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RESUM 

El present treball correspon a un doctorat industrial entre l’empresa Spinreact 

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

vitro, i la Universitat de Vic – Universitat Central de Catalunya. L’objectiu de 

l’estudi va ser l’establiment d’un procés de producció d’antígens recombinants de 

Toxoplasma gondii que fossin útils pel desenvolupament d’un reactiu de 

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 gondii, que és difícil d’estandarditzar i amb un alt cost de 

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

útils per la detecció d’anticossos en mostres de sèrum i poden ser produïts de 

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

Cas9 faciliten l’edició del genoma de 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 

producció d’antígens quan es compara amb l’expressió de soques transformades 

amb plasmidi. 

En aquesta tesi es presenten soques recombinants d’Escherichia 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 

desenvolupament d’immunoassaigs, sent la proteïna quimèrica la que obté 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 – 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. 
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1. INTRODUCCIÓ 

Els doctorats industrials tenen l’objectiu de contribuir a la competitivitat i a la 

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

de doctors dins de projectes d’R+D+I. Un dels elements essencials per les 

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 perquè l’entorn universitari pugui 

transferir el seu coneixement a l’entorn productiu. 

Aquest projecte de doctorat industrial va ser una iniciativa de l’empresa Spinreact 

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

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

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

Latex, que és un assaig d’aglutinació que permet discriminar visualment pacients 

positius i negatius de la toxoplasmosi. La intenció d’aquest projecte de recerca era 

estudiar la producció de matèries primeres alternatives que possibilitessin el 

desenvolupament de nous reactius de diagnòstic de la toxoplasmosi sense 

dependre d’empreses externes, i així substituir 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 de l’hoste, sovint 

vivint en estat simbiòtic, per tant, no poden completar el seu cicle de vida i no 
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poden sobreviure sense l’hoste. El T. gondii afecta gairebé a tots els animals de 

sang calenta, sent capaç d’envair i multiplicar-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 

infeccions recents ja que la transmissió d’aquest organisme des de les dones 

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

2003). 

S’han descrit tres soques principals 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 “toxo” significa “arc” en grec, els 

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 

longitud i entre 2 i 3 µm d’amplada, i normalment envaeix macròfags o cèl·lules 

epitelials. Les immunoglobulines específiques del sèrum IgM i IgG indueixen 

l’opsonització i fagocitosi del taquizoït per la qual cosa no és fàcil trobar-los 

després de 7 – 10 dies des de la primera infecció quan són a la fase aguda. L’oòcit, 
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que generalment es troba a les fems de gat i presenta un diàmetre d’entre 10 i 15 

µm, és la forma de resistència a l’ambient extern i conté un parell d’esporoblasts 

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 

l’ull. Tenen un diàmetre d’entre 50 i 200 µm i contenen centenars de bradizoïts. 

Aquests cists constitueixen la forma de resistència a l’ambient intern gràcies a 

l’embolcall que permet l’intercanvi de nutrients (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, l’hoste són els gats o altres fèlids, mentre que en el segon cas hi 

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, 

com ara la ingesta de menjar cru o poc cuit, la ingesta d’aigua contaminada, a 

través de la ruta oro-fecal després d’una contaminació amb fems de fèlids, o, tot 

i que menys habitual, a través de la placenta i els transplantaments d’òrgans o les 

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

Totes aquestes vies de transmissió tenen com a conseqüència l’arribada dels 

paràsits a l’intestí humà. Un vegada a la mucosa intestinal, i a través de la 

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 

l’intestí o les cèl·lules sanguínies. 

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 

d’aquesta fase. Després de la resposta immunitària, els paràsits es divideixen més 

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

gondii. A l’interior d’aquests 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 

de l’hoste deixant una senyal immunitària basal a l’individu infectat (Figura 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 
són l’hoste definitiu, i la fase asexual es desenvolupa en els teixits dels mateixos fèlids i 
d’altres hostes 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 

s’incrementa. Les temperatures per sobre dels 60 °C o per sota dels 20 °C poden 

destruir els cists de bradizoïts, que són la forma més habitual d’infecció en 

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

l’11,14 %, mentre que a l’Iran 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 

no està ben determinada, variant entre l’11 i el 28 % segons diferents estudis (Ory 

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 diagnostiquen. S’han descrit dos tipus de 

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 s’ha estimat en 0,1 ‰ als 

Estats Units (Guerina, 1994) i en 1,9 ‰ a Espanya (Baquero-Artigao et al., 2013). 

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

del pacient juga un paper clau. Com s’ha explicat prèviament, en pacients 

immunocompetents la malaltia sol cursar asimptomàtica. Però la toxoplasmosi 

adquirida en pacients immunocompromesos, com els de SIDA, els d’un 

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

d’aquests 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 

l’organisme hoste durant un període d’incubació de 10 – 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 òrgans i teixits del hoste durant l’anomenada fase cística. Aquesta 

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 només s’utilitza 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). 

La diagnosi serològica es basa en la detecció d’anticossos específics 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 

test amb alta sensibilitat i especificitat, tot i que actualment només s’utilitza com 

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

que es troben al mercat són l’hemaglutinació indirecta (IHA), la 

immunofluorescència indirecta (IIF), l’immunoassaig enzimàtic (ELISA) o 

l’aglutinació en làtex (LAT), que s’utilitzen habitualment per cribratges serològics 

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

Assaig diagnòstic Avantatges Desavantatges 

Microscòpia òptica 

- Alta sensibilitat i 
especificitat 

- Mètodes de 
referència 

- Repetibilitat de 
resultats 

- Necessitat d’un 
microscopi 

- Difícil obtenció de 
mostres 

- Lents i no-
automatitzables 

- Alt cost 
 

Sabin-Feldman 

Immunofluorescència 
indirecta 

Hemaglutinació 
indirecta 

- Més mostres/hora 
que la microscòpia 

- Inestabilitat 
d’eritròcits 

- Difícil obtenció 
d’antígens 

- Baixa especificitat 

Aglutinació en làtex 
- Més mostres/hora 

que la microscòpia 
- Automatitzable 

- Difícil obtenció 
d’antígens 

- Qualitat variable 
depenent dels 
antígens ELISA 

 

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

estratègies: l’aglutinació indirecta o l’immunoassaig enzimàtic indirecte. 

Els tests d’aglutinació indirecta, i més concretament els d’aglutinació en làtex com 

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

làtex revestides amb antígens del paràsit que s’uneixen específicament als 

anticossos anti-Toxoplasma. En presència d’anticossos, 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 l’atenuació 

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 – anticòs. Els rentats i la posterior addició d’un anticòs secundari conjugat 

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 
l’aglutinació en làtex indirecta on els antígens s’uneixen a les partícules de làtex per 
detectar anticossos específics. c) Resultat d’una mostra positiva i una mostra negativa per 
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 l’ELISA indirecte. (Liu et al., 2015). 
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La sensibilitat i l’especificitat d’aquests tests varien en funció de diversos factors, 

sent el més important la qualitat de la preparació dels antígens que s’utilitzen com 

a matèria primera. El lisat d’antígens natius, anomenat 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 

cost, difícil d’estandarditzar, associada a infeccions no-desitjades i amb una gran 

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

han desenvolupat en els últims anys un sistema de producció d’antígens 

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

Gasior, 2013). 

1.1.4 ANTÍGENS RECOMBINANTS EN IMMUNOASSAIGS 

Durant dècades, diversos grups de recerca han estudiat el conjunt d’antígens de 

T. gondii que s’alliberen en el procés de parasitació d’una cèl·lula hoste. Existeixen 

quatre grans grups d’antígens coneguts fins al moment. Els antígens dels grànuls 

densos (GRA), que es secreten durant la primera fase d’infecció de la parasitació 

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

desenvolupen els paràsits abans d’envair la cèl·lula hoste. Els antígens del 

micronema (MIC), que tenen la funció d’adhesió i penetració en les cèl·lules hoste. 

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). 

L’avenç en el coneixement de l’estructura antigènica de 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 

puresa i d’una forma més eficient i segura, a més de permetre el 
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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 proteïnes que ja s’han estudiat en sistemes d’expressió 

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 és l’antigen central en la connexió entre el paràsit i 

l’hoste 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). 

En els últims anys també s’ha descrit que 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). 

Més recentment, s’ha desenvolupat l’ús de proteïnes quimèriques amb fragments 

immunodominants de diferents antígens, la qual cosa facilita l’estandardització 

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 l’aviditat 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 

seqüenciació completa del genoma humà i d’altres espècies, els interessos van 

virar cap a una nova incògnita, la comprensió de la funció dels gens i l’avenç 

d’eines precises d’edició genètica que milloraven la tecnologia del DNA 

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

Durant els últims anys s’han desenvolupat quatre tecnologies d’edició genètica 

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 – CRISPR associated protein 9 (CRISPR-Cas9). 

1.2.1 EDICIÓ GENÈTICA A TRAVÉS DEL TALL DSB EN EL DNA 

L’edició del genoma amb les nucleases modificades abans mencionades pot induir 

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 

del HDR, el trencament es repara precisament amb l’ajut de l’altra 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 l’HDR. Quan s’indueix un DSB en un 

exó codificant d’un gen específic la reparació via NHEJ pot resultar en la disrupció 

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 

exògen flanquejat per seqüències d’homologia, com ara gens que confereixen 

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 
delecions causant canvis en la pauta de lectura. L’HDR, per altra banda, és un mecanisme 
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 difícil ja que l’assemblatge del DNA i les funcions de ruptura es 

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 – 6 dominis 

zinc-finger d’unió a DNA, dels quals cada un pot reconèixer 3 – 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. Quan s’uneixen les dues ZFNs els dominis FokI poden 

dimeritzar i produir cadascun una ruptura d’una sola cadena (single-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, 

també son proteïnes dissenyades que consisteixen en un domini d’unió al DNA 

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 

d’edició genètica guiat per RNA, CRISPR-Cas9, tingui un avantatge únic en relació 

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

1.2.2 CRISPR-CAS9 

El descobriment d’un nou mecanisme de defensa del genoma en bacteris, 

anomenat sistema CRISPR-Cas, va fer augmentar l’interès per la seva aplicació en 

l’edició genètica. 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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Marraffini i Sontheimer, 2008; Hale et al., 2009). Dins d’aquests loci hi ha varies 

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

seqüències variables anomenades spacers. Aquests spacers de 21 – 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, 

l’adaptació i la interferència. L’etapa d’adaptació està determinada per 

l’adquisició de nous spacers derivats de DNA exògen, coneguts com a 

protospacers, a l’extrem superior del 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 l’etapa d’interferència es 

transcriu el locus CRISPR des d’un promotor de l’extrem del locus (Pul et al., 2010). 

Un complex proteic talla l’RNA 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 

especialitzades. Quan els crRNA son madurs s’uneixen entre ells formant grans 

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 través d’una RNasa III RNA-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, 

polimerases o proteïnes d’unió a nucleòtids. Degut a aquesta 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 del PAM. L’altre cadena es talla mitjançant el domini tipus RuvC 

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

2013; Wei et al., 2013). 

 

Figura 5. Sistema II de CRISPR-Cas9. L’endonucleasa Cas9 es guiada a la seva 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-Cas9 es va poder simplificar gràcies a l’estudi complet de 

l’estructura del crRNA i del tracrRNA, que permetia mantenir la capacitat 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). 

Fins a dia d’avui, l’edició mitjançant CRISPR-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 els genomes d’organismes 

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 

l’octubre del 2020, durant la redacció d’aquesta tesi, les investigadores 

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

Química pel “desenvolupament de CRISPR-Cas9 com a mètode per l’edició 

genètica”. 

1.2.3 SISTEMA DE DOS PLASMIDIS EN ESCHERICHIA COLI 

Tot i el descobriment del sistema CRISPR-Cas9 en bacteris, aquesta eina s’ha 

utilitzat principalment per modificar el genoma d’altres organismes 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 
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per recombineering es basa en el sistema λ-Red, derivat del bacteriòfag λ-Red, i 

utilitza les proteïnes Exo, Beta i Gam. En presència d’un DNA lineal amb regions 

d’homologia majors de 50 bp, la proteïna Exo amb activitat exonucleasa 5’→3’ 

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

protegeix i promou l’anellament d’aquest extrem de cadena simple a una 

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 normalment és d’un positiu entre 104 – 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 mètode d’edició del genoma d’E. coli que utilitzava la 

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

Cas9 com a pas de selecció per augmentar-ne l’eficiència (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 l’ús 

de cèl·lules E. coli, que expressen el sistema λ-Red, i l’addició d’un DNA donador 

lineal, que funciona com a motlle de reparació, s’aconsegueix l’edició per 

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 

plasmidis, especialment eficient pel disseny de soques d’ús industrial, que 

permetia modificar el genoma més d’un cop i sense deixar-ne rastre. 

