƴ ǾŜŎǘƻǊ ƛ 5b! 

ŘΩǳƴ ŦǊŀƎƳŜƴǘ ǇǊŝǾƛŀƳŜƴǘ ŘƛƎŜǊƛǘǎ ŀƳō Ŝƭǎ ŜƴȊƛƳǎ ŘŜ ǊŜǎǘǊƛŎŎƛƽ ŀŘŜǉǳŀǘǎ. Després 

de la digestió, es purificaven amb el kit QIAquick Gel Extraction, seguint les 

instruccions del fabricant, i es quantificaven llegint la Abs260 al Nanodrop. Un 

ŜȄŜƳǇƭŜ ƎŜƴŝǊƛŎ ŘŜ ǊŜŀŎŎƛƽ ŘŜ ƭƭƛƎŀŎƛƽ ŘΩǳƴ ŦǊŀƎƳŜƴǘ Ŝƴ ǳƴ ǇƭŀǎƳƛŘƛ Ŝǎ ƳƻǎǘǊŀ ŀ 

la Taula 12:  
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Taula 12. Exemple de lligació enzimàtica. 

Component Reacció (µL) 

DNA plasmidi (50 ng/µL) 3 
DNA insert (100 ng/µL) 2 

T4 Ligase 1 
Tampó T4 10X 2 

H2O 12 
 

9ƴ ŀǉǳŜǎǘŜǎ ǊŜŀŎŎƛƻƴǎ Ŝǎ ƳŀƴǘŜƴƛŀ ǳƴŀ ǊŜƭŀŎƛƽ ƳƻƭŀǊ ŜƴǘǊŜ Ŝƭ ǾŜŎǘƻǊ ƛ ƭΩƛƴǎŜǊǘ ŘŜ 

мΥоΦ {ΩƛƴŎǳōŀǾŜƴ ŀ ǘŜƳǇŜǊŀǘǳǊŀ ŀƳōƛŜƴǘ ŘǳǊŀƴǘ м Ƙ ƛ ǇƻǎǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘ ǎΩŀǘǳǊŀǾŀ ƭŀ 

ǊŜŀŎŎƛƽ ƛƴŀŎǘƛǾŀƴǘ ƭΩŜƴȊƛƳ ŀ ср °C durant 10 min. Els productes de les lligacions es 

verificaven per digestió enzimàtica prèvia transformació bacteriana. 

Un tercer tipus de reacció enzimàtica que es va dur a terme és la realitzada per la 

ǇƻƭƛƳŜǊŀǎŀ YƭŜƴƻǿ 5b!Σ ǉǳŜ ǎΩǳǘƛƭƛǘȊŀ ǇŜǊ ŎƻƴǾŜǊǘƛǊ ŜȄǘǊŜƳǎ ŎƻƘŜǎƛǳǎ Ŝƴ ŜȄǘǊŜƳǎ 

ǊƻƳǎ ƳƛǘƧŀƴœŀƴǘ ƭΩŀŘƛŎƛƽ ŘŜ ƴǳŎƭŜƼǘƛŘǎ όŘb¢tǎύ ŀ ƭΩŜȄǘǊŜƳ рΩ ƻ ƭΩŜƭƛƳƛƴŀŎƛƽ ŘŜ 

Řb¢tǎ ŀ ƭΩŜȄǘǊŜƳ оΩΦ 9ƴ ŀǉǳŜǎǘŀ ǊŜŀŎŎƛƽ Ŝǎ Řƛǎǎƻƭƛŀ Ŝƭ 5b! ƛ ƭΩŜƴȊƛƳ Ŝƴ Ŝƭ ǘŀƳǇƽ ŘŜ 

la T4 Ligase suplementat amb 33 µM de cada dNTP (Taula 13ύΦ {ΩƛƴŎǳōŀǾŀ ŀ нр °C 

ŘǳǊŀƴǘ мр Ƴƛƴ ƛ ǎΩŀǘǳǊŀǾŀ ƭŀ ǊŜŀŎŎƛƽ ŀŦŜƎƛƴǘ 95¢! ŀ мл mM de concentració final i 

a 75 °C durant 20 min. 

Taula 13. Exemple de reacció amb la polimerasa Klenow DNA. 

Component Reacció (µL) 

DNA (Ғ30 ng/µL) 30 
Klenow 1 
dNTPs 4 

Tampó T4 10X 5 
 

3.2.5 PROTOCOL DE CÈL·LULES COMPETENTS 

Per dur a terme la generació de cèl·lules competents es va seguir un protocol 

ŜǎǘŁƴŘŀǊŘΦ LƴƛŎƛŀƭƳŜƴǘ ǎΩƘŀǾƛŀ ŘŜ ŦŜǊ ŎǊŞƛȄŜǊ ǳƴ Ŏǳƭǘƛǳ ōŀŎǘŜǊƛŁ ŘŜ млл Ƴ[ Ŝƴ ƳŜŘƛ 
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LB a 37 °/ ƛ нрл ǊǇƳ ŀ ǇŀǊǘƛǊ ŘΩǳƴ ǇǊŜ-Ŏǳƭǘƛǳ ŎǊŜǎŎǳǘ hκbΦ vǳŀƴ ƭΩ!ōǎ600 arribava a 

0,375, és a dir, previsiblement al mig de la fase exponencial, es recollia el cultiu 

en tubs Falcon de 50 mL i es deixava en gel durant 10 min. Després es 

centrifugaven a 1600xg durant 10 min a 4 °C i sense desacceleració. Posteriorment 

es descartaven els sobrenedants i es resuspenien en 10 mL de solució estèril de 

CaCl2 60 mM i HEPES 10 mM. Es tornava a repetir el rentat un segon cop 

centrifugant a 1100xg durant 5 min i es deixava en gel durant 30 min. Finalment 

es repetia un tercer rentat amb les mateixes condicions que el segon i es 

resuspenien en 2 mL de solució estèril de CaCl2 60 mM, HEPES 10 mM i 15 % de 

ƎƭƛŎŜǊƻƭΦ ! ǇŀǊǘƛǊ ŘΩŀǉǳŜǎǘǎ н Ƴ[ Ŝǎ ƎŜƴŜǊŀǾŜƴ ƭŜǎ ŀƭƝǉǳƻǘŜǎ ƛ Ŝǎ ŎƻƴƎŜƭŀǾŜƴ 

ràpidament en N2 líquid per emmagatzemar-les a -80 °C. 

3.2.6 TRANSFORMACIÓ BACTERIANA 

La transformació bacteriana, que consisteix en la introducció de DNA exògen a 

ƭΩƛƴǘŜǊƛƻǊ ŘŜ ƭŀ Ŏŝƭϊƭǳƭŀ ŘŜƭ ōŀŎǘŜǊƛΣ Ŝǎ Řǳƛŀ ŀ ǘŜǊƳŜ ƳƛǘƧŀƴœŀƴǘ Ŝƭ ƳŝǘƻŘŜ ǉǳƝƳƛŎΦ 

Es descongelava una alíquota de 100 µL de cèl·lules competents i es barrejava 

amb 1 ς 100 ng del DNA amb sals, com es mostra a Taula 14: 

Taula 14. Preparació de DNA i sals per la transformació bacteriana. 

Component Reacció (µL) 

DNA (Ғ50 ng/µL) 2 
Solució PEG 27 
Solució KCM 10 

H2O 61 
 

{ΩƛƴŎǳōŀǾŀ Ŝƴ ƎŜƭ ŘǳǊŀƴǘ ол Ƴƛƴ ƛ ǎŜƎǳƛŘŀƳŜƴǘ Ŝǎ ǊŜŀƭƛǘȊŀǾŀ Ŝƭ ȄƻŎ ǘŝǊƳƛŎ Ŝƴ ǳƴ 

ōŀƴȅ ŘΩŀƛƎǳŀ ŀ пн °C durant 60 s. Es retornava la preparació al gel durant 2 min i 

ŦƛƴŀƭƳŜƴǘ ǎΩŀŦŜƎƛŜƴ улл µL de medi SOC. 
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!ǉǳŜǎǘ Ŏǳƭǘƛǳ ŘΩм Ƴ[ Ŝǎ ŘŜƛȄŀǾŀ ŎǊŞƛȄŜǊ ŀ от °C durant 1 h i a 250 rpm. Un cop 

finalitzat, es dispensaven 100 µ[ Ŝƴ ǳƴŀ ǇƭŀŎŀ [. ŀƳō ƭΩŀƴǘƛōƛƼǘƛŎ ŘŜ ǎŜƭŜŎŎƛƽ 

ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŜƴǘ ƛ ǎΩƛƴŎǳōŀǾŀ ŀ от °C O/N. 

[ΩŀƴŁƭƛǎƛ ŘŜ ŎƻƳǇŜǘŝƴŎƛŀΣ ƻ ŜŦƛŎƛŝƴŎƛŀ ŘŜ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƛƽΣ Ŝǎ Řǳƛŀ ŀ ǘŜǊƳŜ ŀ ǘǊŀǾŞǎ 

del següent càlcul: Eficiència = colònies/µg de DNA. 

3.2.7 CULTIU BACTERIÀ 

La majoria de cultius que es van realitzar eren de petit volum, entre 3 i 5 mL, amb 

Ƴƻǘƛǳ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀŎƛƽ in vivo de plasmidis o clons individuals. En canvi, per produir 

proteïnes recombinants es van dur a terme dos tipus de cultius bacterians, en 

flascó ŘΩŀƎƛǘŀŎƛƽ ƛ Ŝn bioreactor. 

Els medis havien de ser estèrils, per tant, es van autoclavar a 121 °C durant 20 

min. {ΩŀŦŜƎƛŜƴ Ŝƭǎ ŀƴǘƛōƛƼǘƛŎǎ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŜƴǘǎ ŀ ƭŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽ ŀŘŜǉǳŀŘŀΣ ǎŜƴǘ 

aquesta 50 µg/mL per kanamicina i espectinomicina, i 100 µg/mL per ampicil·lina. 