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

codifica per la guia RNA dirigida al gen d’interès, que s’ha de dissenyar 

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

codifica per la resistència a espectinomicina i conté l’origen de replicació ColE1. 
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El pCas, en canvi, expressa la proteïna Cas9 sota el control d’un promotor 

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 donador que s’afegeix com a motlle de reparació mitjançant 

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

 

 

Figura 6. Sistema de dos plasmidis per editar el genoma d’E. coli. (Jiang et al., 2015). 
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L’eficiència d’aquest sistema varia segons si és una deleció, 69 %, o bé una 

inserció, que depèn de la longitud de les regions d’homologia del DNA donador, 

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

poden dur a terme varies rondes d’edició 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 curing. Per una banda, el pCas inclou la seqüència d’un 

sgRNA que es dirigeix a l’origen de replicació del pTargetF, pMB1, sota el control 

d’un promotor induïble amb IPTG. D’aquesta forma es pot substituir el pTargetF 

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 

°C, ja que la replicació d’aquest plasmidi depèn de la proteïna sensible a 

temperatura RepA101 que funciona correctament a 30 °C però s’inactiva a 37 °C. 
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2. OBJECTIUS 

L’objectiu general d’aquesta tesi doctoral, emmarcada dins d’un projecte de 

Spinreact S.A.U., era l’estudi d’un procés de producció d’antígens recombinants 

de T. gondii que fossin útils pel futur desenvolupament d’un reactiu de 

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

plantejar quatre objectius específics: 

i. Obtenir cassettes d’expressió d’antígens de T. gondii, incloent els 

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

en E. coli BL21 (DE3). 

ii. Generar soques d’E. coli BL21 (DE3) editades genèticament per la 

producció d’antígens de T. gondii des de diversos loci. 

iii. Avaluar els nivells d’expressió i recuperació de les proteïnes recombinants 

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: test d’aglutinació en làtex (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. 

Agitador d’incubació StickMax KS4000 IKA 

Agitador Orbital i Rotabit 3000974 JP Selecta 

Agitador magnètic RCT Basic/ HCT 
Basic 

IKA 

Ampolles Pyrex 50 mL – 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 

Font d’alimentació electroforesi 
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 

Sistema d’electroforesi en gel per 
DNA 

Bio-Rad 

Sistema de purificació d’aigua MilliQ 
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 

β-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 

Isopropil β-D-1-tiogalactopiranòsid 
(IPTG) 

Sigma-Aldrich 

Kanamicina Sigma-Aldrich 

L-(+)-Arabinosa Sigma-Aldrich 

Metanol PanReac AppliChem 

N-Hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) Thermo Scientific 

Persulfat d’amoni (APS) 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 
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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 

Reactiu d’assaig de proteïnes 
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 – 200 mM CaCl2 i 10 mM HEPES a pH 7 

Solució de competència II 
60 – 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 Tampó 6X i 1:10 de β-mercaptoetanol 

Tampó de càrrega al gel 
d’agarosa 

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 

Tampó d’electroforesi de 
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 
d’inhibidors de proteases i 0.8 g/L lisozima 

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-SAG2ΔlacZ generat 

pBlueScript-GRA2ΔcadA 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 l’ATCC. 
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3.1.9 ANTICOSSOS I SÈRUMS 

L’anticòs 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 – 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 amb el volum adequat d’aigua o 

medi LB d’acord amb les instruccions 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 

fer créixer una colònia individual en un cultiu amb medi LB i l’antibiòtic 

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 utilitzats en aquesta tesi es troben a l’Annex 

(Taula S1). 

Les reaccions d’amplificació de DNA per PCR es van realitzar utilitzant la 

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

d’amplificació estàndard es va dur a terme afegint tampó 10X, dNTPs, MgSO4, 

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 d’una 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 10. Condicions d’amplificació 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 ∞ 

 

Alguns paràmetres dels cicles, com la temperatura d’anellament o el temps 

d’elongació, variaven lleugerament segons la parella de 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 

cas, s’havia de picar la colònia d’interès, diluir-la en 10 µL d’aigua i agafar-ne 1 µL 

com a motlle per la reacció de PCR. 

3.2.3 ELECTROFORESI EN GEL D’AGAROSA 

La separació de DNA per electroforesi es va realitzar en gels d’entre 1 – 2 % 

d’agarosa amb 2,5 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 – 5 µL de colorant de càrrega i es van fer córrer a 90 – 

120 V durant 45 – 90 min. El resultat dels gels es visualitzava a l’analitzador 

d’imatges Versadoc. 

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 de digestió d’un plasmidi es mostra a la Taula 11: 

Taula 11. Exemple de digestió enzimàtica. 

Component Reacció (µL) 

DNA (≈50 ng/µL) 5 
Enzim 1 

Tampó 10X 3 
H2O 21 

 

Aquestes reaccions de digestió s’incubaven a 37 °C durant 1 – 2 h i els productes 

de la digestió s’analitzaven per electroforesi en gel d’agarosa. 

La lligació enzimàtica, en canvi, es duia a terme barrejant DNA d’un vector i DNA 

d’un fragment prèviament digerits amb els enzims de restricció adequats. 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 

exemple genèric de reacció de lligació d’un fragment en un plasmidi es mostra a 

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 
 

En aquestes reaccions es mantenia una relació molar entre el vector i l’insert de 

1:3. S’incubaven a temperatura ambient durant 1 h i posteriorment s’aturava la 

reacció inactivant l’enzim a 65 °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 

polimerasa Klenow DNA, que s’utilitza per convertir extrems cohesius en extrems 

roms mitjançant l’adició de nucleòtids (dNTPs) a l’extrem 5’ o l’eliminació de 

dNTPs a l’extrem 3’. En aquesta reacció es dissolia el DNA i l’enzim en el tampó de 

la T4 Ligase suplementat amb 33 µM de cada dNTP (Taula 13). S’incubava a 25 °C 

durant 15 min i s’aturava la reacció afegint EDTA a 10 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 (≈30 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 

estàndard. Inicialment s’havia de fer créixer un cultiu bacterià de 100 mL en medi 
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LB a 37 °C i 250 rpm a partir d’un pre-cultiu crescut O/N. Quan l’Abs600 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 

glicerol. A partir d’aquests 2 mL es generaven les alíquotes i es congelaven 

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 

l’interior de la cèl·lula del bacteri, es duia a terme mitjançant el mètode químic. 

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

amb 1 – 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 (≈50 ng/µL) 2 
Solució PEG 27 
Solució KCM 10 

H2O 61 
 

S’incubava en gel durant 30 min i seguidament es realitzava el xoc tèrmic en un 

bany d’aigua a 42 °C durant 60 s. Es retornava la preparació al gel durant 2 min i 

finalment s’afegien 800 µL de medi SOC. 
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Aquest cultiu d’1 mL es deixava créixer a 37 °C durant 1 h i a 250 rpm. Un cop 

finalitzat, es dispensaven 100 µL en una placa LB amb l’antibiòtic de selecció 

corresponent i s’incubava a 37 °C O/N. 

L’anàlisi de competència, o eficiència de transformació, es duia a terme a través 

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 

motiu d’amplificació 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 d’agitació i en bioreactor. 

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

min. S’afegien els antibiòtics corresponents a la concentració adequada, sent 

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

Hi havia diversos flascons d’agitació on es podien fer créixer volums de cultius 

entre 10 i 100 mL. S’inoculaven amb una dilució 1:10 d’un pre-cultiu fet créixer a 

partir d’una colònia individual a 37 °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 (percentatge d’oxigen dissolt) es van 

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

valor assignat mitjançant l’addició de HCl 1 M o NaOH 1 M. Per mantenir el 

percentatge d’oxigen dissolt es regulava l’entrada d’aire mitjançant un 

cabalímetre màssic. El medi de cultiu s’esterilitzava conjuntament amb el 

bioreactor ja muntat i la glucosa s’afegia un cop finalitzada l’esterilització per 

filtració amb un filtre estèril de 0,2 µm. La solució antiescumant s’afegia filtrada 
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amb el mateix procediment i a una concentració màxima de 10 mg/L per evitar 

alteracions a l’equilibri de l’oxigen dissolt entre fases líquida i gasosa que 

dificultessin la seva transferència. 

Durant els cultius, tant en flascó d’agitació com en bioreactor, es prenien mostres 

per l’anàlisi de biomassa mesurant l’Abs600 i per l’anàlisi 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 – 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 – 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 – 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 formant cossos d’inclusió insolubles. La majoria de cossos 
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d’inclusió es poden solubilitzar utilitzant detergents o agents desnaturalitzants 

abans de la purificació. 

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

insoluble en tampó de solubilització, amb presència d’un agent desnaturalitzant, 

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 ˚C durant 24 h i durant 1 h. La fracció resultant d’aquesta diàlisi es va 

centrifugar a 9400xg. Per l’anàlisi 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-NTA es basa en una cromatografia d’afinitat amb 

metalls on l’etiqueta 6xHis, o cua d’histidines, té una gran afinitat amb els ions 

metàl·lics com el Ni2+, el qual es troba immobilitzat en una resina utilitzant l’agent 

quelant àcid nitrilotriacètic (NTA). L’imidazole competeix amb la cua d’histidines 

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

etiqueta. En el passos d’unió i rentats es recomana l’ús de baixes concentracions 

d’imidazole, entre 10 i 50 mM, per evitar la unió inespecífica de proteïnes. En 

canvi, en l’últim pas es requereix una alta concentració d’imidazole, 250 mM, per 

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

fabricant. 

En cas d’aparició de cossos d’inclusió, aquest sistema de purificació d’afinitat a Ni-

NTA també permet realitzar el procés sota condicions desnaturalitzants 

substituint l’imidazole per agents desnaturalitzants, com ara la urea o 

l’hidroclorur de guanidina (GuHCl), conjuntament amb una reducció del pH. 
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3.2.11 PRECIPITACIÓ DE PROTEÏNES AMB TCA 

L’anàlisi en SDS-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 amb 500 µL d’etanol 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. Cal destacar que s’havien de 

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 es realitzaven després d’un procés de transferència de les 

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 

d’histidines, s’incubava la membrana en una solució que contenia l’anticòs anti-

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

realitzaven cinc rentats amb TBS-T agitant a 100 rpm i s’incubava amb l’anticòs 

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

1:10000, respectivament. Després d’una incubació de 60 – 120 min es procedia a 

fer cinc rentats amb TBS-T i finalment es detectava la senyal. L’activitat peroxidasa 

es detectava per quimioluminescència amb els reactius Clarity western i recollint 
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la imatge al Versadoc, en canvi, l’activitat de la fosfatasa es revelava amb els 

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 

determinar la concentració de proteïna total de les mostres d’interès seguint les 

instruccions del fabricant. La reacció entre els aminoàcids i el reactiu d’assaig de 

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

concentració es va determinar a partir d’una recta de calibració preparada amb 

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 

L’extracció de DNA genòmic es va realitzar picant una colònia individual de la soca 

bacteriana d’interès i resuspenent-la en 100 µL d’aigua estèril, o bé utilitzant 

directament 100 µL de cultiu crescut O/N. Després s’escalfava 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 

dessalinitzar preparacions aquoses d’àcids nucleics. Amb l’addició de 10 µL 

d’acetat sòdic 3M a pH 5,2 i de 290 µL d’etanol 100 % es va provocar la precipitació 

del DNA en una solució de 100 µL. Després d’afegir la sal i l’alcohol, es barrejava 

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 

L’edició genètica d’E. 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 i d’incubació de les plaques LB amb antibiòtics 

era 30 °C, el temps d’incubació de les plaques era de 24 – 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 – BLANC 

L’anàlisi de l’edició genètica es feia per colony PCR utilitzant primers indicadors 

d’edició. Tot i això, en el cas del locus lacZ es podia fer un anàlisi previ, més ràpid 

i fàcil que la colony PCR. 

Utilitzant el cribratge blau – 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 β-galactosidasa, es troba a dins de 

l’operó lac l’expressió del qual és induïble per la lactosa o per un anàleg de la 

lactosa com l’IPTG. L’enzim β-galactosidasa és capaç de trencar el substrat X-Gal, 

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

D’aquesta forma, en plaques amb X-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 

equivalents, és a dir, amb medi SOC, induint amb 1 mM d’IPTG a 0,6 d’Abs600, 

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 

mesurar l’Abs600 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 en 30 mL d’una solució de 9 g/L NaCl i es van centrifugar de nou a 4500xg 

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

un pes sec cel·lular constant. 
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3.2.20 EMMAGATZEMATGE A LLARG TERMINI AMB GLICEROL 

Els estocs bacterians amb glicerol tenen una gran importància en 

l’emmagatzematge a llarg termini de genotips o plasmidis d’interès. Al contrari de 

l’emmagatzematge a 4 °C de plaques LB o a -20 °C de plasmidis, l’estoc de glicerol 

a -80 °C és estable durant anys. L’addició de glicerol al 20 % de concentració final 

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. 

En l’adsorció passiva, que es dona com a conseqüència d’atraccions 

electrostàtiques i forces de van der Waals entre antígens i làtex, s’havia de tenir 

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 

carboxilades, és a dir, amb grups carboxil que requerien un pas previ d’activació 

amb 2 mM d’EDC i 5 mM de sulfo-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, 

havent afegit 0,75 mg/mL d’etanolamina i glicina com a neutralitzants i 20 mg/mL 

de BSA com a estabilitzant. 

Per últim, l’assaig immunoturbidimètric es realitzava a l’equip SpinTech 240 

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

0,2 % de HEC. Posteriorment s’afegia un segon tampó que incloïa el làtex 
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sensibilitzat amb antígens. Durant el procés de reacció es feien dues lectures de 

l’Abs340, a l’inici d’afegir el làtex i al cap de 5 min. 

3.2.22 IMMUNOASSAIG ENZIMÀTIC (ELISA) 

L’immunoassaig enzimàtic es va utilitzar per avaluar la funcionalitat dels antígens 

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 – 60 min a 37 °C i 100 rpm. 

Després del pas d’unió als anticossos, es va fer un rentat amb el mateix tampó 

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

peroxidasa diluïda entre 1:1000 – 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 – 60 min a 37 

°C. La reacció es va aturar amb 100 µL de H2SO4 1 M i es va mesurar l’Abs450 en el 

lector d’ELISA.  
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4. RESULTATS 

Tal com s’ha introduït prèviament, la idea d’aquest projecte rau en el 

desenvolupament d’un sistema de producció de proteïnes recombinants. Més 

concretament, en aquesta tesi es mostra l’obtenció de soques transformades amb 

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, es van establir soques d’E. 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 

van obtenir de la base de dades GenBank (número d’accés AF249698.1 i L01753.1, 

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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mentre que la seqüència de GRA2 anava del residu 51 al 185, corresponent a l’exó 

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 seguint un protocol estàndard d’amplificació i utilitzant la polimerasa 

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

tenir en compte la pauta de lectura de la cua d’histidines del plasmidi pET28a (+), 

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 l’1 % d’agarosa (apartat 3.2.3) per verificar que s’havia amplificat el producte 

desitjat (Figura 7). 

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

respectivament. El gel d’electroforesi va mostrar les bandes amb la mida correcte 

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

Figura 7. Anàlisi en gel d’agarosa de l’amplificació 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 en gel d’agarosa. Carril 1: SAG2. Carril 2: GRA2. 
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4.1.2 GENERACIÓ DELS CASSETTES D’EXPRESSIÓ 

Per generar els cassettes d’expressió, tal com s’ha explicat a l’apartat anterior, 

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), 

cosa que permetia respectar l’orientació dels fragments. Posteriorment, aquests 

fragments es van lligar al vector pET28a amb l’enzim T4 Ligase i en pauta de 

lectura amb l’etiqueta d’histidines N-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 

enzimàtica utilitzant PvuII. Un cop realitzada la incubació d’1 h a 37 °C, els 

Figura 8. Estratègia de clonació dels plasmidis pET28a-SAG2 i pET28a-GRA2. 
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plasmidis digerits es van analitzar en un gel d’agarosa a l’1 % per visualitzar la mida 

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-SAG2 s’esperava que fos digerit en tres fragments de 100 bp, 1 kb i 4,7 

kb; mentre que en el cas del pET28a-GRA2 s’esperava un resultat de quatre 

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

 

Després de l’anàlisi per digestió enzimàtica, es van purificar els dos plasmidis per 

confirmar-ne la seqüència via seqüenciació de Sanger (Figura S1 de l’Annex). 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 λDE3 que permet la síntesi de la T7 RNA polimerasa sota 

el control d’un promotor induïble amb IPTG. Amb aquest sistema, la inducció de 

la polimerasa es maximitza i l’expressió de les proteïnes, que estan sota el control 

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

Tal com s’ha introduït en l’apartat 1.1.4, la bibliografia més recent ha descrit l’ús 

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

Figura 9. Anàlisi en gel d’agarosa de la digestió enzimàtica dels plasmidis pET28a-SAG2 
i pET28a-GRA2. La digestió de dues colònies de cada transformació amb l’enzim PvuII va 
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). 



64 
 
 

 

 

considerar la producció d’una proteïna quimèrica 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 a l’altre extrem, de 

manera que servís posteriorment per generar l’antigen quimèric SAG2-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 

d’aquestes 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 

la incubació, el producte de la digestió es va fer córrer en un gel d’agarosa a l’1 % 

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-GRA2, és a dir, 843 bp. Després d’aquest pas es va 

poder realitzar la lligació amb el plasmidi pET28a prèviament digerit amb els 

mateixos enzims de restricció (Figura 11). 

Figura 10. Anàlisi en gel d’agarosa de l’amplificació i la digestió enzimàtica de la 
seqüència codificant per l’antigen quimèric SAG2-GRA2. La seqüència codificant per 
SAG2-GRA2 es va generar per overlap PCR i es va digerir amb BamHI i HindIII. Una alíquota 
de la digestió es va analitzar per electroforesi en gel d’agarosa. Carril 1: SAG2-GRA2. 
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 Figura 11. Estratègia de clonació del plasmidi pET28a-SAG2-GRA2. 



66 
 
 

 

 

Tal com s’havia procedit amb els anteriors dos plasmidis, el pET28a-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 

plasmidi per comprovar que la lligació s’havia donat correctament mitjançant una 

digestió enzimàtica amb l’enzim XhoI (Figura 12). 

 

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 

(carrils 2 i 3) tenien l’insert correctament clonat. 

Finalment, es va seleccionar un d’aquests dos plasmidis pET28a-SAG2-GRA2 per 

poder confirmar la seva seqüència via seqüenciació de Sanger (Figura S2 de 

l’Annex) i, posteriorment, es va transformar en cèl·lules competents E. coli BL21 

(DE3), tal com s’havia fet amb el pET28a-SAG2 i el pET28a-GRA2. 

  

Figura 12. Anàlisi en gel d’agarosa de la digestió enzimàtica del plasmidi pET28a-SAG2-
GRA2. La digestió de tres colònies (carrils 1, 2 i 3) de la transformació amb l’enzim XhoI 
havia de donar com a resultat dos fragments. 
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4.2 PRODUCCIÓ DE PROTEÏNA RECOMBINANT EN SOQUES 

TRANSFORMADES AMB PLASMIDI 

Les soques d’E. coli BL21 (DE3) generades amb els plasmidis pET28a-SAG2, 

pET28a-GRA2 i pET28a-SAG2-GRA2 es van utilitzar en processos de producció de 

proteïna recombinant amb el propòsit de verificar i millorar el nivell d’expressió 

d’aquest sistema. 

4.2.1 DETERMINACIÓ D’UN 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 

polimerasa mitjançant l’adició d’1 mM IPTG. Durant el cultiu es van prendre 

mostres per l’anàlisi de proteïnes abans d’induir amb IPTG, a les 6 h i a les 16 h de 

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 

80 % d’amplitud durant 8 min, alternant 2 s en ON i 2 s en OFF. Tot seguit, els 

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. 

També es van agafar mostres per l’anàlisi de proteïnes tant de la fase soluble com 

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 s’induïa la transcripció dels cassettes d’expressió 

i que hi havia producció de les proteïnes d’interès SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2 tant 

a les 6 h com a les 16 h després de la inducció. Les bandes obtingudes van migrar 

en el gel segons esperàvem d’acord amb 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 

cultiu d’inducció i de sonicació estàndards, totes tres proteïnes tenien nivells 

d’expressió semblants però la proteïna quimèrica SAG2-GRA2 era insoluble, és a 

dir, formava agregats citoplasmàtics o cossos d’inclusió. 

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 
la producció de les proteïnes d’interès. Carrils 1, 4 i 7: no-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 la solubilització de l’antigen quimèric seguint l’exemple d’altres 

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. Després d’1 h d’incubació 

a temperatura ambient es van separar les fraccions soluble i insoluble, guardant 

el pellet per l’anàlisi de mostres posterior. Seguidament es va realitzar una diàlisi 

gradual a PBS en un tub de membrana Float-A-Lyzer (Taula 2 i apartat 3.2.9). 

L’objectiu d’aquesta diàlisi era eliminar la 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 

d’urea (Figura 14, carril 1). A més, com es pot observar als carrils 2 i 3, es va 

Figura 14. Anàlisi en SDS-PAGE de la diàlisi de l’antigen SAG2-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. 

Un cop teníem totes tres proteïnes d’interès en forma soluble es va procedir a 

purificar-les seguint un mateix protocol en condicions natives. Per purificar les 

proteïnes recombinants que contenien l’etiqueta d’histidines 6xHis es va usar la 

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 

per cromatografia d’afinitat en columna utilitzant els quatre tampons de 

purificació amb concentració creixent d’imidazole (Taula 5 i apartat 3.2.10), la 

qual cosa provoca primer una competició amb la cua d’histidines, després uns 

rentats de les proteïnes sense el tag i finalment l’elució de les proteïnes 

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 

seguint el protocol estàndard d’augment de concentració d’imidazole. Tot i que 

l’eficiència no va ser del 100%, com es pot observar als carrils 1, 2 i 6 hi van 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 les esferes d’agarosa. 
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pèrdues de proteïna d’interès ja sigui perquè aquesta no es va unir a les esferes 

de Ni-NTA o perquè s’havia de millorar el pas de rentats (augmentant el número 

de rentats o modificant les concentracions d’imidazole). Per altra banda, la 

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 d’afegir 

concentracions creixents d’imidazole, es va mantenir la concentració d’urea 8 M i 

es va anar reduint el pH progressivament per establir condicions restringents en 

absència d’imidazole. 

Una nova producció de SAG2-GRA2, en condicions equivalents a l’anterior, va 

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 urea 8 M, l’antigen quimèric es 

va poder purificar correctament, tot i que encara hi havia un percentatge menor 

de proteïna que seguia precipitant (Figura 16). 

Si bé aquest protocol va funcionar impedint l’agregació de la proteïna, es va 

canviar d’agent reductor de la urea a l’hidroclorur 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 d’àcid 

isociànic. Com que la urea en solució aquosa existeix en equilibri amb el cianat 

d’amoni, i aquest es degrada en àcid isociànic, existia el risc de carbamilació, és a 

dir, d’un canvi estructural que resultés en la pèrdua funcional de la proteïna 

d’interès. 

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 
esferes d’agarosa. 
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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 
proteïnes precipitades amb les esferes d’agarosa. 
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4.2.2 OPTIMITZACIÓ DE LES CONDICIONS DE UPSTREAM 

Veient els nivells d’expressió que presentaven les soques E. coli BL21 (DE3) 

transformades amb pET28a-SAG2, pET28a-GRA2 i pET28a-SAG2-GRA2 es va 

plantejar l’optimització d’alguns paràmetres del cultiu a escala de laboratori amb 

flascó d’agitació de 500 mL. A més, la producció de la proteïna quimèrica en E. coli 

tenia la limitació de la formació de cossos d’inclusió, i aquests agregats requerien 

processos de purificació relativament més complexos i més cars, principalment en 

l’escalat industrial. Per aquesta raó 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. 
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Entre els paràmetres més importants d’un cultiu bacterià que admeten 

modificació a escala de flascó es troben la concentració d’IPTG, el medi de cultiu, 

la ràtio volum de cultiu/volum total, la temperatura i l’agitació. 

La concentració d’IPTG emprada, 1 mM, es va considerar que era un valor correcte 

basat en altres estudis amb el mateix hoste, mateix vector i proteïnes similars 

(Ching et al., 2015; Costa et al., 2016; Abdelbaset et al., 2017; Ferra et al., 2019). 

Pel que fa al canvi de medi de cultiu, es van provar dos medis complexos que 

tenien com a base el medi utilitzat com a estàndard fins al moment, el medi LB, 

però amb el doble de triptona i amb suplements de sals i glucosa (Taula 16). 

Taula 16. Composició dels tres medis LB, SOB i SOC. 

Components LB SOB SOC 

Extracte de llevat 0,5 % p/v 0,5 % p/v 0,5 % p/v 
Triptona 1 % p/v 2 % p/v 2 % p/v 

NaCl 10 mM 10 mM 10 mM 
KCl - 2,5 mM 2,5 mM 

MgSO4·7H2O - 10 mM 10 mM 
Glucosa - - 20 mM 

 

Es van analitzar les diferències a cada soca en les velocitats de creixement abans 

d’induir amb IPTG, és a dir, fins a una Abs600 de 0,6 – 0,8, i mantenint la resta de 

paràmetres que s’havien utilitzat fins al moment (Figura 19). 
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Com es pot observar, els medis SOB i SOC, que contenen el doble de triptona i 

suplements de sals, van permetre arribar a la densitat desitjada en 1h i 30 min, 

mentre que en el medi LB les soques van necessitar 3 h (dades no mostrades). 

També es pot veure que el fet que el medi SOC inclogui glucosa, que és la font de 

carboni que es metabolitza primer, va influir en arribar a les densitats més altes 

en menys temps. Per tant, amb el SOC es podia optimitzar el creixement abans 

d’induir per tal d’afavorir una productivitat més alta. 

També es va veure que la ràtio entre volum de cultiu i volum total del flascó tenia 

un impacte en el creixement. Seguint dades publicades (Doran, 2013), establir una 

ràtio de 1:5 en el flascó de 500 mL podia millorar la taxa de transferència d’oxigen. 

Amb la nova ràtio 1:5 es va observar un major creixement respecte a la ràtio 

anterior 1:3 fent cultius prova de 20 mL (dades no mostrades). 

El canvi de temperatura a les produccions de proteïnes recombinants a petita 

escala normalment donen lloc a productivitats més altes degut a la reducció de la 

Figura 19. Creixement pre-IPTG de les soques transformades amb pET28a-SAG2, 
pET28a-GRA2 i pET28a-SAG2-GRA2 amb medis LB, SOB i SOC. Les dades que es 
mostren són les absorbàncies als 90 min i corresponen a un experiment representatiu. 
Amb els medis rics SOB i SOC es va assolir la biomassa necessària per induir amb IPTG 
(Abs600 de 0,6 – 0,8) als 90 min. En canvi, amb el medi LB es va trigar 180 min. 
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taxa de síntesi proteica (San-Miguel et al., 2013). Es van dur a terme experiments 

de cultius d’inducció a diferents temperatures amb la soca transformada amb 

pET28a-SAG2-GRA2. Concretament, es va mesurar la biomassa que es podia 

assolir al canviar a 25 ˚C, 30 ˚C i 37 ˚C després de la inducció i amb medi SOC 

(Figura 20). 

 

A la Figura 20 es pot veure que el canvi de temperatura a 25 ˚C després de la 

inducció amb IPTG va reduir la velocitat de creixement cel·lular, cosa que podia 

afavorir la síntesi de proteïna recombinant i també la solubilitat d’aquesta. 