Hi havia diversos flascons ŘΩŀƎƛǘŀŎƛƽ on es podien fer créixer volums de cultius 

entre 10 i 100 m[Φ {ΩƛƴƻŎǳƭŀǾŜƴ ŀƳō ǳƴŀ ŘƛƭǳŎƛƽ мΥмл ŘΩǳƴ ǇǊŜ-cultiu fet créixer a 

ǇŀǊǘƛǊ ŘΩǳƴŀ ŎƻƭƼƴƛŀ ƛƴŘƛǾƛŘǳŀƭ ŀ от °C i 250 rpm O/N. 

Per dur a terme el creixement amb densitats cel·lulars superiors es va utilitzar el 

bioreactor BIOSTAT-A amb una cuba de 2 L. Es va inocular un pre-cultiu de 100 mL 

en 1,5 L de medi esterilitzat. El pH i el pO2 όǇŜǊŎŜƴǘŀǘƎŜ ŘΩƻȄƛƎŜƴ Řƛǎǎƻƭǘύ es van 

mesurar amb sondes introduïdes al bioreactor. En el cas del pH es mantenia el 

ǾŀƭƻǊ ŀǎǎƛƎƴŀǘ ƳƛǘƧŀƴœŀƴǘ ƭΩŀŘŘƛŎƛƽ ŘŜ I/ƭ м a ƻ bŀhI м a. Per mantenir el 

ǇŜǊŎŜƴǘŀǘƎŜ ŘΩƻȄƛƎŜƴ Řƛǎǎƻƭǘ Ŝǎ ǊŜƎǳƭŀǾŀ ƭΩŜƴǘǊŀŘŀ ŘΩŀƛǊŜ ƳƛǘƧŀƴœŀƴǘ ǳƴ 

ŎŀōŀƭƝƳŜǘǊŜ ƳŁǎǎƛŎΦ 9ƭ ƳŜŘƛ ŘŜ Ŏǳƭǘƛǳ ǎΩŜǎǘŜǊƛƭƛǘȊŀǾŀ ŎƻƴƧǳƴǘŀƳŜƴǘ ŀƳō Ŝƭ 

bƛƻǊŜŀŎǘƻǊ Ƨŀ Ƴǳƴǘŀǘ ƛ ƭŀ ƎƭǳŎƻǎŀ ǎΩŀŦŜƎƛŀ ǳƴ ŎƻǇ ŦƛƴŀƭƛǘȊŀŘŀ ƭΩŜǎǘŜǊƛƭƛǘȊŀŎƛƽ ǇŜǊ 

filtració amb un filtre estèril de 0,2 µm. [ŀ ǎƻƭǳŎƛƽ ŀƴǘƛŜǎŎǳƳŀƴǘ ǎΩŀŦŜƎƛŀ ŦƛƭǘǊŀŘŀ 
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amb el mateix procediment i a una concentració màxima de 10 mg/L per evitar 

alteracions a ƭΩŜǉǳƛƭƛōǊƛ ŘŜ ƭΩƻȄƛƎŜƴ Řƛǎǎƻƭǘ ŜƴǘǊŜ ŦŀǎŜǎ ƭƝǉǳƛŘŀ ƛ Ǝŀǎƻǎŀ ǉǳŜ 

dificultessin la seva transferència. 

5ǳǊŀƴǘ Ŝƭǎ ŎǳƭǘƛǳǎΣ ǘŀƴǘ Ŝƴ ŦƭŀǎŎƽ ŘΩŀƎƛǘŀŎƛƽ ŎƻƳ Ŝƴ ōƛƻǊŜŀŎǘƻǊΣ Ŝǎ ǇǊŜƴƛŜƴ ƳƻǎǘǊŜǎ 

ǇŜǊ ƭΩŀƴŁƭƛǎƛ de biomassa mesurant lΩ!ōǎ600 i ǇŜǊ ƭΩŀƴŁƭƛǎƛ de proteïnes en SDS-

PAGE. 

3.2.8 ELECTROFORESI EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE) 

La separació de proteïnes per electroforesi es va realitzar en gels Mini Protean 

TGX del 8 ς 16 % de poliacrilamida seguint el protocol recomanat pel fabricant. Es 

van preparar les mostres amb el tampó de càrrega 6X reductor diluint-lo 1:6, es 

van escalfar durant 5 min a 100 °C i es van centrifugar durant 2 min a 13000 rpm 

abans de carregar-les. Els gels es van fer córrer a unes condicions de 35 mA per 

cada gel de poliacrilamida durant 45 ς 60 min. Posteriorment, els gels es 

dipositaven en la solució de tinció Blau de Coomassie durant 1 h. Finalment, es 

destenyien els gels amb la solució de destinció durant 8 ς 16 h. El resultat dels gels 

es visualitzava a ull nu i es fotografiaven al Versadoc. 

3.2.9 SOLUBILITZACIÓ DE PROTEÏNES RECOMBINANTS 

Els cultius de soques E. coli induïts amb IPTG per expressar les proteïnes 

recombinants es centrifugaven a 3000xg durant 15 min a 4 °C. Posteriorment es 

resuspenien en tampó de lisi en un volum corresponent al 10 % del volum del 

cultiu inicial i es procedia al trencament cel·lular o disrupció cel·lular per mètode 

físic mitjançant un sonicador. Finalment es centrifugaven a 9400xg durant 45 min 

a 4 °C per separar les fraccions soluble i insoluble. 

Les proteïnes recombinants es poden produir en forma soluble, però en alguns 

casos agreguen ŦƻǊƳŀƴǘ Ŏƻǎǎƻǎ ŘΩƛƴŎƭǳǎƛƽ ƛƴǎƻƭǳōƭŜǎΦ [ŀ ƳŀƧƻǊƛŀ ŘŜ Ŏƻǎǎƻǎ 



51 
 
 

 

 

ŘΩƛƴŎƭǳǎƛƽ Ŝǎ ǇƻŘŜƴ ǎƻƭǳōƛƭƛǘȊŀǊ ǳǘƛƭƛǘȊŀƴǘ ŘŜǘŜǊƎŜƴǘǎ ƻ ŀƎŜƴǘǎ ŘŜǎƴŀǘǳǊŀƭƛǘȊŀƴǘǎ 

abans de la purificació. 

Per dur a terme la solubilització de les proteïnes es va resuspendre la fracció 

insoluble Ŝƴ ǘŀƳǇƽ ŘŜ ǎƻƭǳōƛƭƛǘȊŀŎƛƽΣ ŀƳō ǇǊŜǎŝƴŎƛŀ ŘΩǳƴ ŀƎŜƴǘ ŘŜǎƴŀǘǳǊŀƭƛǘȊŀƴǘΣ 

en un volum corresponent al 10 % del volum del cultiu inicial. Es va fer rotar la 

fracció insoluble durant 1 h a temperatura ambient i es va centrifugar a 9400xg 

durant 10 min. Posteriorment es va dialitzar contra 500 volums dels tampons de 

diàlisi 1 i 2 durant 1 h. Finalment es va dialitzar dos cops contra 500 volums de 

PBS a 4 ɕC durant 24 h i durant 1 h. [ŀ ŦǊŀŎŎƛƽ ǊŜǎǳƭǘŀƴǘ ŘΩŀǉǳŜǎǘŀ ŘƛŁƭƛǎƛ Ŝǎ Ǿŀ 

centrifugar a 9400xg. PŜǊ ƭΩŀƴŁƭƛǎƛ de mostres en SDS-PAGE es va recollir una 

alíquota del sobrenedant i es va resuspendre el pellet en PBS. 

3.2.10 PURIFICACIÓ DE PROTEÏNES RECOMBINANTS AMB NI-NTA 

El sistema de purificació Ni-b¢! Ŝǎ ōŀǎŀ Ŝƴ ǳƴŀ ŎǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ ŘΩŀŦƛƴƛǘŀǘ ŀƳō 

ƳŜǘŀƭƭǎ ƻƴ ƭΩŜǘƛǉǳŜǘŀ сȄIƛǎΣ ƻ Ŏǳŀ ŘΩƘƛǎǘƛŘƛƴŜǎΣ ǘŞ ǳƴŀ ƎǊŀƴ ŀŦƛƴƛǘŀǘ ŀƳō Ŝƭǎ ƛƻƴǎ 

metàl·lics com el Ni2+Σ Ŝƭ ǉǳŀƭ Ŝǎ ǘǊƻōŀ ƛƳƳƻōƛƭƛǘȊŀǘ Ŝƴ ǳƴŀ ǊŜǎƛƴŀ ǳǘƛƭƛǘȊŀƴǘ ƭΩŀƎŜƴǘ 

ǉǳŜƭŀƴǘ ŁŎƛŘ ƴƛǘǊƛƭƻǘǊƛŀŎŝǘƛŎ όb¢!ύΦ [ΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜ ŎƻƳǇŜǘŜƛȄ ŀƳō ƭŀ Ŏǳŀ ŘΩƘƛǎǘƛŘƛƴŜǎ 

per unir-se al Ni-NTA i això permet la purificació de les proteïnes amb aquesta 

ŜǘƛǉǳŜǘŀΦ 9ƴ Ŝƭ Ǉŀǎǎƻǎ ŘΩǳƴƛƽ ƛ ǊŜƴǘŀǘǎ Ŝǎ ǊŜŎƻƳŀƴŀ ƭΩǵǎ ŘŜ ōŀƛȄŜǎ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƻƴǎ 

ŘΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜΣ ŜƴǘǊŜ мл ƛ рл ƳaΣ ǇŜǊ ŜǾƛǘŀǊ ƭŀ ǳƴƛƽ ƛƴŜǎǇŜŎƝŦƛŎŀ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎΦ 9ƴ 

ŎŀƴǾƛΣ Ŝƴ ƭΩǵƭǘƛƳ Ǉŀǎ Ŝǎ ǊŜǉǳŜǊŜƛȄ ǳƴŀ ŀƭǘŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽ ŘΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜΣ нрл ƳaΣ ǇŜǊ 

eluir les proteïnes amb 6xHis. El procés es va realitzar seguint les instruccions del 

fabricant. 

9ƴ Ŏŀǎ ŘΩŀǇŀǊƛŎƛƽ ŘŜ Ŏƻǎǎƻǎ ŘΩƛƴŎƭǳǎƛƽΣ ŀǉǳŜǎǘ ǎƛǎǘŜƳŀ ŘŜ ǇǳǊƛŦƛŎŀŎƛƽ ŘΩŀŦƛƴƛǘŀǘ ŀ bƛ-

NTA també permet realitzar el procés sota condicions desnaturalitzants 

ǎǳōǎǘƛǘǳƛƴǘ ƭΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜ ǇŜǊ ŀƎŜƴǘǎ ŘŜǎƴŀǘǳǊŀƭƛǘȊŀƴǘǎΣ ŎƻƳ ŀǊŀ ƭŀ ǳǊŜŀ ƻ 

ƭΩƘƛŘǊƻŎƭƻǊǳǊ ŘŜ ƎǳŀƴƛŘƛƴŀ όDǳI/ƭύΣ ŎƻƴƧǳƴǘŀƳŜƴǘ ŀƳō ǳƴŀ ǊŜŘǳŎŎƛƽ ŘŜƭ ǇIΦ 
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3.2.11 PRECIPITACIÓ DE PROTEÏNES AMB TCA 

[ΩŀƴŁƭƛǎƛ Ŝƴ {5{-PAGE de mostres provinents de la purificació en condicions 

desnaturalitzants de GuHCl 6 M formen un precipitat de color taronja-groc quan 

es tracten amb SDS. Per evitar-ho cal diluir les mostres 1:6 amb H2O, dialitzar-les 

o bé separar-les de la guanidina a través de la precipitació amb àcid tricloroacètic 

(TCA). 

Primer es diluïen les mostres fins a 100 µL afegint volums iguals de 10 % TCA. 

Després es deixaven en gel durant 20 min i es centrifugaven 15 min a 13000 rpm 

i 4 °C. Posteriorment es rentaven els pellets ŀƳō рлл ҡ[ ŘΩŜǘŀƴƻƭ 100 % de -20 °C  

i es centrifugaven 5 min a 13000 rpm i 4 °C. Finalment, es deixaven assecar 5 min 

i es resuspenien en tampó de càrrega 6X reductor. /ŀƭ ŘŜǎǘŀŎŀǊ ǉǳŜ ǎΩƘŀǾƛŜƴ ŘŜ 

carregar les mostres immediatament després de bullir durant 10 min a 100 °C per 

evitar precipitacions de possibles traces de GuHCl. 

3.2.12 WESTERN BLOT 

Els Western blot Ŝǎ ǊŜŀƭƛǘȊŀǾŜƴ ŘŜǎǇǊŞǎ ŘΩǳƴ ǇǊƻŎŞǎ ŘŜ ǘǊŀƴǎŦŜǊŝƴŎƛŀ ŘŜ ƭŜǎ 

proteïnes des del gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF a 400 mA i 

durant 90 min, seguint les instruccions del fabricant. Un cop completada la 

transferència es bloquejava la membrana amb proteïna de llet durant 1 h a 

temperatura ambient. Per detectar les proteïnes recombinants amb cua 

ŘΩƘƛǎǘƛŘƛƴŜǎΣ ǎΩƛƴŎǳōŀǾŀ ƭŀ ƳŜƳōǊŀƴŀ Ŝƴ ǳƴŀ ǎƻƭǳŎƛƽ ǉǳŜ ŎƻƴǘŜƴƛŀ ƭΩŀƴǘƛŎƼǎ ŀƴǘƛ-

His diluït 1:500 en tampó de bloqueig durant 16 h a 4 °C. Posteriorment es 

realitzaven cinc rentats amb TBS-¢ ŀƎƛǘŀƴǘ ŀ млл ǊǇƳ ƛ ǎΩƛƴŎǳōŀǾŀ ŀƳō ƭΩŀƴǘƛŎƼǎ 

secundari conjugat a peroxidasa o fosfatasa alcalina a una dilució 1:2000 o 

мΥмллллΣ ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŀƳŜƴǘΦ 5ŜǎǇǊŞǎ ŘΩǳƴŀ ƛƴŎǳōŀŎƛƽ ŘŜ сл ς 120 min es procedia a 

fer cinc rentats amb TBS-¢ ƛ ŦƛƴŀƭƳŜƴǘ Ŝǎ ŘŜǘŜŎǘŀǾŀ ƭŀ ǎŜƴȅŀƭΦ [ΩŀŎǘƛǾƛǘŀǘ ǇŜǊƻȄƛŘŀǎŀ 

es detectava per quimioluminescència amb els reactius Clarity western i recollint 
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ƭŀ ƛƳŀǘƎŜ ŀƭ ±ŜǊǎŀŘƻŎΣ Ŝƴ ŎŀƴǾƛΣ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŀǘ ŘŜ ƭŀ ŦƻǎŦŀǘŀǎŀ Ŝǎ ǊŜǾŜƭŀǾŀ ŀƳō Ŝƭǎ 

reactius NBT/BCIP i es podia veure a ull nu. 

3.2.13 QUANTIFICACIÓ DE PROTEÏNES 

Es va seguir el mètode colorimètric Bradford utilitzant el reactiu protein assay per 

ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǊ ƭŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŀ ǘƻǘŀƭ ŘŜ ƭŜǎ ƳƻǎǘǊŜǎ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎ ǎŜƎǳƛƴǘ ƭŜǎ 

ƛƴǎǘǊǳŎŎƛƻƴǎ ŘŜƭ ŦŀōǊƛŎŀƴǘΦ [ŀ ǊŜŀŎŎƛƽ ŜƴǘǊŜ Ŝƭǎ ŀƳƛƴƻŁŎƛŘǎ ƛ Ŝƭ ǊŜŀŎǘƛǳ ŘΩŀǎǎŀƛƎ ŘŜ 

proteïnes forma un complex proteïna-pigment que es pot mesurar a 595 nm. La 

concentrŀŎƛƽ Ŝǎ Ǿŀ ŘŜǘŜǊƳƛƴŀǊ ŀ ǇŀǊǘƛǊ ŘΩǳƴŀ ǊŜŎǘŀ ŘŜ ŎŀƭƛōǊŀŎƛƽ ǇǊŜǇŀǊŀŘŀ ŀƳō 

albúmina BSA. 

3.2.14 CÀLCUL DE PRODUCTIVITAT 

La productivitat volumètrica és la relació entre la quantitat de producte obtingut 

per unitat de volum i temps. 

Es realitzava el càlcul de la productivitat volumètrica de cada cultiu al final dels 

cultius bacterians induïts amb IPTG durant 16 h i després del procés de purificació 

amb Ni-NTA i quantificació mitjançant Bradford. 

3.2.15 EXTRACCIÓ DE DNA GENÒMIC 

[ΩŜȄǘǊŀŎŎƛƽ ŘŜ 5b! ƎŜƴƼƳƛŎ Ŝǎ va realitzar picant una colònia individual de la soca 

ōŀŎǘŜǊƛŀƴŀ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎ i resuspenent-la en 100 µ[ ŘΩŀƛƎǳŀ ŜǎǘŝǊƛƭΣ o bé utilitzant 

directament 100 µ[ ŘŜ Ŏǳƭǘƛǳ ŎǊŜǎŎǳǘ hκbΦ 5ŜǎǇǊŞǎ ǎΩescalfava el tub a 94 °C 

durant 5 min i es centrifugava a 10000 rpm durant 5 min recollint el sobrenedant. 

Aquest sobrenedant es podia emmagatzemar congelant-lo a -20 °C, o bé podia ser 

utilitzat, directament o diluït, com a motlle en una amplificació per PCR. 
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3.2.16 PRECIPITACIÓ DE DNA 

La precipitació del DNA amb acetat sòdic i etanol es va utilitzar per concentrar i 

ŘŜǎǎŀƭƛƴƛǘȊŀǊ ǇǊŜǇŀǊŀŎƛƻƴǎ ŀǉǳƻǎŜǎ ŘΩŁŎƛŘǎ ƴǳŎƭŜƛŎǎΦ !Ƴō ƭΩŀŘŘƛŎƛƽ ŘŜ мл µL 

ŘΩŀŎŜǘŀǘ ǎƼŘƛŎ оa ŀ ǇI рΣн ƛ ŘŜ нфл µ[ ŘΩŜǘŀƴƻƭ млл ҈ Ŝǎ Ǿŀ ǇǊƻǾƻŎŀǊ ƭŀ ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŎƛƽ 

del DNA en una solució de 100 µL. DŜǎǇǊŞǎ ŘΩŀŦŜƎƛǊ ƭŀ ǎŀƭ ƛ ƭΩŀƭŎƻƘƻƭΣ Ŝǎ ōŀǊǊŜƧŀǾŀ 

amb vòrtex i es mantenia la mostra a -20 °C durant 30 min. Posteriorment es 

centrifugava a 13000 rpm durant 25 min i es feia un rentat amb etanol 70 %. 

Finalment, es deixava assecar el pellet a temperatura ambient durant 15 min i es 

resuspenia en el volum desitjat. La concentració del DNA es podia comprovar 

llegint la Abs260 al Nanodrop. 

3.2.17 EDICIÓ GENÈTICA 

[ΩŜŘƛŎƛƽ ƎŜƴŝǘƛŎŀ ŘΩE. coli amb els sistema de dos plasmidis és un tipus de 

transformació bacteriana on es transforma primer el pCas i es co-transformen 

finalment el pTarget específic i el DNA donador. 