L’agitació és un paràmetre que modifica l’aeració del cultiu, que té a veure amb 

la disponibilitat d’oxigen i l’eficiència de mescla. A mesura que el número de 

cèl·lules per litre augmenta a dins del flascó, la disponibilitat d’oxigen esdevé un 

factor important, fins i tot limitant, del creixement. La manera més senzilla 

d’incrementar la disponibilitat d’oxigen en un flascó és augmentant la velocitat 

d’agitació. Es va realitzar un canvi en la velocitat d’agitació establerta tenint en 

Figura 20. Creixement post-IPTG de la soca transformada amb pET28a-SAG2-GRA2 a 25 
˚C, 30 ˚C i 37 ˚C. Les dades que es mostren són les absorbàncies a les 6 h, 16 h i 24 h, i 
corresponen a un experiment representatiu. A 25 ˚C, la biomassa final que s’assolia era 
molt menor que a 30 ˚C o 37 ˚C, sobretot a les 6 h i a les 16h després d’induir. A les 24 h, 
en canvi, hi havia menys diferències entre les biomasses dels tres cultius ja que es 
trobaven en fase estacionària o de declivi. 
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compte el tipus de flascó d’agitació (Taula 2), la soca E. coli BL21 (DE3) i el seu 

rang òptim de velocitat d’agitació, passant així de 250 rpm abans de la inducció a 

200 rpm després de la inducció. Aquest canvi va causar la reducció en la quantitat 

d’escuma produïda a les 16 h i les 24 h després de la inducció. 

Incorporant tots aquests canvis, es van dur a terme cultius d’inducció de 100 mL 

de les tres soques recombinants seguint el procediment explicat a l’apartat 4.2.1, 

i es van prendre mostres per l’anàlisi de proteïnes (Figura 21). 

  

A la Figura 21a es pot veure que hi va haver un augment dels nivells d’expressió 

de les proteïnes recombinants en comparació amb la Figura12a. El fet d’haver 

crescut menys a 25 ˚C després de la inducció va afavorir la síntesi de les proteïnes. 

Per tant, amb un creixement a 37 ˚C abans d’induir amb IPTG es va generar una 

gran quantitat de cèl·lules en fase mig-exponencial en poc temps, i la reducció a 

Figura 21. Anàlisi en SDS-PAGE amb les noves condicions de producció dels antígens 
SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2. a) Es van induir amb IPTG els cultius de bacteris amb pET28a-
SAG2 (carrils 1 i 2), pET28a-GRA2 (carrils 3 i 4) i pET28a-SAG2-GRA2 (carrils 5 i 6) per 
analitzar la producció de les proteïnes d’interès. Carrils 1, 3 i 5: no induïts. Carrils 2, 4 i 6: 
16 h en IPTG. b) Anàlisi de les fraccions soluble i insoluble després de trencar les cèl·lules 
amb pET28a-SAG2 (carrils 1 i 2), pET28a-GRA2 (carrils 3 i 4) i pET28a-SAG2-GRA2 (carrils 
5 i 6). Carrils 1, 3 i 5: fracció soluble. Carrils 2, 4 i 6: fracció insoluble. 
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25 ˚C en el moment de la inducció conjuntament amb la reducció de l’agitació a 

200 rpm va provocar un canvi en el metabolisme que prioritzava la síntesi més 

lenta, i per tant, afavoria la síntesi i la solubilitat de les proteïnes exògenes SAG2, 

GRA2 i SAG2-GRA2 per sobre del creixement cel·lular (Figura 21b). 

Per comprovar que les proteïnes antigèniques s’estaven produint correctament 

amb la cua d’histidines, es va realitzar una immunodetecció per Western blot 

(apartat 3.2.12) amb un anticòs anti-His (apartat 3.1.9) de les mostres dels tres 

cultius revelada amb fosfatasa alcalina (Figura 22). 

 

Finalment, es va realitzar la purificació d’aquests cultius d’inducció seguint el 

procediment explicat a l’apartat 4.2.1, però en condicions natives per SAG2, GRA2 

i SAG2-GRA2 (Figura 23). 

Figura 22. Anàlisi per Western blot dels antígens SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2. Els cultius 
de bacteris amb pET28a-SAG2 (carrils 1 i 2), pET28a-GRA2 (carrils 3 i 4) i pET28a-SAG2-
GRA2 (carrils 5 i 6) es van utilitzar per immunodetectar proteïnes amb la cua d’histidines 
6xHis. Carrils 1, 3 i 5: no induït. Carrils 2, 4 i 6: 16 h en IPTG. 
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Totes tres proteïnes antigèniques es van purificar amb un alt grau de puresa 

després de les millores aplicades al upstream del procés productiu. 

4.2.3 SCALE-UP I QUANTIFICACIÓ DE PROTEÏNA 

L’objectiu principal de les fermentacions microbianes és produir altes densitats 

cel·lulars per assegurar un alt rendiment del producte (Liu et al., 2012). Per poder 

assolir aquestes altes densitats s’ha de superar la limitació que suposa la 

producció en flascó d’agitació, principalment la impossibilitat de controlar 

paràmetres crítics com el pH, l’aeració, o fins i tot, la impossibilitat d’afegir 

antiescumant. Quan un dels substrats es consumeix o un del productes arriba a 

nivells inhibitoris, el creixement s’atura ràpidament i s’arriba a la fase 

estacionària. 

Per aquestes raons, es va decidir dur a terme la fermentació en batch d’una de les 

soques E. coli BL21 (DE3), concretament la transformada amb pET28a-SAG2, en 

Figura 23. Anàlisi en SDS-PAGE de la purificació en condicions natives de SAG2, GRA2 i 
SAG2-GRA2. Fases de purificació proteica de SAG2 (carrils 1, 2, 3 i 4), GRA2 (carrils 5, 6, 
7 i 8) i SAG2-GRA2 (carrils 9, 10, 11 i 12). Carrils 1, 5 i 9: extracte de proteïnes no unides 
a la columna. Carrils 2, 6 i 10: extracte de proteïnes rentades de la columna. Carrils 3, 7 i 
11: extracte de proteïnes eluïdes de la columna. Carrils 4, 8 i 12: extracte de proteïnes 
precipitades amb les esferes d’agarosa. 
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un bioreactor de 2 L. Una colònia individual d’aquesta soca recombinant es va 

inocular en 100 mL de medi SOC amb kanamicina a 37 °C i a 200 rpm durant 16 h 

com a pre-cultiu fins arribar a la fase estacionaria. Posteriorment aquest pre-cultiu 

es va inocular en 1,5 L d’un medi no-definit que contenia 5 g/L d’extracte de llevat, 

20 g/L de triptona, 0,6 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KCl, 4,9 g/L de MgSO4·7H2O, 7,2 g/L 

de glucosa i suplementat amb kanamicina (Taula 5 i apartat 3.2.7). 

En el fermentador es van poder assolir nivells de densitat cel·lular molt més alts 

que els del flascó d’agitació, arribant a una Abs600 màxima de 12,27 a les 18 h de 

cultiu (Figura 24). 

 

Com es mostra a la Figura 24, el cultiu es va induir a les 2 h, concretament a una 

Abs600 de 1,81, amb 1mM d’IPTG, i es va reduir la temperatura a 25 ˚C en el 

moment de la inducció. A les 6 h es van afegir 7,2 g/L de glucosa en batch perquè 

Figura 24. Creixement de la soca transformada amb pET28a-SAG2 en un cultiu batch 
del bioreactor de 2 L. Cultiu del bacteri E. coli BL21 (DE3) pET28a-SAG2 en un medi 
complex enriquit amb 7,2 g/L de glucosa. Es mostren les dades d’Abs600 al llarg del 
creixement i el canvi de temperatura de 37 ˚C a 25 ˚C en el moment de la inducció amb 
1mM d’IPTG (Abs600 = 1,81). 
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hi havia senyals d’esgotament de la font de carboni, com ara l’aturada en l’adició 

de la base i en el creixement cel·lular. Per altra banda, els paràmetres de pH i pO2 

es van mantenir constants durant tota la fermentació, el primer a pH 7 mitjançant 

l’adició de NaOH 1 M i HCl 1 M, i el segon al 20 % d’oxigen dissolt amb una adició 

d’aire constant de 1 vvm i una agitació variable en un rang de 250 – 800 rpm. 

Durant el procés de fermentació, la disrupció cel·lular i el procés de purificació es 

van agafar mostres per l’anàlisi de proteïnes (Figura 25). 

 

Posteriorment, es van quantificar les proteïnes SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2 

obtingudes en el flascó d’agitació de 500 mL (100 mL de volum de treball) i la 

proteïna SAG2 produïda en el bioreactor de 2 L (1,5 L de volum de treball). La 

quantificació es va realitzar mitjançant l’assaig de proteïnes Bradford amb la 

Figura 25. Anàlisi en SDS-PAGE de la producció i de la purificació de l’antigen SAG2 en 
el bioreactor de 2 L. a) Es va cultivar la soca amb pET28a-SAG2 en el bioreactor de 2 L per 
analitzar-ne la producció després d’induir a les 2 h de cultiu. Carril 1: no induït. Carril 2: 4 
h en IPTG. Carril 3: 6 h en IPTG. Carril 4: 8 h en IPTG. Carril 5: 10 h en IPTG. b) Anàlisi de 
les fraccions soluble, insoluble i de les fases de purificació de SAG2. Carrils 1: 18 h en 
IPTG. Carril 2: fracció soluble. Carrils 3 i 4: fracció insoluble. Carril 5: extracte de proteïnes 
no unides a la columna. Carril 6: extracte de proteïnes rentades de la columna. Carrils 7 i 
8: extracte de proteïnes eluïdes de la columna. Carril 9: extracte de proteïnes precipitades 
amb les esferes d’agarosa. 
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proteïna BSA com a estàndard (apartat 3.2.13) i es va calcular la productivitat 

volumètrica amb dades d’un experiment representatiu (Taula 17 i apartat 3.2.14). 

Taula 17. Productivitats volumètriques de les soques transformades amb pET28a-SAG2, 
pET28a-GRA2 i pET28a-SAG2-GRA2. 

Proteïnes 
Productivitat volumètrica 

en flascó (mg/L·h) 
Productivitat volumètrica 

en bioreactor (mg/L·h) 

SAG2 0,375 1,48 
GRA2 0,3 

SAG2-GRA2 0,263 
 

Aquesta fermentació en batch en un bioreactor de 2 L va produir 1,48 mg/L·h de 

SAG2. Es va demostrar que, tot i els nivells d’expressió inicials a escala de shake 

flask, les soques E. coli BL21 (DE3) transformades amb pET28a tenien molt marge 

de millora en termes de productivitat. 
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4.3 GENERACIÓ DE SOQUES EDITADES GENÈTICAMENT 

Un dels objectius de la present tesi era l’establiment de soques E. coli BL21 (DE3) 

editades genèticament amb una o més còpies dels cassettes que codifiquen pels 

antígens seleccionats de T. gondii. 

4.3.1 ESTABLIMENT DEL SISTEMA CRISPR-CAS9 

Per dur a terme l’edició del genoma d’E. coli es va utilitzar el sistema de dos 

plasmidis publicat per Jiang et al. (2015) i disponible a Addgene, tal com s’ha 

introduït en l’apartat 1.2.3. 

4.3.1.1 Generació dels pTarget 

Per una banda, es necessitaven generar els plasmidis pTarget amb seqüències 

sgRNA específiques del genoma d’E. coli BL21 (DE3) obtingut de la base de dades 

GenBank (número d’accés CP001509.3). Aquestes seqüències sgRNA consistien 

en guies de 20 nt (N20) de regions del genoma bacterià on hi havia gens 

dispensables o no-essencials. Es van escollir els gens cadA, fecA, lacZ, ompA i 

ybbD, perquè s’havien usat amb èxit en altres estudis d’edició genètica d’E. coli 

(Jiang et al., 2015; Englaender et al., 2017; Zerbini et al. 2017). 

Per dissenyar quines havien de ser les seqüències sgRNA d’aquests gens, es va 

utilitzar el software online CRISPOR (Taula 3). CRISPOR identifica els llocs PAM per 

l’endonucleasa Cas9 en una seqüència gènica donada, genera les guies RNA a 

partir dels PAM i les classifica segons els off-target potencials i la predicció 

d’activitat on-target (Concordet i Haeussler, 2018). 

Les guies RNA escollides (Taula 18) s’havien de situar sota el control del promotor 

constitutiu J23119(SpeI), així es sintetitzarien conjuntament amb el gRNA 

scaffold. La Cas9, guiada per el sgRNA, podia trobar el lloc de tall gràcies al PAM i 

induir el DSB. 
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Taula 18. Gens diana, guies RNA i llocs de tall per l'edició genètica  d’E. coli BL21 (DE3). 
*Les seqüències PAM es mostren en cursiva. 

Gen diana d’E. coli 
BL21 (DE3) 

sgRNA (N20) + PAM* 
Coordenades 
del lloc de tall 

cadA 5’-GCAGGTAAGCGTCTGATCAA CGG-3’ 4264426 
fecA 5’-GTGGGCGGCACAGCGGACAA CGG-3’ 4429209 
lacZ 5’-GGTGAAACGCAGGTCGCCAG CGG-3’ 335032 

ompA 5’-GACAACGGCATGCTGAGCCT GGG-3’ 1024589 
ybbD 5’-TCCCTAACAAATGATGATGG GGG-3’ 498065 

 

Per generar els pTarget específics de cada gen, es va substituir la guia original 

(CATCGCCGCAGCGGTTTCAG) del plasmidi pTargetF (Taula 7) mitjançant PCR 

inversa (Figura 26). 