Diferia del protocol estàndard de transformació bacteriana en tres paràmetres, la 

temperatura de creixement en SOC ƛ ŘΩƛƴŎǳōŀŎƛƽ ŘŜ ƭŜǎ ǇƭŀǉǳŜǎ [. ŀƳō ŀƴǘƛōƛƼǘƛŎǎ 

era 30 °/Σ Ŝƭ ǘŜƳǇǎ ŘΩƛƴŎǳōŀŎƛƽ ŘŜ ƭŜǎ ǇƭŀǉǳŜǎ ŜǊŀ ŘŜ нп ς 36 h, i les quantitats de 

pTarget i DNA donador en la co-transformació venien donades pel protocol 

dissenyat a Jiang et al. (2015). A la Taula 15 es pot veure un exemple genèric de 

co-transformació: 

Taula 15. Preparació de DNA i sals per l'edició genètica. 

Component Reacció (µL) 

pTarget (100 ng/µL) 1 
DNA donador (40 ng/µL) 10 

Solució PEG 27 
Solució KCM 10 

H2O 52 
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3.2.18 CRIBRATGE BLAU ς BLANC 

[ΩŀƴŁƭƛǎƛ ŘŜ ƭΩŜŘƛŎƛƽ ƎŜƴŝǘƛŎŀ Ŝǎ ŦŜƛŀ ǇŜǊ colony PCR utilitzant primers indicadors 

ŘΩŜŘƛŎƛƽΦ ¢ƻǘ ƛ ŀƛȄƼΣ Ŝƴ Ŝƭ Ŏŀǎ ŘŜƭ locus lacZ es podia fer un anàlisi previ, més ràpid 

i fàcil que la colony PCR. 

Utilitzant el cribratge blau ς blanc es podien distingir les colònies que havien patit 

disrupció del gen lacZ segons si tenien color blau o color blanc. Això es dona 

gràcies a que el gen lacZ, que codifica per la ̡-galactosidasa, es troba a dins de 

ƭΩƻǇŜǊƽ lac ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ ŘŜƭ ǉǳŀƭ Şǎ ƛƴŘǳƠōƭŜ ǇŜǊ ƭŀ ƭŀŎǘƻǎŀ ƻ ǇŜǊ ǳƴ ŀƴŁƭŜƎ ŘŜ ƭŀ 

ƭŀŎǘƻǎŀ ŎƻƳ ƭΩLt¢DΦ [ΩŜƴȊƛƳ -̡galactosidasa és capaç de trencar el substrat X-Gal, 

que conté una galactosa unida al pigment blau insoluble 4-cloro-3-bromo-indigo. 

5ΩŀǉǳŜǎǘŀ ŦƻǊƳŀΣ Ŝƴ ǇƭŀǉǳŜǎ ŀƳō ·-Gal i IPTG es podien distingir colònies blaves 

(sense disrupció a lacZ) i blanques (amb disrupció a lacZ). 

3.2.19 PES HUMIT I PES SEC CEL·LULAR 

Una forma de quantificar la biomassa més acurada que la densitat òptica és la 

mesura del pes humit cel·lular i del pes sec cel·lular. 

Per comparar pesos entre soques es van fer créixer cultius en condicions 

ŜǉǳƛǾŀƭŜƴǘǎΣ Şǎ ŀ ŘƛǊΣ ŀƳō ƳŜŘƛ {h/Σ ƛƴŘǳƛƴǘ ŀƳō м Ƴa ŘΩLt¢D ŀ лΣс ŘΩ!ōǎ600, 

durant 16 h i a 30 °C. A les 4 h i a les 16 h es van prendre mostres de 30 mL, es va 

ƳŜǎǳǊŀǊ ƭΩ!ōǎ600 i després es van centrifugar a 4500xg durant 10 min per mesurar 

el pes dels pellets (pes humit cel·lular). Posteriorment es van resuspendre els 

pellets eƴ ол Ƴ[ ŘΩǳƴŀ ǎƻƭǳŎƛƽ ŘŜ ф Ǝκ[ bŀ/ƭ ƛ Ŝǎ Ǿŀƴ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀǊ ŘŜ ƴƻǳ ŀ прллȄƎ 

durant 10 min. Finalment es van deixar assecar a 85 °C durant 24 h fins a mesurar 

un pes sec cel·lular constant. 



56 
 
 

 

 

3.2.20 EMMAGATZEMATGE A LLARG TERMINI AMB GLICEROL 

Els estocs bacterians amb glicerol tenen una gran importància en 

lΩŜƳƳŀƎŀǘȊŜƳŀǘƎŜ ŀ ƭƭŀǊƎ ǘŜǊƳƛƴƛ ŘŜ ƎŜƴƻǘƛǇǎ ƻ ǇƭŀǎƳƛŘƛǎ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎΦ !ƭ ŎƻƴǘǊŀǊƛ ŘŜ 

ƭΩŜƳƳŀƎŀǘȊŜƳŀǘƎŜ ŀ п °C de plaques LB o a -20 °/ ŘŜ ǇƭŀǎƳƛŘƛǎΣ ƭΩŜǎǘƻŎ ŘŜ ƎƭƛŎŜǊƻƭ 

a -80 °C és estable duranǘ ŀƴȅǎΦ [ΩŀŘŘƛŎƛƽ ŘŜ ƎƭƛŎŜǊƻƭ ŀƭ нл ҈ ŘŜ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽ Ŧƛƴŀƭ 

estabilitza els bacteris congelats impedint el dany de les membranes i, per tant, 

assegurant la seva supervivència. 

3.2.21 SENSIBILITZACIÓ DEL LÀTEX I IMMUNOTURBIDIMETRIA 

La sensibilització del làtex es podia dur a terme via adsorció passiva o via unió 

covalent. 

9ƴ ƭΩŀŘǎƻǊŎƛƽ ǇŀǎǎƛǾŀΣ ǉǳŜ Ŝǎ Řƻƴŀ ŎƻƳ ŀ ŎƻƴǎŜǉǸŝƴŎƛŀ ŘΩŀǘǊŀŎŎƛƻƴǎ 

ŜƭŜŎǘǊƻǎǘŁǘƛǉǳŜǎ ƛ ŦƻǊŎŜǎ ŘŜ Ǿŀƴ ŘŜǊ ²ŀŀƭǎ ŜƴǘǊŜ ŀƴǘƝƎŜƴǎ ƛ ƭŁǘŜȄΣ ǎΩƘŀǾƛŀ ŘŜ ǘŜƴƛǊ 

en compte la càrrega elèctrica dels antígens directament relacionada amb el pH 

del medi. Es van fer les adsorcions en tampó Tris a pH 8 amb 1 % de làtex final 

durant 3 h i a temperatura ambient, havent afegit 0,2 % de HEC com a 

anticoagulant i 6,5 mg/mL de BSA com a estabilitzant. 

Per la unió covalent, per altra banda, es necessitaven partícules de poliestirè 

ŎŀǊōƻȄƛƭŀŘŜǎΣ Şǎ ŀ ŘƛǊΣ ŀƳō ƎǊǳǇǎ ŎŀǊōƻȄƛƭ ǉǳŜ ǊŜǉǳŜǊƛŜƴ ǳƴ Ǉŀǎ ǇǊŜǾƛ ŘΩŀŎǘƛǾŀŎƛƽ 

ŀƳō н Ƴa ŘΩ95/ ƛ р Ƴa ŘŜ ǎǳƭŦƻ-NHS. Posteriorment es va realitzar el 

revestiment en un tampó PBS a pH 6 amb 1 % de làtex final durant 3 h i a 4 °C, 

ƘŀǾŜƴǘ ŀŦŜƎƛǘ лΣтр ƳƎκƳ[ ŘΩŜǘŀƴƻƭŀƳƛƴŀ ƛ ƎƭƛŎƛƴŀ ŎƻƳ ŀ ƴŜǳǘǊŀƭƛǘȊŀƴǘǎ ƛ нл ƳƎκƳ[ 

de BSA com a estabilitzant. 

tŜǊ ǵƭǘƛƳΣ ƭΩŀǎǎŀƛƎ ƛƳƳǳƴƻǘǳǊōƛŘƛƳŝǘǊƛŎ Ŝǎ ǊŜŀƭƛǘȊŀǾŀ ŀ ƭΩŜǉǳƛǇ {Ǉƛƴ¢ŜŎƘ нпл 

barrejant mostres de sèrum o solució salina (9 g/L NaCl) amb un tampó TBS amb 

0,2 % de HECΦ tƻǎǘŜǊƛƻǊƳŜƴǘ ǎΩŀŦŜƎƛŀ un segon tampó que incloïa el làtex 
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sensibilitzat amb antígens. Durant el procés de reacció es feien dues lectures de 

ƭΩ!ōǎ340, ŀ ƭΩƛƴƛŎƛ ŘΩŀŦŜƎƛǊ Ŝƭ làtex i al cap de 5 min. 

3.2.22 IMMUNOASSAIG ENZIMÀTIC (ELISA) 

[ΩƛƳƳǳƴƻŀǎǎŀƛƎ ŜƴȊƛƳŁǘƛŎ Ŝǎ Ǿŀ ǳǘƛƭƛǘȊŀǊ ǇŜǊ ŀǾŀƭǳŀǊ ƭŀ ŦǳƴŎƛƻƴŀƭƛǘŀǘ ŘŜƭǎ ŀƴǘƝƎŜƴǎ 

recombinants amb sèrums positius i negatius per la toxoplasmosi. 