 

Per una banda, es van dissenyar els cinc primers sense específics (pTargetF_FW de 

cada gen) que incloïen els 20 nt de les guies RNA i el lloc de tall de l’enzim de 

restricció SpeI a 5’. I per l’altra, es va dissenyar el primer antisense (pTargetF_RV) 

amb la diana de restricció de SpeI a 5’ també. 

Es va dur a terme la PCR inversa seguint un protocol estàndard d’amplificació d’un 

plasmidi (apartat 3.2.3), en aquest cas pTargetF. Després de la PCR inversa, una 

Figura 26. Esquema resum de la PCR inversa en la generació dels pTarget. 
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alíquota de cada producte de PCR es va córrer en un gel a l’1 % d’agarosa per 

verificar que s’havia amplificat el producte desitjat (Figura 27). 

 

La mida esperada dels pTarget lineals era 2117 bp i aquesta corresponia amb la 

banda majoritària que es mostra a la Figura 27, però no era l’única banda que es 

va amplificar. Per aquesta raó, es van purificar les bandes de 2.1 kb mitjançant el 

kit QIAquick Gel Extraction. Seguidament es van digerir els plasmidis lineals amb 

SpeI i es van lligar amb la T4 Ligase. Els plasmidis resultants es van transformar en 

cèl·lules competents E. coli Top 10. 

Aquests bacteris, resistents a l’espectinomicina com a conseqüència d’haver-se 

transformat correctament amb el pTarget, es van fer créixer en cultius O/N per 

purificar-ne els plasmidis amb el kit QIAprep Spin Miniprep i comprovar-ne la seva 

seqüència via seqüenciació de Sanger (Figura S3 de l’Annex). 

A més dels pTarget, el segon plasmidi necessari per l’edició genètica era el pCas 

(Taula 7), que contenia les recombinases λ-Red expressades sota el control del 

promotor induïble per L-arabinosa, pBAD, i la Cas9 expressada constitutivament. 

Figura 27. Anàlisi en gel d’agarosa de l’amplificació dels plasmidis pTarget-cadA, 
pTarget-fecA, pTarget-lacZ, pTarget-ompA i pTarget-ybbD per PCR inversa. Les 
seqüències dels plasmidis pTarget es van amplificar per PCR inversa utilitzant el pTargetF 
com a motlle i amb primers específics. Carril 1: pTarget-cadA. Carril 2: pTarget-fecA. Carril 
3: pTarget-lacZ. Carril 4: pTarget-ompA. Carril 5: pTarget-ybbD. 
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4.3.1.2 Generació dels DNA donadors 

Com s’ha introduït a l’apartat 1.2.3, per dur a terme l’edició genètica en E. coli 

amb el sistema de dos plasmidis era necessari un tercer element anomenat DNA 

donador, que incloïa el cassette amb la seqüència codificant per l’antigen de T. 

gondii conjuntament amb els elements necessaris per la inducció i la purificació 

d’aquest, i flanquejat per seqüències d’homologia amb el genoma d’E. coli BL21 

(DE3). 

Aquestes seqüències d’homologia, també anomenades braços d’homologia, 

corresponien a uns 300 bp de les regions upstream i downstream dels llocs de tall 

de la Cas9, és a dir, tres parells de bases upstream del PAM (Jiang et al., 2015). 

Les seqüències dels braços d’homologia de cada gen (cadA, fecA, lacZ, ompA i 

ybbD) es van amplificar per PCR a partir del DNA genòmic d’E. coli BL21 (DE3) 

extret d’un cultiu O/N (apartat 3.2.15). En el disseny dels primers 

(cadA_FW_300/cadA_SbfI, cadA_PACI/cadA_RV_300, i els equivalents per la resta 

de gens) es van incorporar llocs de tall pels enzims de restricció SbfI i PACI per la 

lligació posterior amb el cassette (Figura 28). 

 

El gel d’electroforesi va mostrar els fragments dels braços d’homologia amb una 

mida esperada d’entre 260 i 300 bp, segons el braç, excepte els braços upstream 

Figura 28. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació dels braços d'homologia de cadA, 
fecA, lacZ, ompA i ybbD. Les seqüències dels braços d’homologia, tant upstream (carrils 
1, 3, 5, 7 i 9) com downstream (carrils 2, 4, 6, 8 i 10), es van amplificar per PCR usant DNA 
genòmic com a motlle i amb primers específics. Carrils 1 i 2: braços cadA. Carrils 3 i 4: 
braços fecA. Carrils 5 i 6: braços lacZ. Carrils 7 i 8: braços ompA. Carrils 9 i 10: braços ybbD. 
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i downstream de lacZ (carrils 5 i 6), i el braç upstream de ybbD (carril 9). En aquests 

casos es va repetir l’amplificació per PCR diverses vegades modificant alguns 

factors respecte del protocol estàndard. Es va augmentar la concentració de 

magnesi de 1,5 mM a 3 mM, es va afegir DMSO al 2,5 % del volum de la reacció i, 

respecte els paràmetres del programa de cicles, es va reduir la temperatura 

d’anellament de 55 a 52 ˚C i es va incrementar el temps d’elongació de 30 a 35 s. 

Amb aquests canvis finalment es van poder obtenir els braços d’homologia 

restants (Figura 29). 

 

Una vegada amplificats tots els braços d’homologia, els fragments d’interès es van 

purificar amb el kit QIAquick Gel Extraction. Tot seguit, es va procedir a 

l’amplificació dels cassettes de SAG2 i GRA2 amb els primers 

pET28_cassette_FW/pET28_cassette_RV per incloure les dianes dels enzims de 

restricció SbfI i PACI (Figura 30). 

Figura 29. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació dels braços d'homologia restants de 
lacZ i ybbD. Les seqüències dels braços d’homologia upstream i downstream de lacZ, i 
upstream de ybbD es van amplificar per PCR i amb primers específics. Carrils 1 i 2: braços 
lacZ. Carril 3: braç upstream ybbD. 
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En aquesta electroforesi es va poder comprovar la correcta amplificació dels 

cassettes amb la seva mida esperada (852 bp per SAG2 i 822 bp per GRA2) i, 

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

Un cop es disposava de les tres parts de seqüència que havien de conformar els 

DNA donadors, es va poder realitzar la digestió amb els enzims SbfI i PACI, tant 

dels braços d’homologia com dels cassettes SAG2 i GRA2. 

El primer DNA donador que es va generar, a través de la lligació amb la T4 Ligase, 

estava format pel cassette codificant de SAG2 flanquejat amb els braços 

d’homologia per la recombinació en el gen lacZ (SAG2ΔlacZ). Aquest producte de 

la lligació es va amplificar per PCR amb els primers lacZ_FW_300/lacZ_RV_300, 

esperant una banda de 1366 bp (Figura 31). 

Figura 30. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació dels cassettes SAG2 i GRA2 amb les 
dianes de restricció per la lligació amb els braços d'homologia. a) La seqüència del 
cassette SAG2 es van amplificar per PCR usant el plasmidi pET28a-SAG2 com a motlle i 
amb els primers pET28_cassette_FW/pET28_cassette_RV. b) La seqüència del cassette 
GRA2 es van amplificar per PCR usant el plasmidi pET28a-GRA2 com a motlle i amb els 
primers pET28_cassette_FW/pET28_cassette_RV. Carril 1a: SAG2. Carril 1b: GRA2. 
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Com es pot observar a la Figura 31a, la PCR seguint un protocol estàndard va 

donar com a resultat l’amplificació de dues bandes inespecífiques. La primera 

formant un doblet amb la banda d’interès entre els 1000 i els 1500 bp, i la segona 

a 500 – 650 bp. Davant l’aparició d’aquestes bandes inespecífiques es van 

modificar els paràmetres de la PCR, disminuint la concentració de magnesi de 1,5 

mM a 0,75 mM, afegint DMSO al 2,5 % del volum de la reacció, i reduint el número 

de cicles de 25 a 20. Fins i tot duent a terme aquests canvis no es va amplificar la 

banda d’interès únicament, però sí es va reduir la presència de la banda de menor 

pes molecular (Figura 31b). 

Donat els problemes que tenia l’amplificació del DNA donador SAG2ΔlacZ, entre 

d’altres la impossibilitat de separar la banda d’interès del doblet, la poca 

repetibilitat i la poca quantitat de DNA que s’obtenia, es va generar un segon DNA 

donador que requerís de nous primers. Aquest segon DNA donador era producte 

de la lligació entre el cassette GRA2 i els braços d’homologia de cadA 

(GRA2ΔcadA). L’amplificació per PCR d’aquest producte de lligació es va dur a 

terme amb els primers cadA_FW_300/cadA_RV_300, i s’esperava amb una mida 

de 1422 bp (Figura 32). 

Figura 31. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació del DNA donador SAG2ΔlacZ. a) La 
seqüència del DNA donador SAG2ΔlacZ es va amplificar per PCR seguint el protocol 
estàndard usant el producte de la lligació com a motlle i amb els primers específics. b) La 
seqüència del SAG2ΔlacZ es va amplificar modificant el protocol de la PCR per reduir la 
presència de bandes inespecífiques. Carril 1a, 1b i 2b: SAG2ΔlacZ. 
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Fins i tot amb el nou protocol de PCR i amb el canvi de donador, i per tant de 

primers d’amplificació, l’aparició de bandes inespecífiques es va seguir donant. En 

aquest cas amb un altre doblet, conjuntament amb la banda d’interès, i amb una 

tercera banda de 250 bp aproximadament. 

El fet d’haver d’assolir una quantitat considerable de DNA donador pur per cada 

experiment d’edició, concretament 400 ng, feia impossible aquesta estratègia de 

generació de donadors. Per resoldre-ho, es va optar per la clonació dels DNA 

donadors en el plasmidi pBluescript II SK+ de 2961 bp (Taula 7). Per dur-ho a 

terme, es van dissenyar nous primers que amplifiquessin externament els braços 

d’homologia de cadA i lacZ afegint una diana per l’enzim de restricció XmaI a 

l’extrem 5’ del DNA donador i una altra diana per l’enzim de restricció SpeI a 

l’extrem 3’ del DNA donador. 

Els productes de les lligacions SAGΔlacZ i GRA2ΔcadA es van amplificar per PCR 

amb els primers lacZ_FW_300_xmaI/lacZ_RV_300_speI en el cas del primer i els 

primers cadA_FW_300_xmaI/cadA_RV_300_speI en el segon cas. Es van obtenir 

uns perfils de bandes com els que es mostren a les Figures 31 i 32, de forma que 

es va haver de purificar la banda d’interès del gel amb el kit QIAquick Gel 

Figura 32. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació del DNA donador GRA2ΔcadA. La 
seqüència del DNA donador GRA2ΔcadA es va amplificar per PCR seguint l’última 
modificació del protocol per reduir la presència de bandes inespecífiques, usant el 
producte de la lligació com a motlle i amb primers específics. Carril 1: alíquota de la 
lligació del GRA2 i els braços de cadA. Carril 2: GRA2ΔcadA. 
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Extraction. Seguidament, es va realitzar la digestió amb XmaI i SpeI, tant dels 

fragments purificats SAG2ΔlacZ i GRA2ΔcadA com del plasmidi pBluescript. I 

finalment es van lligar els DNA donadors en el vector. 

Els plasmidis generats pBluescript-SAG2ΔlacZ i pBluescript-GRA2ΔcadA es van 

transformar en cèl·lules competents E. coli Top 10. A partir d’aquests bacteris es 

va poder realitzar una amplificació “in vivo” dels DNA donadors, fent créixer les 

soques transformades en cultius O/N i purificant els plasmidis amb el kit QIAprep 

Spin Miniprep. Un cop s’obtenien els plasmidis purs, es procedia a seqüenciar la 

part dels plasmidis que codificava pels DNA donadors via seqüenciació de Sanger 

(Figura S4 de l’Annex), i posteriorment es digeria amb els enzims seleccionats 

XmaI i SpeI (Figura 33). 

 

Com es pot observar a la Figura 33, els fragments que corresponien als DNA 

donadors SAG2ΔlacZ i GRA2ΔcadA, amb 1366 bp i 1422 bp respectivament, es van 

separar correctament per digestió enzimàtica de la resta del plasmidi, de 2961 bp. 

Les bandes de menor pes molecular es van purificar dels gels amb el kit QIAquick 

Gel Extraction, es van precipitar amb acetat sòdic i etanol (apartat 3.2.16) i 

finalment es van quantificar llegint la Abs260 amb el Nanodrop (Taula 2). 

Figura 33. Anàlisi en gel d’agarosa de la digestió enzimàtica dels plasmidis pBluescript-
SAG2ΔlacZ i pBluescript-GRA2ΔcadA. a) La digestió del plasmidi pBluescript-SAG2ΔlacZ 
amb els enzims XmaI i SpeI va donar com a resultat l’alliberament del fragment 
SAG2ΔlacZ. b) La digestió del plasmidi pBluescript-GRA2ΔcadA amb els enzims XmaI i SpeI 
va donar com a resultat l’alliberament del fragment GRA2ΔcadA. 
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Mitjançant aquesta estratègia es van poder generar aquests dos primers DNA 

donadors en la quantitat i puresa necessària per les edicions. Però, malgrat haver 

augmentat la quantitat obtinguda, aquest mètode d’amplificació “in vivo” era 

tediós i lent, i això complicava la seva aplicació en la generació de nous DNA 

donadors, per exemple amb el cassette SAG2-GRA2 o per intercanviar els braços 

d’homologia disponibles, en cas que fos d’interès. 

Com a conseqüència d’aquestes limitacions, es va posar a punt la generació dels 

DNA donadors a través de la overlap PCR. Es van dissenyar nous primers, per tots 

els gens, que permetessin el solapament entre braços d’homologia i cassettes. 

Com a primer pas, es van fer les amplificacions del cassette SAG2-GRA2 amb els 

primers P1_lacZ/P4_lacZ, i dels braços d’homologia de lacZ amb els primers 

lacZ_FW_300/P2_lacZ i P3_lacZ/lacZ_RV_300 (Figura 34). A la Figura 35 es 

presenta un resum de les estratègies de generació dels DNA donadors. 

 

Figura 34. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació del DNA donador SAG2-GRA2ΔlacZ 
per overlap PCR. a) Els tres fragments amb regions de solapament, braç lacZ upstream, 
cassette i braç lacZ downstream, es van generar per PCR amb el pET28a-SAG2-GRA2 com 
a motlle en el cas del cassette, amb DNA genòmic com a motlle en el cas dels braços i 
amb primers específics. b) La seqüència del SAG2-GRA2ΔlacZ es va generar per overlap 
PCR entre els tres elements generats a la PCR anterior. Carril 1a: braç lacZ upstream amb 
solapament al cassette SAG2-GRA2. Carril 2a: cassette SAG2-GRA2 amb solapaments als 
braços d’homologia lacZ. Carril 3a: braç lacZ downstream amb solapament al cassette 
SAG2-GRA2. Carril 1b: SAG2-GRA2ΔlacZ. 
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Seguint l’exemple d’aquesta overlap PCR (Figura 34), es van poder generar la resta 

de DNA donadors que es van utilitzar posteriorment en les edicions genètiques. 

Els productes de la overlap PCR es van purificar amb el kit QIAquick Gel Extraction, 

es van precipitar amb acetat sòdic i etanol, i finalment es van quantificar amb el 

Nanodrop abans del seu ús en les co-transformacions d’E. coli BL21 (DE3). 

 Figura 35. Resum de les estratègies de generació dels DNA donadors. 
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4.3.2 EDICIÓ GENÈTICA 

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

Un cop es disposava dels tres elements necessaris per dur a terme les edicions 

genètiques, és a dir, el plasmidi pCas, els plasmidis pTarget i els DNA donadors 

lineals, es va procedir amb els experiments d’edició (apartat 3.2.17). 

L’estratègia escollida va consistir en transformar el pCas a les cèl·lules competents 

E. coli BL21 (DE3). Els bacteris resultants de la transformació es van de fer créixer 

en cultius O/N a 30 ˚C i amb presència de kanamicina ja que el plasmidi pCas, que 

no requeria de cap modificació, tenia l’origen de replicació repA101 sensible a 

temperatura i conferia resistència a l’antibiòtic mencionat. Una alíquota d’aquest 

cultiu es va diluir 1:50 en medi SOC amb kanamicina en un flascó d’agitació i es va 

fer créixer a 30 ˚C fins arribar a una Abs600 de 0,3 – 0,4, moment en el que es va 

induir l’expressió del sistema de recombinases λ-Red del pCas amb 10 mM de L-

arabinosa, i es va deixar creixent fins a una Abs600 de 0,6. Posteriorment es van 

preparar les cèl·lules competents amb una solució 60 mM de CaCl2 seguint el 

protocol estàndard (apartat 3.2.5). 

Els experiments d’edició genètica consistien en co-transformar un pTarget i un 

DNA donador a les cèl·lules competents amb pCas, ja que la Cas9 es trobava a 

l’interior d’aquestes cèl·lules sent expressada constitutivament, i el sistema λ-Red 

s’havia induït just abans de fer-les competents. D’aquesta forma es podia produir 

consecutivament el tall en un lloc del genoma concret i la seva reparació per 

recombinació homòloga, tal com s’explica a l’apartat 1.2.3. 

El primers experiments d’edició genètica es van dur a terme amb el pTarget-lacZ 

i el donador SAG2ΔlacZ, ja que la disrupció del gen lacZ permetia un primer anàlisi 

a través del cribratge blau – blanc directament a les plaques de LB agar (apartat 

3.2.18). Es van co-transformar 100 ng de pTarget-lacZ i 400 ng de SAG2ΔlacZ 
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seguint un protocol estàndard de transformació exceptuant la temperatura de 

recuperació de la barreja en SOC, que havia de ser 30 ˚C. A les plaques LB amb 

kanamicina i espectinomicina hi va créixer un número baix de colònies de l’ordre 

de 0,7 – 1,2 x 102 ufc/µg de pTarget, i en varies repeticions de l’experiment no hi 

van créixer colònies. 

Degut a que el cribratge blau – blanc s’havia de realitzar en plaques amb X-gal i 

IPTG, i que l’IPTG provocava el curing del pTarget, no es podia fer la transformació 

directament en plaques amb kanamicina, espectinomicina, X-gal i IPTG, i es van 

generar plaques rèplica de LB amb kanamicina, X-gal i IPTG. Entre el 57 % i el 83 

% de les colònies que hi van créixer eren blanques, per tant, indicadores del 

trencament del gen lacZ. 

L’anàlisi de l’edició en aquestes colònies es va realitzar a través de colony PCR 

(apartat 3.2.2) amb els primers dissenyats per generar fragments en colònies 

editades (colonyPCR_lacZ/SAG2_RV o pET28_cassette_RV). El primer 

colonyPCR_lacZ, i els equivalents per la resta de gens, amplificaven des de 60 bp 

upstream de la seqüència del donador, per tant en una zona del genoma no 

present en el DNA donador. També es van amplificar controls per la seqüència de 

SAG2 o del cassette, i per la seqüència d’una part del genoma no implicada com a 

control positiu de l’amplificació, per exemple amb els primers del braç 

d’homologia 5’ de fecA (fecA_FW_300/P2_fecA). 
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A la Figura 36 es pot observar que a totes les colònies s’amplificava el control 

positiu de la PCR de 263 bp amb els primers que s’unien a una part del genoma no 

modificada. A més, tant a les quatre colònies blanques com a les dues negres 

s’amplificava la seqüència de SAG2 (435 bp), per tant, els primers que només 

s’unien al DNA donador indicaven presència d’aquest en totes les colònies. Per 

últim, a dues de les quatre colònies blanques s’amplificava el fragment que 

indicava que hi havia hagut edició (941 bp) ja que un del primers s’unia al genoma 

original i l’altre al DNA donador. 

Figura 36. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició SAG2ΔlacZ per colony 
PCR. Es van analitzar sis colònies, quatre de les quals eren blanques en el cribratge blau 
– blanc (1, 2, 4 i 5) i les altres dues eren blaves (3 i 6). A totes les colònies es va amplificar 
el control positiu (c) i la seqüència SAG2 (b), però només a les colònies 1 i 5 es va 
amplificar el fragment indicador d’edició. a) Primers indicadors d’edició 
(colonyPCR_lacZ/SAG2_RV). b) Primers de SAG2 (SAG2_FW/SAG2_RV). c) Primers del 
control positiu (fecA_FW_300/P2_fecA). 
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A la Figura 37 també s’observa que a totes les colònies s’amplificava el control 

positiu (263 bp) i que hi havia colònies blanques, és a dir, amb disrupció en el gen 

lacZ, que no presentaven edició (1136 bp). Tot i això, un 33 % de les colònies 

blanques estaven editades segons l’anàlisi per colony PCR. 

A part dels exemples mostrats, es van analitzar fins a un total de 22 colònies 

blanques sense trobar-ne de noves positives per l’edició. Dues de les colònies 

editades amb SAG2ΔlacZ es van fer créixer en un cultiu O/N per poder-ne extreure 

el DNA genòmic i fer una doble confirmació de la seva edició per PCR (Figura 38). 

Els productes de PCR amb els fragments que indicaven que hi havia edició es van 

purificar amb el kit QIAquick Gel Extraction, i seguidament es va comprovar la seva 

seqüència per seqüenciació de Sanger (Figura 38 i Figura S5 de l’Annex). 

Figura 37. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició SAG2ΔlacZ per colony PCR 
(2). Es van analitzar setze colònies, dotze blanques en el cribratge blau – blanc (1 – 12) i 
quatre blaves (13 – 16). A totes les colònies es va amplificar el control positiu (b), però 
només a les colònies 2, 3, 6 i 7 es va amplificar el fragment indicador d’edició. a) Primers 
indicadors d’edició (colonyPCR_lacZ/pET28_cassette_RV). b) Primers del control positiu 
(fecA_FW_300/P2_fecA). 
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Posteriorment a aquesta primera edició, es van generar els DNA donadors 

GRA2ΔcadA, GRA2ΔfecA i GRA2ΔompA mitjançant overlap PCR, tal com s’ha 

explicat a l’apartat 4.3.1.2, fins a assolir els 400 ng necessaris per dur a terme els 

experiments d’edició. Un cop a punt, aquests donadors es van co-transformar 

amb els seus pTarget respectius, pTarget-cadA, pTarget-fecA i pTarget-ompA, en 

cèl·lules competents E. coli BL21 (DE3) pCas. En aquests casos, no es va poder fer 

un cribratge metabòlic previ com el blau – blanc, de manera que es van analitzar 

les colònies directament per colony PCR amb els primers corresponents, seguint 

l’exemple de l’edició anterior (Figura 39, Figura 40 i Figura 41). 

 

Figura 38. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació i seqüenciació de l'edició SAG2ΔlacZ. 
Es van analitzar dues de les colònies editades amb SAG2ΔlacZ usant el DNA genòmic com 
a motlle i posteriorment es va seqüenciar un fragment indicador d’edició on es veia la 
unió entre el DNA donador i el DNA genòmic amb el primer T7_promoter_RV. a) Primers 
de control positiu (fecA_FW_300/P2_fecA). b) Primers de segon control positiu 
(ompA_FW_300/P2_ompA). c) Primers indicadors d’edició 
(colonyPCR_lacZ/pET28_cassette_RV). 
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Figura 39. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició GRA2ΔcadA per colony 
PCR. Es van analitzar nou colònies. A totes es va amplificar el control positiu (b) excepte 
a la colònia 2, i a cinc colònies es va amplificar un fragment amb els primers indicadors 
d’edició (1, 2, 7, 8 i 9), malgrat que el fragment de la colònia 8 no correspon amb la mida 
esperada. a) Primers indicadors d’edició (colonyPCR_cadA/pET28_cassette_RV). b) 
Primers del control positiu (fecA_FW_300/P2_fecA). 

Figura 40. Anàlisi en gel d’agarosa de l’amplificació de l’edició GRA2ΔfecA per colony 
PCR. Es van analitzar nou colònies. A totes es va amplificar el control positiu (b) excepte 
a les colònies 6 i 7, i a la colònia 2 es va amplificar el fragment indicador d’edició. a) 
Primers indicadors d’edició (colonyPCR_fecA/pET28_cassette_RV). b) Primers del control 
positiu (ompA_FW_300/P2_ompA). 
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Diverses repeticions d’aquestes co-transformacions no van donar com a resultat 

colònies editades, de manera que, tot i obtenir les edicions de GRA2ΔcadA i 

GRA2ΔfecA, l’eficiència d’edició era molt baixa. Els fragments de les colònies que 

indicaven presència de l’edició es van analitzar per seqüenciació de Sanger amb 

resultat positiu (Figura S6 i Figura S7 de l’Annex). 

Hi havia dues dificultats a l’hora de trobar cèl·lules editades. Per una banda, la 

baixa competència de les cèl·lules E. coli BL21 (DE3) transformades amb pCas, que 

per aquestes edicions havien exhibit unes competències de l’ordre de 2,2 x 103 – 

5,6 x 104 ufc/µg de pBluescript. I per l’altra, un problema que dificultava el 

cribratge de colònies a les plaques d’edició de LB agar amb kanamicina i 

espectinomicina, l’aparició de colònies satèl·lit al voltant de les colònies d’E. coli. 

Això era conseqüència de l’ús de l’espectinomicina, la resistència a la qual es 

generava espontàniament amb molta facilitat (Anderson, 1969; Mark et al., 1983; 

Johanson i Hughes, 1995). Per aquesta raó es va procedir a fer un canvi per 

Figura 41. Anàlisi en gel d’agarosa de l’amplificació de l’edició GRA2ΔompA per colony 
PCR. Es van analitzar nou colònies. A totes es va amplificar el control positiu (b) excepte 
a la colònia 9, i a cap colònia es va amplificar el fragment indicador d’edició. a) Primers 
indicadors d’edició (colonyPCR_ompA/pET28_cassette_RV). b) Primers del control 
positiu (fecA_FW_300/P2_fecA). 
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l’ampicil·lina, ja que és una resistència a antibiòtic amb una sensibilitat i estabilitat 

més altes. 

Per dur a terme aquest canvi, es va amplificar la seqüència codificant de la 

resistència a ampicil·lina del pBluescript mitjançant primers que incorporaven una 

diana de restricció XhoI a 5’ i cap diana a 3’ (AmpFW/AmpRV), per mantenir així 

l’orientació de l’insert en el vector. Els plasmidis pTarget (pTarget-cadA, pTarget-

fecA, pTarget-lacZ, pTarget-ompA i pTarget-ybbD) es van digerir amb MluI, i 

seguidament es van tractar amb la polimerasa Klenow DNA per fer rom aquest 

extrem (apartat 3.2.4). Un cop obtingut el fragment d’ampicil·lina, aquest es va 

digerir conjuntament amb els vectors amb l’enzim XhoI. Finalment, es van lligar 

els fragments en els vectors mitjançant la T4 Ligase i es van transformar els 

plasmidis resultants en cèl·lules competents E. coli Top10. Després de fer créixer 

els bacteris en presència d’ampicil·lina, es van purificar el plasmidis amb el kit 

QIAprep Spin Miniprep i es va analitzar la seqüència del pTarget-lacZ per 

seqüenciació de Sanger (Figura S8 de l’Annex). Des d’aquest punt, es va treballar 

exclusivament amb els nous pTarget resistents a ampicil·lina. 