Les plaques de poliestirè de 96 pous es van recobrir amb les proteïnes 

antigèniques a una concentració de 2,5 µg/mL mitjançant el tampó de coating 

durant la nit i a 4 °C. Com a control positiu es va afegir una preparació de TLA 

facilitada per Spinreact S.A.U. i com a control negatiu hi havia la proteïna GST 

produïda i purificada en E. coli. Es van realitzar dos rentats amb PBS-T i BSA al 0,5 

%, i posteriorment es va realitzar un bloqueig amb el mateix tampó durant 1 h a 

37 °C. 100 µL dels pools de sèrums humans, diluïts a 1:25 en el tampó de bloqueig, 

es van afegir als pous i es van incubar durant 30 ς 60 min a 37 °C i 100 rpm. 

5ŜǎǇǊŞǎ ŘŜƭ Ǉŀǎ ŘΩǳƴƛƽ ŀƭǎ ŀƴǘƛŎƻǎǎƻǎΣ Ŝǎ Ǿŀ Ŧer un rentat amb el mateix tampó 

utilitzat anteriorment i es va realitzar una incubació amb proteïna A conjugada a 

peroxidasa diluïda entre 1:1000 ς 1:25000 en PBS-T a 37 °C i durant 20 min agitant 

a 100 rpm. Finalment, després de sis rentats amb el tampó PBS-T i BSA 0,5 %, es 

van afegir 100 µL del substrat TMB i es va incubar la placa durant 15 ς 60 min a 37 

°C. La reacció es va aturar amb 100 µL de H2SO4 1 M i Ŝǎ Ǿŀ ƳŜǎǳǊŀǊ ƭΩ!ōǎ450 en el 

ƭŜŎǘƻǊ ŘΩ9[L{!Φ  
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4. RESULTATS 

¢ŀƭ ŎƻƳ ǎΩƘŀ ƛƴǘǊƻŘǳƠǘ ǇǊŝǾƛŀƳŜƴǘΣ ƭŀ ƛŘŜŀ ŘΩŀǉǳŜǎǘ ǇǊƻƧŜŎǘŜ Ǌŀǳ Ŝƴ Ŝƭ 

ŘŜǎŜƴǾƻƭǳǇŀƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ǎƛǎǘŜƳŀ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ǊŜŎƻƳōƛƴŀƴǘǎΦ Més 

ŎƻƴŎǊŜǘŀƳŜƴǘΣ Ŝƴ ŀǉǳŜǎǘŀ ǘŜǎƛ Ŝǎ ƳƻǎǘǊŀ ƭΩƻōǘŜƴŎƛƽ ŘŜ ǎƻǉǳŜǎ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŘŜǎ ŀƳō 

plasmidi i soques editades genèticament amb la capacitat de produir antígens de 

T. gondii vàlids pel diagnòstic de la toxoplasmosi. 

4.1 GENERACIÓ DE SOQUES TRANSFORMADES AMB PLASMIDI 

Com a primer pas, Ŝǎ Ǿŀƴ ŜǎǘŀōƭƛǊ ǎƻǉǳŜǎ ŘΩE. coli transformades amb plasmidi, 

per la qual cosa calia seleccionar els antígens de Toxoplasma. A partir de la 

literatura científica es van poder triar els antígens que obtenien una alta 

sensibilitat i especificitat comparats amb el TLA. Posteriorment es van clonar les 

seqüències genètiques rellevants dels antígens en un plasmidi adequat en relació 

a la soca bacteriana. 

4.1.1 SELECCIÓ DELS ANTÍGENS DE TOXOPLASMA GONDII 

Es va decidir treballar amb les proteïnes SAG2 i GRA2 com a representatives de la 

superfície i dels grànuls del Toxoplasma, respectivament. Segons Holec-Gasior 

(2013), SAG2 i GRA2 mostren ambdues una sensibilitat >90 % en sèrums 

prèviament classificats de fase aguda i >67 % en sèrums prèviament classificats 

de fase crònica. 

Les seqüències de DNA que codifiquen els antígens de T. gondii SAG2 i GRA2 es 

Ǿŀƴ ƻōǘŜƴƛǊ ŘŜ ƭŀ ōŀǎŜ ŘŜ ŘŀŘŜǎ DŜƴ.ŀƴƪ όƴǵƳŜǊƻ ŘΩŀŎŎŞǎ !CнпфсфуΦм ƛ [лмтроΦмΣ 

respectivament). En el cas de SAG2, la seqüència genètica anava del residu 28 al 

172, corresponent al 100 % de la proteïna madura excloent el pèptid senyal, 
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mŜƴǘǊŜ ǉǳŜ ƭŀ ǎŜǉǸŝƴŎƛŀ ŘŜ Dw!н ŀƴŀǾŀ ŘŜƭ ǊŜǎƛŘǳ рм ŀƭ мурΣ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŜƴǘ ŀ ƭΩŜȄƽ 

2 (C-terminal) el qual conté el 85 % de la proteïna madura excloent, també, el 

pèptid senyal. 

Les seqüències de SAG2 i GRA2 es van amplificar per PCR a partir del DNA genòmic 

de T. gondii ǎŜƎǳƛƴǘ ǳƴ ǇǊƻǘƻŎƻƭ ŜǎǘŁƴŘŀǊŘ ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀŎƛƽ ƛ ǳǘƛƭƛǘȊŀƴǘ ƭŀ polimerasa 

amb activitat correctora KOD (apartats 3.2.1 i 3.2.2). El disseny dels primers va 

tenir en comptŜ ƭŀ Ǉŀǳǘŀ ŘŜ ƭŜŎǘǳǊŀ ŘŜ ƭŀ Ŏǳŀ ŘΩƘƛǎǘƛŘƛƴŜǎ ŘŜƭ ǇƭŀǎƳƛŘƛ Ǉ9¢нуŀ όҌύΣ 

i els llocs de tall dels enzims de restricció BamHI i HindIII es van incloure per 

facilitar el clonatge dels fragments. 

Després de fer la reacció, una alíquota dels productes de PCR es va córrer en un 

gel a ƭΩм ҈ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ (apartat 3.2.3) ǇŜǊ ǾŜǊƛŦƛŎŀǊ ǉǳŜ ǎΩƘŀǾƛŀ ŀƳǇƭƛŦƛŎŀǘ Ŝƭ ǇǊƻŘǳŎǘŜ 

desitjat (Figura 7). 

Previsiblement, els fragments de SAG2 i GRA2 eren de 435 bp i 408 bp, 

ǊŜǎǇŜŎǘƛǾŀƳŜƴǘΦ 9ƭ ƎŜƭ ŘΩŜƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ Ǿŀ ƳƻǎǘǊŀǊ ƭŜǎ ōŀƴŘŜǎ ŀƳō ƭŀ ƳƛŘŀ ŎƻǊǊŜŎǘŜ 

i els fragments es van purificar amb el kit QIAquick Gel Extraction. 

Figura 7. Anàlisi Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ ŘŜ ƭΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀŎƛƽ de les seqüències codificants pels 
antígens SAG2 i GRA2. Les seqüències codificants per SAG2 i GRA2 es van amplificar per 
PCR utilitzant DNA genòmic i els primers sag2_FW/sag2_RV. Una alíquota de cada reacció 
es va analitzar per electroforesi Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀΦ /ŀǊǊƛƭ мΥ {!DнΦ /ŀǊǊƛƭ 2: GRA2. 
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4.1.2 GENERACIÓ DELS CASSETTES DΩEXPRESSIÓ 

Per generar els cassettes ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽΣ ǘŀƭ ŎƻƳ ǎΩƘŀ ŜȄǇƭƛŎŀǘ ŀ ƭΩŀǇŀǊǘŀǘ ŀƴǘŜǊƛƻǊΣ 

seqüències parcials de SAG2 i GRA2 es van amplificar per PCR amb primers 

específics utilitzant el DNA genòmic. Aquests fragments, conjuntament amb el 

plasmidi, es van digerir amb els enzims de restricció BamHI i HindIII (apartat 3.2.4), 

Ŏƻǎŀ ǉǳŜ ǇŜǊƳŜǘƛŀ ǊŜǎǇŜŎǘŀǊ ƭΩƻǊƛŜƴǘŀŎƛƽ ŘŜƭǎ ŦǊŀƎƳŜƴǘǎΦ Posteriorment, aquests 

fragments es van lligar al vector pET28a ŀƳō ƭΩŜƴȊƛƳ ¢п [ƛƎŀǎŜ ƛ en pauta de 

lectura amb ƭΩŜǘƛǉǳŜǘŀ ŘΩƘƛǎǘƛŘƛƴŜǎ b-terminal present en el plasmidi, que serveix 

per facilitar la purificació i detecció de les proteïnes (Figura 8). Els plasmidis 

resultants es van transformar en cèl·lules competents E. coli Top 10 (apartats 3.2.5 

i 3.2.6). 
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Després de la transformació, colònies de les soques desitjades es van fer créixer 

en cultius O/N  (apartat 3.2.7) en presència de kanamicina per poder-ne purificar 

els plasmidis amb el kit QIAprep Spin Miniprep i comprovar-ne la mida per digestió 

ŜƴȊƛƳŁǘƛŎŀ ǳǘƛƭƛǘȊŀƴǘ tǾǳLLΦ ¦ƴ ŎƻǇ ǊŜŀƭƛǘȊŀŘŀ ƭŀ ƛƴŎǳōŀŎƛƽ ŘΩм Ƙ ŀ от °C, els 

Figura 8. Estratègia de clonació dels plasmidis pET28a-SAG2 i pET28a-GRA2. 
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ǇƭŀǎƳƛŘƛǎ ŘƛƎŜǊƛǘǎ Ŝǎ Ǿŀƴ ŀƴŀƭƛǘȊŀǊ Ŝƴ ǳƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ ŀ ƭΩм ҈ ǇŜǊ ǾƛǎǳŀƭƛǘȊŀǊ ƭŀ ƳƛŘŀ 

dels fragments resultants del tall (Figura 9). El patró dels fragments en el gel 

indicava que els plasmidis contenien els inserts esperats. Per una banda, el 

pET28a-SAGн ǎΩŜǎǇŜǊŀǾŀ ǉǳŜ Ŧƻǎ ŘƛƎŜǊƛǘ Ŝƴ ǘǊŜǎ ŦǊŀƎƳŜƴǘǎ ŘŜ млл ōǇΣ м ƪō ƛ пΣт 

kb; mentre que en el cas del pET28a-Dw!н ǎΩŜǎǇŜǊŀǾŀ ǳƴ ǊŜǎǳƭǘŀǘ ŘŜ ǉǳŀǘǊŜ 

fragments de 100 bp, 1 kb, 1,7 kb i 2,9 kb. 

 

5ŜǎǇǊŞǎ ŘŜ ƭΩŀƴŁƭƛǎƛ ǇŜǊ ŘƛƎŜǎǘƛƽ ŜƴȊƛƳŁǘƛŎŀ, es van purificar els dos plasmidis per 

confirmar-ne la seqüència via seqüenciació de Sanger (Figura S1 ŘŜ ƭΩ!ƴƴŜȄ). Un 

cop comprovat que els plasmidis pET28a contenien les seqüències codificants pels 

antígens SAG2 i GRA2, es va dur a terme la transformació en cèl·lules competents 

E. coli BL21 (DE3). Es va triar aquesta soca perquè està específicament dissenyada 

per la producció de proteïnes recombinants, degut a la seva deficiència en 

proteases Lon i OmpT que prevenen la degradació de proteïnes exògenes, i 

perquè inclou el lisogen ˂59о que permet la síntesi de la T7 RNA polimerasa sota 

Ŝƭ ŎƻƴǘǊƻƭ ŘΩǳƴ ǇǊƻƳƻǘƻǊ ƛƴŘǳƠōƭŜ ŀƳō Lt¢DΦ !Ƴō ŀǉǳŜǎǘ ǎƛǎǘŜƳŀΣ ƭŀ ƛƴŘǳŎŎƛƽ ŘŜ 

ƭŀ ǇƻƭƛƳŜǊŀǎŀ Ŝǎ ƳŀȄƛƳƛǘȊŀ ƛ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ ŘŜ ƭŜǎ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎΣ ǉǳŜ Ŝǎǘŀƴ ǎƻǘŀ Ŝƭ ŎƻƴǘǊƻƭ 

del promotor T7 del pET28a, es troben indirectament induïdes per IPTG. 

¢ŀƭ ŎƻƳ ǎΩƘŀ ƛƴǘǊƻŘǳƠǘ Ŝƴ ƭΩŀǇŀǊǘŀǘ мΦмΦпΣ la bibliografia més recent ha descrit ƭΩǵǎ 

de proteïnes quimèriques en la diagnosi de la toxoplasmosi. En aquesta tesi es va 

Figura 9. Anàlisi Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ de la digestió enzimàtica dels plasmidis pET28a-SAG2 
i pET28a-GRA2. [ŀ ŘƛƎŜǎǘƛƽ ŘŜ ŘǳŜǎ ŎƻƭƼƴƛŜǎ ŘŜ ŎŀŘŀ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƛƽ ŀƳō ƭΩŜƴȊƛƳ tǾǳLL Ǿŀ 
donar com a resultat tres fragments en el cas del pET28a-SAG2 (carrils 1 i 2) i quatre 
fragments en el cas del pET28a-GRA2 (carrils 3 i 4). 
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ŎƻƴǎƛŘŜǊŀǊ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽ ŘΩǳƴŀ ǇǊƻǘŜƠƴŀ ǉǳƛƳŝǊƛŎŀ nova que contenia seqüències 

de SAG2 i GRA2, ja que podia incrementar el rendiment del reactiu de diagnòstic 

a més de reduir els costos de producció. 

Els plasmidis pET28a-SAG2 i pET28a-GRA2 van servir com a motlle per amplificar 

les seqüències de SAG2 i GRA2. Aquest cop amb una diana de restricció a un 

extrem i amb una regió de superposició entre fragments ŀ ƭΩŀƭǘǊŜ ŜȄǘǊŜƳΣ ŘŜ 

manera que servís posteriorment per generar ƭΩŀƴǘƛƎŜƴ ǉǳƛƳŝǊƛŎ {!Dн-GRA2 per 

overlap PCR. La primera amplificació es va realitzar amb els primers 

sag2_fusion_FW/sag_fusion_RV i gra2_fusion_FW/gra_fusion_RV, i els productes 

ŘΩŀǉǳŜǎǘŜǎ PCR es van fer servir com a motlle per a la segona amplificació amb els 

primers sag2_fusion_FW/gra2_fusion_RV. 

El producte final de la overlap PCR es va purificar amb el kit QIAquick Gel 

Extraction, i seguidament es va digerir amb els enzims BamHI i HindIII. Després de 

ƭŀ ƛƴŎǳōŀŎƛƽΣ Ŝƭ ǇǊƻŘǳŎǘŜ ŘŜ ƭŀ ŘƛƎŜǎǘƛƽ Ŝǎ Ǿŀ ŦŜǊ ŎƽǊǊŜǊ Ŝƴ ǳƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ ŀ ƭΩм ҈ 

per avaluar-ne la puresa i la mida (Figura 10). 

 

El fragment que es mostra a la Figura 10 correspon a la mida esperada de la 

seqüència quimèrica SAG2-Dw!нΣ Şǎ ŀ ŘƛǊΣ упо ōǇΦ 5ŜǎǇǊŞǎ ŘΩŀǉǳŜǎǘ Ǉŀǎ Ŝǎ Ǿŀ 

poder realitzar la lligació amb el plasmidi pET28a prèviament digerit amb els 

mateixos enzims de restricció (Figura 11). 

Figura 10. Anàlisi Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ de ƭΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀŎƛƽ ƛ ƭŀ ŘƛƎŜǎǘƛƽ ŜƴȊƛƳŁǘƛŎŀ ŘŜ la 
ǎŜǉǸŝƴŎƛŀ ŎƻŘƛŦƛŎŀƴǘ ǇŜǊ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴ ǉǳƛƳŝǊƛŎ {!Dн-GRA2. La seqüència codificant per 
SAG2-GRA2 es va generar per overlap PCR i es va digerir amb BamHI i HindIII. Una alíquota 
ŘŜ ƭŀ ŘƛƎŜǎǘƛƽ Ŝǎ Ǿŀ ŀƴŀƭƛǘȊŀǊ ǇŜǊ ŜƭŜŎǘǊƻŦƻǊŜǎƛ Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀΦ /ŀǊǊƛƭ мΥ {!Dн-GRA2. 
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 Figura 11. Estratègia de clonació del plasmidi pET28a-SAG2-GRA2. 
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¢ŀƭ ŎƻƳ ǎΩƘŀǾƛŀ ǇǊƻŎŜŘƛǘ ŀƳō Ŝƭǎ ŀƴǘŜǊƛƻǊǎ Řƻǎ ǇƭŀǎƳƛŘƛǎΣ Ŝƭ Ǉ9¢нуŀ-SAG2-GRA2 

es va transformar en cèl·lules competents E. coli Top 10. Posteriorment es va fer 

créixer la soca en cultius O/N en presència de kanamicina i es va purificar el 

ǇƭŀǎƳƛŘƛ ǇŜǊ ŎƻƳǇǊƻǾŀǊ ǉǳŜ ƭŀ ƭƭƛƎŀŎƛƽ ǎΩƘŀǾƛŀ Řƻƴŀǘ ŎƻǊǊŜŎǘŀƳŜƴǘ ƳƛǘƧŀƴœŀƴǘ ǳƴŀ 

digestió enzimàtica ŀƳō ƭΩŜƴȊƛƳ ·ƘƻL όCƛƎǳǊŀ м2). 

 

El patró de bandes esperat per aquesta digestió era de dues bandes amb mides 

de 715 bp i 5495 bp. Com es pot veure a la Figura 12, dues de les tres colònies 

όŎŀǊǊƛƭǎ н ƛ оύ ǘŜƴƛŜƴ ƭΩƛƴǎŜǊǘ ŎƻǊǊŜŎǘŀƳŜƴǘ ŎƭƻƴŀǘΦ 

Finalment, es va seleccionar ǳƴ ŘΩŀǉǳŜǎǘǎ Řƻǎ plasmidis pET28a-SAG2-GRA2 per 

poder confirmar la seva seqüència via seqüenciació de Sanger (Figura S2 de 

ƭΩ!ƴƴŜȄ) i, posteriorment, es va transformar en cèl·lules competents E. coli BL21 

ό59оύΣ ǘŀƭ ŎƻƳ ǎΩƘŀǾƛŀ ŦŜǘ ŀƳō Ŝƭ Ǉ9¢нуŀ-SAG2 i el pET28a-GRA2. 