Es van realitzar els experiments d’edició del SAG2-GRA2ΔlacZ i el SAG2-

GRA2ΔybbD en noves cèl·lules competents E. coli BL21 (DE3) transformades amb 

pCas, que presentaven una competència de l’ordre de 1,7 x 103 – 4,5 x 103 ufc/µg 

de pBluescript. El creixement de colònies satèl·lits que dificultava el cribratge de 

colònies editades va desaparèixer amb el reemplaçament de la resistència a 

antibiòtic. En el cas del SAG2-GRA2ΔlacZ, es van analitzar les colònies pel cribratge 

blau – blanc obtenint un alt número de colònies blanques per placa, entre el 66 % 

i el 93 %. Seguidament, aquestes colònies es van analitzar per colony PCR (Figura 

42). 
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Com es pot veure a la Figura 42, que es representativa de l’anàlisi d’un número 

més gran de colònies, no es va obtenir l’edició de SAG2-GRA2ΔlacZ. 

Partint dels resultats de la Figura 42, i en general de les colònies blanques en les 

colony PCR, es van analitzar colònies blanques que presentaven edició SAG2ΔlacZ 

i colònies blanques que no presentaven edició amb nous primers per esbrinar com 

s’havia resolt el genoma tenint en compte que E. coli no presenta mecanisme de 

reparació conegut davant d’un DSB. Per dur-ho a terme, es van dissenyar primers 

que amplifiquessin regions més grans al voltant del punt de tall de la Cas9 en el 

gen lacZ (lacZ_FW_a/lacZ_RV_a amplifica 629 bp, lacZ_FW_b/lacZ_RV_b 

amplifica 793 bp, lacZ_FW_c/lacZ_RV_c amplifica 1355 bp, lacZ_FW_d/lacZ_RV_d 

amplifica 1559 bp i lacZ_FW_e/lacZ_RV_e amplifica 1909 bp). Primer es va 

Figura 42. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició SAG2-GRA2ΔlacZ per 
colony PCR. Es van analitzar nou colònies, vuit blanques en el cribratge blau – blanc (1 – 
8) i una blava (9). A totes les colònies es va amplificar el control positiu (b) però a cap de 
les vuit colònies blanques es va amplificar el fragment indicador d’edició. a) Primers 
indicadors d’edició (colonyPCR_lacZ/pET28_cassette_RV). b) Primers del control positiu 
(fecA_FW_300/P2_fecA). 
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analitzar el DNA genòmic d’una colònia editada amb SAG2ΔlacZ i d’una colònia 

blava (Figura 43). 

 

A la Figura 43 es mostra que els nous primers podien amplificar la regió del 

genoma editada i comparar-ne la diferència amb un genoma no-editat. El 

fragment a havia de ser de 629 bp en cas de no estar editat i de 1462 bp en cas 

d’estar editat. I el fragment b havia de ser de 793 bp en cas de no estar editat i de 

1629 bp en cas d’estar-ho. 

Amb aquestes noves parelles de primers es van analitzar colònies blanques que 

no havien presentat fragment indicador d’edició SAG2-GRA2ΔlacZ obtenint un 

resultat no-conclusiu en tots els casos, ja que no s’amplificaven els fragments 

indicadors d’edició ni els fragments indicadors de no-edició. A la Figura 44 hi ha 

un exemple representatiu d’aquests resultats. 

Figura 43. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació d'una colònia blanca editada 
(SAG2ΔlacZ) i una colònia blava no-editada per colony PCR. Es va analitzar amb nous 
primers un clon SAG2ΔlacZ editat (1) i una colònia blava en el cribratge blau – blanc (2). 
a) Primers lacZ_FW_a/lacZ_RV_a. b) Primers lacZ_FW_b/lacZ_RV_b. c) Primers del 
control positiu (fecA_FW_300/P2_fecA). 
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A la colònia blava (4) es va amplificar el fragment de 1909 bp que indicava que no 

hi havia hagut edició, mentre que a la resta de colònies blanques no es va 

amplificar cap fragment. Aquests resultats no-conclusius suggerien que hi havia 

hagut re-ordenaments en el lloc del DSB permeten circularitzar el cromosoma 

sense haver-hi l’edició desitjada per recombinació homòloga. 

Per últim, es van generar noves cèl·lules competents E. coli BL21 (DE3) pCas per 

realitzar l’edició de SAG2-GRA2 al locus ybbD, i també cèl·lules competents a 

partir de les soques editades amb GRA2ΔcadA per realitzar una segona edició, 

amb SAG2ΔlacZ, a la mateixa soca (Figura 45 i Figura 46). A tots dos lots de 

cèl·lules competents es va obtenir una competència similar a les anteriors. 

Figura 44. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició SAG2-GRA2ΔlacZ per 
colony PCR (2). Es van analitzar cinc colònies, quatre blanques en el cribratge blau – blanc 
(1, 2, 3 i 5) i una blava (4). A totes les colònies es va amplificar el control positiu (a) però 
només a una, la 4, es va amplificar el fragment indicador de no-edició. a) Primers del 
control positiu (fecA_FW_300/P2_fecA). b) Primers lacZ_FW_e/lacZ_RV_e. 
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La co-transformació del SAG2-GRA2ΔybbD i el pTarget-ybbD generava un número 

baix de colònies a la placa de kanamicina i ampicil·lina, un problema també 

constant a la resta d’experiments d’edició, i a més no va generar cap colònia 

editada. 

Figura 45. Anàlisi en gel d’agarosa de l’amplificació de l’edició SAG2-GRA2ΔybbD per 
colony PCR. Es van analitzar nou colònies. A totes es va amplificar el control positiu (b) 
però a cap colònia es va amplificar el fragment indicador d’edició. a) Primers indicadors 
d’edició (colonyPCR_ybbD/pET28_cassette_RV). b) Primers del control positiu 
(fecA_FW_300/P2_fecA). 



107 
 
 

 

 

 

Pel que fa a la segona edició, es va co-transformar el SAG2ΔlacZ i el pTraget-lacZ 

en cèl·lules competents que ja tenien l’edició de GRA2ΔcadA en el seu genoma, 

sense èxit en l’edició, tal com es mostra en una colònia representativa a la Figura 

46. 

4.3.2.2 Establiment d’un nou protocol de cèl·lules competents 

L’ús de l’electroporació com a mètode de generació de cèl·lules competents i de 

co-transformació dels elements d’edició podia haver augmentat la freqüència de 

transformació de les cèl·lules i, conseqüentment, l’eficiència d’edició (Jiang et al., 

2013, 2015; Li et al., 2015; Zerbini et al., 2017). Però la no-disponibilitat i el cost 

d’un nou equipament dificultava el seva utilització. De manera que es va plantejar 

el canvi de protocol químic de cèl·lules competents com a conseqüència de les 

competències baixes obtingudes fins aquest punt. 

En el primer pas del protocol de cèl·lules competents pels experiments d’edició 

s’havia de fer créixer una colònia individual d’E. coli BL21 (DE3) pCas en un pre-

cultiu O/N i posteriorment en un cultiu per induir les recombinases λ-Red amb L-

Figura 46. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició SAG2ΔlacZ en cèl·lules 
GRA2ΔcadA per colony PCR. Es va analitzar una colònia positiva pels controls positius (b 
i d) i l’edició prèvia (c), però no amplificava el fragment indicador de la nova edició (a). a) 
Primers indicadors d’edició (colonyPCR_lacZ/pET28_cassette_RV). b) Primers del control 
positiu (fecA_FW_300/P2_fecA). c) Primers indicadors d’edició 
(colonyPCR_cadA/pET28_cassette_RV). b) Primers del control positiu 
(ompA_FW_300/P2_ompA). 
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arabinosa. L’ús de medi SOC en aquests cultius podia reprimir el promotor pBAD, 

induïble amb L-arabinosa, degut a la presència de glucosa en aquest (Guzman et 

al., 1995). Per resoldre-ho, es va utilitzar medi SOB tant en la generació de cèl·lules 

competents com en les co-transformacions de pTarget i DNA donador. 

El moment d’inducció del sistema λ-Red es va canviar d’una Abs600 de 0,3 – 0,4 a 

una Abs600 de 0,2 – 0,3, i el moment d’aturar el creixement per iniciar el protocol 

químic de cèl·lules competents es va canviar d’una Abs600 de 0,6 a 0,45, 

assegurant així la inducció en fase exponencial i evitant la fase estacionària, que 

genera cèl·lules menys competents. 

A més d’això, davant la possibilitat que les baixes eficiències d’edició fossin 

conseqüència de l’absència de recombinació homòloga per reparar el tall en el 

genoma, la quantitat de L-arabinosa que s’afegia per la inducció, 10 mM, es va 

augmentar fins a 100 mM. 

Un cop es recollien els bacteris per centrifugació a 1600xg durant 10 min i a 4 ˚C, 

es feien dos rentats amb una solució de CaCl2 60 mM i finalment un tercer rentat 

amb una solució de CaCl2 60 mM i 15 % de glicerol. Per optimitzar l’efecte de la 

concentració de CaCl2, es van avaluar tres concentracions majors, 100 mM, 150 

mM i 200 mM, obtenint l’eficiència de transformació més alta amb 150 mM de 

CaCl2 (Figura 47). 



109 
 
 

 

 

 

4.3.2.3 Modificacions a les edicions i nou locus panD 

Es van realitzar diverses modificacions en els experiments d’edició amb l’objectiu 

de generar una soca editada amb l’antigen quimèric SAG2-GRA2 i una soca 

editada amb una còpia de l’antigen SAG2 i una còpia de l’antigen GRA2. 

Els canvis que es van introduir requerien la generació d’un nou pTarget dirigit a 

panD, l’ampliació de la llargada dels braços d’homologia flanquejants dels 

cassettes i l’increment de la quantitat de pTarget i DNA donador seguint la 

metodologia publicada per Sun et al. (2019). 

Amb el nou locus panD es va utilitzar la mateixa guia RNA que es va fer servir a 

l’article citat (GATATCTGGAATGTCACCAA), les coordenades de tall del qual eren 

149347 (CP001509.3). Per generar aquest nou pTarget-panD amb 20 nt coneguts, 

es va seguir la mateixa estratègia que a l’apartat 4.3.1.1. 

Figura 47. Eficiència de transformació d'E. coli BL21 (DE3) pCas amb diferents 
concentracions de CaCl2 en el protocol de cèl·lules competents. Es van comparar les 
eficiències de transformació de tres lots de cèl·lules E. coli BL21 (DE3) pCas 
transformades amb pBluescript, la diferència entre lots era la concentració de CaCl2 
usada durant el protocol de generació de cèl·lules competents (100, 150 i 200 mM). Les 
dades corresponen a la mitjana ± la desviació estàndard. 
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També es va seguir la mateixa estratègia explicada a l’apartat 4.3.1.2 per la 

generació de nous braços d’homologia de 1000 bp per cadA, fecA, lacZ, ompA, 

ybbD i panD. Per tant, es van dissenyar nous primers per la seva amplificació via 

overlap PCR (panD_FW_1000/panD_RV_1000, i els equivalents per la resta de 

gens). 

 

A la Figura 48 es pot observar l’amplificació dels elements necessaris per generar 

els DNA donadors dirigits al nou locus panD. 

Per últim, es van incrementar considerablement les quantitats de pTarget i DNA 

donador que s’utilitzaven en els experiments d’edició, passant de 100 ng a 1000 

ng en el cas del pTarget, i de 400 ng a 1500 ng en el cas del DNA donador. Per 

poder produir aquestes quantitats del plasmidi, es van realitzar purificacions de 

cultius de 250 mL amb el kit NZYMaxiprep, i, pels DNA donadors, es va realitzar 

un número major de reaccions d’amplificació per overlap PCR. 

Figura 48. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació dels cassettes SAG2, GRA2 i SAG2-
GRA2 amb seqüències de solapament amb panD, i dels braços d'homologia de panD. a) 
Els tres cassettes amb regions de solapament amb panD es van generar per PCR amb els 
pET28a com a motlle. b) Les seqüències dels braços d’homologia upstream i downstream 
de panD es van amplificar per PCR usant DNA genòmic com a motlle. Carril 1a: cassette 
SAG2. Carril 2a: cassette GRA2. Carril 3a: cassette SAG2-GRA2. Carril 1b: braç 
d’homologia upstream de panD. Carril 2b: braç d’homologia downstream de panD. 
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Amb totes aquestes millores es va aconseguir l’edició tant de l’antigen quimèric 

SAG2-GRA2 a panD com la segona edició de GRA2 a panD a una soca editada 

prèviament amb SAG2ΔlacZ (Figura 49 i Figura 50). 

 

Figura 49. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició SAG2-GRA2ΔpanD per 
colony PCR. Es van analitzar vuit colònies amb els primers indicadors d’edició a (imatge 
superior). A totes es va amplificar el control positiu (dades no mostrades) i a les colònies 
3 i 8 es va amplificar el fragment indicador d’edició. A la imatge inferior es confirmen les 
edicions de les colònies 3 i 8 amb noves parelles de primers. a) Primers indicadors d’edició 
(colonyPCR_panD/T7_terminal_RV). b) Primers indicadors d’edició 
(colonyPCR_panD/sag2_RV). c) Primers indicadors de cassette 
(T7_promoter_FW/T7_terminal_RV). d) Primers indicadors de cassette 
(P1_panD/P4_panD). 
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Tal com s’havia fet anteriorment, els productes de PCR que indicaven les edicions 

es van seqüenciar per seqüenciació de Sanger amb resultats positius (Figura S9 i 

Figura S10 de l’Annex). 