  

Figura 12. Anàlisi Ŝƴ ƎŜƭ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀ de la digestió enzimàtica del plasmidi pET28a-SAG2-
GRA2. [ŀ ŘƛƎŜǎǘƛƽ ŘŜ ǘǊŜǎ ŎƻƭƼƴƛŜǎ όŎŀǊǊƛƭǎ мΣ н ƛ оύ ŘŜ ƭŀ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƛƽ ŀƳō ƭΩŜƴȊƛƳ ·ƘƻL 
havia de donar com a resultat dos fragments. 
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4.2 PRODUCCIÓ DE PROTEÏNA RECOMBINANT EN SOQUES 

TRANSFORMADES AMB PLASMIDI 

[Ŝǎ ǎƻǉǳŜǎ ŘΩE. coli BL21 (DE3) generades amb els plasmidis pET28a-SAG2, 

pET28a-GRA2 i pET28a-SAG2-GRA2 es van utilitzar en processos de producció de 

ǇǊƻǘŜƠƴŀ ǊŜŎƻƳōƛƴŀƴǘ ŀƳō Ŝƭ ǇǊƻǇƼǎƛǘ ŘŜ ǾŜǊƛŦƛŎŀǊ ƛ ƳƛƭƭƻǊŀǊ Ŝƭ ƴƛǾŜƭƭ ŘΩŜȄǇǊŜǎsió 

ŘΩŀǉǳŜǎǘ ǎƛǎǘŜƳŀΦ 

4.2.1 DETERMINACIÓ DΩUN PROTOCOL DE PURIFICACIÓ ADIENT 

Les soques transformades amb els plasmidis pET28a es van incubar en 5 mL de 

medi LB amb kanamicina, concretament a 37 °C i a 200 rpm durant 16 h com a 

pre-cultiu fins arribar a la fase estacionaria. Seguidament els bacteris es van diluir 

10 vegades en medi LB amb kanamicina utilitzant un flascó de 100 mL. Es va iniciar 

així el cultiu mantenint els paràmetres del pre-cultiu fins arribar a una Abs600 de 

0,6 (fase mig-exponencial), moment en el que es va induir la presència de T7 RNA 

ǇƻƭƛƳŜǊŀǎŀ ƳƛǘƧŀƴœŀƴǘ ƭΩŀŘƛŎƛƽ ŘΩм Ƴa Lt¢DΦ Durant el cultiu es van prendre 

ƳƻǎǘǊŜǎ ǇŜǊ ƭΩŀƴŁƭƛǎƛ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ŀōŀƴǎ ŘΩƛƴŘǳƛǊ ŀƳō Lt¢DΣ ŀ ƭŜǎ с Ƙ ƛ ŀ ƭŜǎ мс Ƙ ŘŜ 

creixement. 

Després de 16 h de creixement del cultiu, i com a primer pas de purificació 

proteica, els bacteris es van recollir via centrifugació durant 15 min a 3000xg i a 4 

°C. Els pellets es van resuspendre en un 10 % del volum original del cultiu en 

tampó de lisi (Taula 5). Es va realitzar la disrupció de les cèl·lules per sonicació al 

ул ҈ ŘΩŀƳǇƭƛǘǳŘ ŘǳǊŀƴǘ у ƳƛƴΣ ŀƭǘŜǊƴŀƴǘ н ǎ Ŝƴ hb ƛ н ǎ Ŝƴ hCCΦ ¢ƻǘ ǎŜƎǳƛǘΣ Ŝƭǎ 

bacteris es van centrifugar durant 45 min a 9400xg i a 4 °C. El sobrenedant 

corresponia a la fase soluble, mentre que el pellet corresponia a la fase insoluble. 

¢ŀƳōŞ Ŝǎ Ǿŀƴ ŀƎŀŦŀǊ ƳƻǎǘǊŜǎ ǇŜǊ ƭΩŀƴŁƭƛǎƛ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ǘŀƴǘ ŘŜ ƭŀ ŦŀǎŜ ǎƻƭǳōƭŜ ŎƻƳ 

de la fase insoluble. 
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Totes les mostres es van analitzar en SDS-PAGE (apartat 3.2.8) i mitjançant la 

tinció amb blau de Coomassie (Figura 13). 

A la Figura 13a, es pot veure que ǎΩƛƴŘǳïa la transcripció dels cassettes ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ 

i que hi havia producció de ƭŜǎ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎ {!DнΣ Dw!н ƛ {!Dн-GRA2 tant 

a les 6 h com a les 16 h després de la inducció. Les bandes obtingudes van migrar 

Ŝƴ Ŝƭ ƎŜƭ ǎŜƎƻƴǎ ŜǎǇŜǊŁǾŜƳ ŘΩŀŎƻǊŘ ŀƳō el seu pes molecular teòric (SAG2 és de 

19,3 kDa, GRA2 és de 22 kDa i SAG2-GRA2 és de 37,8 kDa). Pel que fa a la Figura 

13b, es mostra que la solubilitat de les proteïnes SAG2 i GRA2 era bastant alta, 

mentre que la nova proteïna quimèrica SAG2-GRA2 es trobava majoritàriament a 

la fracció insoluble. 

Tenint en compte aquests resultats, on es va treballar amb unes condicions de 

Ŏǳƭǘƛǳ ŘΩƛƴŘǳŎŎƛƽ ƛ ŘŜ ǎƻƴƛŎŀŎƛƽ ŜǎǘŁƴŘŀǊŘǎΣ totes tres proteïnes tenien nivells 

ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ semblants però la proteïna quimèrica SAG2-GRA2 era insoluble, és a 

dir, formava ŀƎǊŜƎŀǘǎ ŎƛǘƻǇƭŀǎƳŁǘƛŎǎ ƻ Ŏƻǎǎƻǎ ŘΩƛƴŎƭǳǎƛƽΦ 

Figura 13. Anàlisi en SDS-PAGE de la producció i solubilitat dels antígens SAG2, GRA2 i 
SAG2-GRA2. a) Els cultius de bacteris amb pET28a-SAG2 (carrils 1, 2 i 3), pET28a-GRA2 
(carrils 4, 5 i 6) i pET28a-SAG2-GRA2 (carrils 7, 8 i 9) es van induir amb IPTG per analitzar 
ƭŀ ǇǊƻŘǳŎŎƛƽ ŘŜ ƭŜǎ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎΦ /ŀǊǊƛƭǎ мΣ п ƛ тΥ ƴƻ-induïts. Carrils 2, 5 i 8: 6 h en 
IPTG. Carrils 3, 6 i 9: 16 h en IPTG. b) Anàlisi de les fraccions soluble i insoluble després 
de trencar les cèl·lules amb pET28a-SAG2 (carrils 1, 2 i 3), pET28a-GRA2 (carrils 4, 5 i 6) i 
pET28a-SAG2-GRA2 (carrils 7, 8 i 9). Carrils 1, 4 i 7: extracte total de cèl·lules cultivades 
16 h en IPTG. Carrils 2, 5 i 8: fracció soluble. Carrils 3, 6 i 9: fracció insoluble. 
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Es va optar per ƭŀ ǎƻƭǳōƛƭƛǘȊŀŎƛƽ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴ ǉǳƛƳŝǊƛŎ ǎŜƎǳƛƴǘ ƭΩŜȄŜƳǇƭŜ ŘΩŀƭǘǊŜǎ 

estudis de proteïnes quimèriques de Toxoplasma pel serodiagnòstic (Holec-Gasior 

et al., 2012a; Ferra et al., 2015; Ferra et al., 2019). 

Per dur a terme aquest pas de solubilització, es va resuspendre el pellet provinent 

del lisat cel·lular de la soca transformada amb pET28a-SAG2-GRA2 (carril 9 de la 

Figura 13b) en un 10 % del volum original del cultiu en tampó de solubilització 

(Taula 5), que incloïa urea 8 M com a agent solubilitzant. 5ŜǎǇǊŞǎ ŘΩм Ƙ ŘΩƛƴŎǳōŀŎƛƽ 

a temperatura ambient es van separar les fraccions soluble i insoluble, guardant 

Ŝƭ ǇŜƭƭŜǘ ǇŜǊ ƭΩŀƴŁƭƛǎƛ ŘŜ ƳƻǎǘǊŜǎ ǇƻǎǘŜǊƛƻǊΦ {ŜƎǳƛŘŀƳŜƴǘ Ŝǎ Ǿŀ ǊŜŀƭƛǘȊŀǊ una diàlisi 

gradual a PBS en un tub de membrana Float-A-Lyzer (Taula 2 i apartat 3.2.9). 

[ΩƻōƧŜŎǘƛǳ ŘΩŀǉǳŜǎǘŀ ŘƛŁƭƛǎƛ ŜǊŀ ŜƭƛƳƛƴŀǊ ƭa urea per facilitar la posterior utilització 

de la proteïna en immunoassaigs. Es van obtenir un sobrenedant i un pellet 

dialitzats que es van analitzar en SDS-PAGE (Figura 14). 

 

La proteïna quimèrica SAG2-GRA2 es va solubilitzar i no va precipitar en presència 

ŘΩurea (Figura 14, carril 1). A més, com es pot observar als carrils 2 i 3, es va 

Figura 14. Anàlisi en SDS-t!D9 ŘŜ ƭŀ ŘƛŁƭƛǎƛ ŘŜ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴ {!Dн-GRA2. Després de la 
solubilització amb urea es va recollir el pellet (carril 1), i posteriorment a la diàlisi gradual 
a PBS es van separar per centrifugació les fraccions soluble (sobrenedant, carril 2) i 
insoluble (pellet, carril 3). 
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mantenir majoritàriament soluble en el pas a PBS i només una petita part va 

precipitar. 

¦ƴ ŎƻǇ ǘŜƴƝŜƳ ǘƻǘŜǎ ǘǊŜǎ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎ en forma soluble es va procedir a 

purificar-les seguint un mateix protocol en condicions natives. Per purificar les 

proteïnes recombinants que conteniŜƴ ƭΩŜǘƛǉǳŜǘŀ ŘΩƘƛǎǘƛŘƛƴŜǎ сȄIƛǎ Ŝǎ Ǿŀ ǳǎŀǊ ƭŀ 

resina de Qiagen Ni-NTA seguint el protocol de la casa comercial. Els tres extractes 

cel·lulars, corresponents a les fraccions solubles de cada proteïna es van purificar 

ǇŜǊ ŎǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ ŘΩŀŦƛƴƛǘŀǘ Ŝƴ columna utilitzant els quatre tampons de 

purificació amb concentració creixent ŘΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜ όTaula 5 i apartat 3.2.10), la 

qual cosa provoca primer una competiciƽ ŀƳō ƭŀ Ŏǳŀ ŘΩƘƛǎǘƛŘƛƴŜǎΣ ŘŜǎǇǊŞǎ ǳƴǎ 

rentats de les proteïnes sense el tag ƛ ŦƛƴŀƭƳŜƴǘ ƭΩŜƭǳŎƛƽ ŘŜ ƭŜǎ ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ 

recombinants. Es van recollir i analitzar mostres de totes les fases de purificació 

(Figura 15). 

 

La Figura 15a mostra que tant SAG2 com GRA2 van ser purificades amb èxit 

ǎŜƎǳƛƴǘ Ŝƭ ǇǊƻǘƻŎƻƭ ŜǎǘŁƴŘŀǊŘ ŘΩŀǳƎƳŜƴǘ ŘŜ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽ ŘΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜΦ ¢ƻǘ ƛ ǉǳŜ 

ƭΩŜŦƛŎƛŝƴŎƛŀ ƴƻ Ǿŀ ǎŜǊ ŘŜƭ млл҈Σ ŎƻƳ Ŝǎ Ǉƻǘ ƻōǎŜǊǾŀǊ ŀƭǎ ŎŀǊǊƛƭǎ мΣ н ƛ с Ƙƛ Ǿŀƴ haver 

Figura 15. Anàlisi en SDS-PAGE de la purificació en condicions natives de SAG2, GRA2 i 
SAG2-GRA2. a) Fases de purificació proteica de SAG2 (carrils 1, 2, 3 i 4) i GRA2 (carrils 6, 
7, 8 i 9). b) Fases de purificació proteica de SAG2-GRA2 (carrils 1, 2, 3 i 4). Carrils 1a, 6a i 
1b: extracte de proteïnes no unides a la columna. Carrils 2a, 7a i 2b: extracte de proteïnes 
rentades de la columna. Carrils 3a, 8a i 3b: extracte de proteïnes eluïdes de la columna. 
Carrils 4a, 9a i 4b: extracte de proteïnes precipitades amb lŜǎ ŜǎŦŜǊŜǎ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀΦ 
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ǇŝǊŘǳŜǎ ŘŜ ǇǊƻǘŜƠƴŀ ŘΩƛƴǘŜǊŝǎ Ƨŀ ǎƛƎǳƛ ǇŜǊǉǳŝ ŀǉǳŜǎǘŀ ƴƻ Ŝǎ Ǿŀ ǳƴƛǊ ŀ ƭŜǎ ŜǎŦŜǊŜǎ 

de Ni-b¢! ƻ ǇŜǊǉǳŝ ǎΩƘŀǾƛŀ ŘŜ ƳƛƭƭƻǊŀǊ Ŝƭ Ǉŀǎ ŘŜ ǊŜƴǘŀǘǎ όŀǳƎƳŜƴǘŀƴǘ Ŝƭ ƴǵƳŜǊƻ 

ŘŜ ǊŜƴǘŀǘǎ ƻ ƳƻŘƛŦƛŎŀƴǘ ƭŜǎ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƻƴǎ ŘΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜύΦ tŜǊ ŀƭǘǊŀ ōŀƴŘŀΣ ƭŀ 

proteïna SAG2-GRA2 (Figura 15b) no es va poder purificar en condicions natives i 

va tornar a agregar precipitant conjuntament amb les esferes, tal com es pot 

veure al carril 4. 

Per solucionar aquesta dificultat es va decidir treballar amb dos protocols de 

purificació diferents, aplicant així condicions desnaturalitzants amb urea 8 M a la 

proteïna SAG2-GRA2 durant tot el procés. Així, en comptes dΩafegir 

ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƻƴǎ ŎǊŜƛȄŜƴǘǎ ŘΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜΣ Ŝǎ Ǿŀ ƳŀƴǘŜƴƛǊ ƭŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƽ ŘΩurea 8 M i 

es va anar reduint el pH progressivament per establir condicions restringents en 

ŀōǎŝƴŎƛŀ ŘΩƛƳƛŘŀȊƻƭŜΦ 

Una nova producció de SAG2-Dw!нΣ Ŝƴ ŎƻƴŘƛŎƛƻƴǎ ŜǉǳƛǾŀƭŜƴǘǎ ŀ ƭΩŀƴǘŜǊƛƻǊΣ Ǿŀ 

donar lloc a una fracció insoluble on molt majoritàriament es trobava la proteïna 

quimèrica. Aquest pellet es va resuspendre en el primer tampó de purificació en 

condicions desnaturalitzants, amb urea 8 M a pH 7,8. Després de carregar la 

mostra a la columna, aquesta es va rentar amb dos tampons a pH 6 i pH 5,3. 

Finalment es va eluir amb un tampó a pH 4 (Taula 5; Figura 16). 
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Sota condicions desnaturalitzants, concretament uǊŜŀ у aΣ ƭΩŀƴǘƛƎŜƴ ǉǳƛƳŝǊƛŎ Ŝǎ 

va poder purificar correctament, tot i que encara hi havia un percentatge menor 

de proteïna que seguia precipitant (Figura 16). 

{ƛ ōŞ ŀǉǳŜǎǘ ǇǊƻǘƻŎƻƭ Ǿŀ ŦǳƴŎƛƻƴŀǊ ƛƳǇŜŘƛƴǘ ƭΩŀƎǊŜƎŀŎƛƽ ŘŜ ƭŀ ǇǊƻǘŜƠƴŀΣ Ŝǎ Ǿŀ 

ŎŀƴǾƛŀǊ ŘΩŀƎŜƴǘ ǊŜŘǳŎǘƻǊ ŘŜ ƭŀ uǊŜŀ ŀ ƭΩƘƛŘǊoclorur de guanidina (GuHCl) per 

intentar augmentar el rendiment del procés de purificació i alhora perquè la urea 

podia causar carbamilació a la proteïna SAG2-GRA2. La carbamilació és una 

modificació química generada per la reacció entre grups amino i la molècula dΩŁŎƛŘ 

isociànic. Com que la urea en solució aquosa existeix en equilibri amb el cianat 

ŘΩŀƳƻƴƛ, i aquest es degrada en àcid isociànic, existia el risc de carbamilació, és a 

ŘƛǊΣ ŘΩun canvi estructural que resultés en la pèrdua funcional de la proteïna 

ŘΩƛƴǘŜǊŝǎ. 

La purificació proteica es va realitzar duent a terme condicions equivalents a les 

anteriorment mencionades, però aquest cop en presència de GuHCl 6 M durant 

tot el procés (Figura 17). Per poder analitzar les mostres amb GuHCl en SDS-PAGE 

Figura 16. Anàlisi en SDS-PAGE de la purificació en condicions desnaturalitzants (urea 8 
M) de SAG2-GRA2. Fases de purificació proteica de SAG2-GRA2 amb urea. Carril 1: fracció 
insoluble de cèl·lules cultivades 16 h en IPTG. Carril 2: extracte de proteïnes rentades de 
la columna. Carril 3: extracte de proteïnes no unides a la columna. Carril 4: extracte de 
proteïnes eluïdes de la columna. Carril 5: extracte de proteïnes precipitades amb les 
ŜǎŦŜǊŜǎ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀΦ 
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calia preparar-les fent una precipitació amb TCA (apartat 3.2.11), ja que sinó es 

formava un precipitat per la interacció entre GuHCl i SDS. 

 

Com es pot observar a la Figura 17, una part majoritària de la proteïna quimèrica 

no es va unir al níquel, però la puresa amb la que es va eluir la resta de la proteïna 

de la columna va ser molt alta, evitant pèrdues en els rentats i impedint la re-

agregació proteica. 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Anàlisi en SDS-PAGE de la purificació en condicions desnaturalitzants (GuHCl 
6 M) de SAG2-GRA2. Fases de purificació proteica de SAG2-GRA2 amb GuHCl. Carril 1: 
extracte de proteïnes no unides a la columna. Carril 2: extracte de proteïnes rentades de 
la columna. Carril 3: extracte de proteïnes eluïdes de la columna. Carril 4: extracte de 
ǇǊƻǘŜƠƴŜǎ ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŘŜǎ ŀƳō ƭŜǎ ŜǎŦŜǊŜǎ ŘΩŀƎŀǊƻǎŀΦ 
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4.2.2 OPTIMITZACIÓ DE LES CONDICIONS DE UPSTREAM 

Veient Ŝƭǎ ƴƛǾŜƭƭǎ ŘΩŜȄǇǊŜǎǎƛƽ ǉǳŜ ǇǊŜǎŜƴǘŀǾŜƴ ƭŜǎ ǎƻǉǳŜǎ E. coli BL21 (DE3) 

transformades amb pET28a-SAG2, pET28a-GRA2 i pET28a-SAG2-GRA2 es va 

plantejar lΩƻǇǘƛƳƛǘȊŀŎƛƽ ŘΩŀƭƎǳƴǎ ǇŀǊŁƳŜǘǊŜǎ ŘŜƭ Ŏǳƭǘƛǳ ŀ ŜǎŎŀƭŀ ŘŜ laboratori amb 

flascó ŘΩŀƎƛǘŀŎƛƽ de 500 mL. A més, la producció de la proteïna quimèrica en E. coli 

tenia la ƭƛƳƛǘŀŎƛƽ ŘŜ ƭŀ ŦƻǊƳŀŎƛƽ ŘŜ Ŏƻǎǎƻǎ ŘΩƛƴŎƭǳǎƛƽΣ ƛ ŀǉǳŜǎǘǎ ŀƎǊŜƎŀǘǎ ǊŜǉǳŜǊƛŜƴ 

processos de purificació relativament més complexos i més cars, principalment en 

ƭΩŜǎŎŀƭŀǘ ƛƴŘǳǎǘǊƛŀƭΦ tŜǊ ŀǉǳŜǎǘŀ Ǌŀƽ també es va optar per canvis al upstream que 

poguessin augmentar la solubilització de SAG2-GRA2. 

Figura 18. Esquema dels passos seguits en la purificació de SAG2-GRA2. 




































































































































































































































































