Per dur a terme la segona edició en una soca ja editada prèviament, es va fer el 

curing del plasmidi pTarget-lacZ. Per fer-ho es va fer créixer una colònia individual 

de la soca editada amb SAG2ΔlacZ en presència d’IPTG 1 mM i només l’antibiòtic 

kanamicina pel manteniment del pCas. L’IPTG induïa l’expressió d’un sgRNA que 

es trobava al pCas i que anava dirigit a trencar el pTarget, tal com s’ha introduït 

en l’apartat 1.2.3. 

Malgrat l’establiment de les soques editades amb SAG2-GRA2ΔpanD i la doble 

editada amb SAG2ΔlacZ i GRA2ΔpanD, diverses repeticions d’aquests experiments 

no van resultar en colònies editades, assolint una eficiència d’edició màxima del 

57 %. 

El conjunt d’edicions generades en aquesta tesi es troben a la Taula 19: 

Figura 50. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'edició GRA2ΔpanD en una soca 
editada amb SAG2ΔlacZ per colony PCR. Es van analitzar quatre colònies. A una colònia 
es va amplificar el control positiu, en aquest cas l’edició de SAG2ΔlacZ (4), i en aquesta 
mateixa colònia es va amplificar el fragment indicador de l’edició GRA2ΔpanD. a) Primers 
indicadors del control positiu i indicadors de l’edició SAG2ΔlacZ 
(colonyPCR_lacZ/pET28_cassette_RV). b) Primers indicadors de l’edició GRA2ΔpanD 
(colonyPCR_panD/T7_terminal_RV). 
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Taula 19. Resum de les edicions generades a la soca E. coli BL21 (DE3). 

Soques E. coli BL21 (DE3) editades 

SAG2ΔlacZ 
GRA2ΔcadA 
GRA2ΔfecA 

SAG2-GRA2ΔpanD 
SAG2ΔlacZ 

GRA2ΔpanD 

 

4.3.2.4 Transformació amb pTarget-Ø 

Després de descartar problemes de sensibilitat a l’espectinomicina, de quantitat 

de DNA donador, de competència de les cèl·lules i de longitud dels braços 

d’homologia, la baixa eficiència d’edició respecte altres estudis similars podia ser 

deguda a la baixa activitat de les recombinases λ-Red o de la Cas9. 

Malgrat no poder-se verificar directament l’expressió d’aquestes proteïnes, es va 

incrementar la concentració d’arabinosa per una banda (apartat 4.3.2.2) i es va 

examinar l’eficiència de tall de la Cas9 mitjançant la transformació d’un pTarget 

sense guia RNA, és a dir, un pTarget-Ø. 

Primer es va generar el pTarget-Ø mitjançant una digestió enzimàtica del pTarget-

lacZ amb AvrII i XbaI que eliminava 127 bp on es trobaven els 20 nt i el gRNA 

scaffold. A més, aquests enzims permeten la lligació posterior entre sí. 

Posteriorment, aquest plasmidi resultant es va transformar en cèl·lules 

competents E. coli Top10, i per últim, es va verificar la mida del plasmidi pTarget-

Ø respecte a la del pTarget-lacZ mitjançant una digestió amb l’enzim XhoI (Figura 

51). 
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Seguint el que s’havia fet amb altres plasmidis, la seqüència del pTarget-Ø es va 

verificar per seqüenciació de Sanger (Figura S11 de l’Annex). 

Finalment es va comparar l’eficiència de transformació dels pTarget que dirigien 

als loci cadA, fecA, lacZ, ompA, ybbD i panD amb l’eficiència de transformació del 

pTarget-Ø a la soca E. coli BL21 (DE3) pCas. 

A les plaques de les cèl·lules transformades amb els pTarget amb sgRNA hi van 

créixer molt poques colònies, entre 101 – 102 ufc/µg. Mentre que les cèl·lules 

transformades amb el plasmidi pTarget-Ø van donar lloc al creixement 

d’aproximadament 105 ufc/µg, evidenciant així que l’activitat de la Cas9 era alta. 

4.3.3 CURING DELS PLASMIDIS PTARGET – PCAS I ESTABILITAT DE L’EDICIÓ 

Un cop es van generar totes les soques editades, es va dur a terme el curing dels 

pTarget i els pCas que es trobaven a l’interior de les cèl·lules. Com s’ha descrit 

abans, el pCas incloïa una seqüència de sgRNA dirigida al pTarget l’expressió de la 

qual estava sota control del promotor lac. El pCas, per altra banda, contenia 

l’origen de replicació repA101 sensible a temperatura. 

Figura 51. Anàlisi en gel d’agarosa de la digestió enzimàtica dels plasmidis pTarget-lacZ 
i pTarget-Ø. La digestió amb els enzims ArvII i XbaI, i la seva re-lligació posterior va donar 
com a resultat  el pTarget-Ø. La digestió amb l’enzim XhoI mostrava la diferència de mida 
entre plasmidis. Carril 1: pTarget-lacZ. Carril 2: pTarget-Ø. 
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Es van fer créixer els clons positius d’edició en medi LB sense antibiòtics 

suplementat amb 1 mM d’IPTG, a 37 ˚C i 200 rpm O/N. Després d’aquest primer 

cultiu, es va examinar el creixement dels bacteris en plaques de LB agar amb 

kanamicina i plaques LB agar amb ampicil·lina. Totes les soques eren sensibles a 

ampicil·lina, però hi havia creixement d’aproximadament 100 colònies resistents 

a kanamicina. Es van realitzar dos sub-cultius successius del primer en medi sense 

antibiòtic i a 40 ˚C, i el creixement de colònies resistents a kanamicina es va reduir 

a 10 – 20. Per seleccionar una colònia individual lliure de pCas es va fer una estria 

en una placa rèplica LB agar sense kanamicina a partir de l’últim sub-cultiu i es van 

aïllar diverses colònies per comprovar-ne la seva sensibilitat a kanamicina. 

A més del curing, es va avaluar l’estabilitat en el temps d’aquestes edicions en el 

cromosoma d’E. coli mitjançant el creixement de quatre cultius O/N consecutius 

a 37 ̊ C en absència d’antibiòtics. Posteriorment, es van plaquejar en LB agar sense 

antibiòtics per aïllar-ne deu colònies i analitzar-les per colony PCR amb els primers 

indicadors d’edició corresponents (Figura 52). 

 

Com es mostra a la Figura 52, es va amplificar el fragment de 2,5 kb indicador de 

l’edició SAG2-GRA2ΔpanD, que va des d’una regió del genoma no modificada fins 

al cassette, en totes les colònies excepte en el control negatiu.  

Figura 52. Anàlisi en gel d’agarosa de l'amplificació de l'estabilitat de l'edició SAG2-
GRA2ΔpanD per colony PCR. Es van analitzar 10 colònies de la soca editada amb SAG2-
GRA2ΔpanD després de cinc creixements O/N sense antibiòtics a 37 ˚C amb els primers 
indicadors d’edició (colonyPCR_panD/T7_terminal_RV). La colònia 11 correspon a la soca 
E. coli BL21 (DE3) no-editada (control negatiu). 
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4.4 PRODUCCIÓ DE PROTEÏNA RECOMBINANT EN SOQUES EDITADES 

GENÈTICAMENT 

Les soques editades genèticament es van utilitzar per la producció d’antígens 

recombinants de T. gondii comparant els nivells de producció amb els de les 

soques transformades amb plasmidi. 

4.4.1 DIFERÈNCIES EN LA PRODUCCIÓ DE BIOMASSA I DE PROTEÏNA RECOMBINANT 

ENTRE SOQUES 

Seguint els procediments realitzats amb les soques transformades amb el plasmidi 

pET28a (apartat 4.2), es van fer créixer cultius de les soques editades en flascons 

de 500 mL amb medi LB, SOB i SOC (Figura 53). 

 

A la Figura 53 es mostra l’expressió de les proteïnes de la soca E. coli BL21 (DE3) 

SAG2ΔlacZ amb resultats representatius per la resta de soques editades. Tal com 

Figura 53. Anàlisi en SDS-PAGE de la producció de l’antigen SAG2 a la soca E. coli BL21 
(DE3) SAG2ΔlacZ. Es va cultivar la soca editada amb SAG2ΔlacZ en tres medis diferents, 
LB, SOB i SOC, sent aquest últim el que mostrava una expressió més visible (6). Carril 1: 
no induït en LB. Carril 2: 16 h en IPTG en LB. Carril 3: no induït en SOB. Carril 4: 16 h en 
IPTG en SOB. Carril 5: no induït en SOC. Carril 6: 16 h en IPTG en SOC. 
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s’havia vist amb la soca transformada amb pET28a-SAG2, en medi SOC es pot 

veure un millor nivell de l’expressió del cassette codificant per l’antigen. 

També es van avaluar tres temperatures de creixement post-inducció diferents, 

25 ˚C, 30 ˚C i 37 ˚C, i es van comparar els nivells d’expressió de les soques E. coli 

BL21 (DE3) SAG2ΔlacZ i E. coli BL21 (DE3) pET28a-SAG2 (Figura 54). 

 

Els nivells d’expressió de la soca editada mostrats a la Figura 54 són representatius 

de la resta de soques editades. Es pot observar una diferència clara entre 

l’expressió proteica d’una còpia del cassette d’interès en el genoma (SAG2ΔlacZ) 

i moltes còpies del cassette d’interès en els plasmidis pET28a-SAG2. A diferència 

del que s’havia publicat prèviament (Englaender et al., 2017), no es van observar 

diferències entre els loci (cadA, fecA, lacZ i panD), obtenint nivells d’expressió 

similars per tots ells. 

Per altra banda, es van observar diferències en la quantitat de biomassa que 

generaven les soques transformades amb plasmidi i les soques editades 

Figura 54. Anàlisi en SDS-PAGE de la producció de l'antigen SAG2 a les soques E. coli 
BL21 (DE3) SAG2ΔlacZ i E. coli BL21 (DE3) pET28a-SAG2. Es va cultivar la soca editada 
amb SAG2ΔlacZ (a) i la soca transformada amb pET28a-SAG2 (b) en tres temperatures 
diferents, 25 ˚C, 30 ˚C i 37 ˚C. Es van prendre mostres a les 4 h i a les 16 h. Carrils 1a i 1b: 
no induïts. Carrils 2a i 2b: 4 h en IPTG a 25 ˚C. Carrils 3a i 3b: 4 h en IPTG a 30 ˚C. Carrils 
4a i 4b: 4 h en IPTG a 37 ˚C. Carrils 5a i 5b: 16 h en IPTG a 25 ˚C. Carrils 6a i 6b: 16 h en 
IPTG a 30 ˚C. Carrils 7a i 7b: 16 h en IPTG a 37 ˚C. 
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genèticament. Aquesta diferència es va verificar mesurant la Abs600, el pes humit 

cel·lular i el pes sec cel·lular (apartat 3.2.19) a les 4 h i a les 16 h de cultiu de les 

soques E. coli BL21 (DE3) pET28a-SAG2 i E. coli BL21 (DE3) SAG2ΔlacZ. A més, a 

partir d’aquestes dades es pot estimar el número de cèl·lules per mL d’E. coli BL21 

(DE3) ja que, com a regla general, una Abs600 d’1 correspon aproximadament a 8 

x 108 cèl·lules/mL (Taula 20). 

Taula 20. Dades d’Abs600, pes humit cel·lular i pes sec cel·lular a les 4 h i a les 16 h de 
cultiu de la soca transformada amb pET28a-SAG2 i de la soca editada SAG2ΔlacZ. 

E. coli BL21 (DE3) Temps (h) Abs600 
Pes humit 

(g/L) 
Pes sec 

(g/L) 
Cèl·lules/mL 

pET28a-SAG2 
4 2,71 1,012 0,209 2,17 x 109 

16 3,54 1,064 0,224 2,83 x 109 

SAG2ΔlacZ 
4 3,77 1,1 0,25 3,02 x 109 

16 4,79 1,196 0,264 3,82 x 109 

 

Com es pot veure a la Taula 20, en les condicions de cultiu que es van utilitzar hi 

havia un major creixement cel·lular de les soques editades comparades amb les 

cèl·lules transformades amb plasmidi segurament degut a la menor càrrega 

metabòlica. 

4.4.2 PURIFICACIÓ PROTEICA I QUANTIFICACIÓ 

Després de la disrupció cel·lular, es va dur a terme la purificació dels antígens en 

condicions natives per cromatografia d’afinitat amb la resina de Qiagen Ni-NTA 

utilitzant els cultius de les soques editades amb SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA, 

GRA2ΔfecA, SAG2-GRA2ΔpanD i la doble editada amb SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD 

(Figura 55). 
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La concentració de proteïna de les diferents mostres es va mesurar utilitzant 

l’assaig de proteïnes Bradford amb la proteïna BSA com a estàndard i es va calcular 

la productivitat volumètrica dels cultius amb dades d’un experiment 

representatiu (Taula 21). 

 

 

Figura 55. Anàlisi en SDS-PAGE de la purificació de les proteïnes SAG2, GRA2 i SAG2-
GRA2 a partir de les soques editades amb SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA, GRA2ΔfecA, SAG2-
GRA2ΔpanD i SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD. Fases de purificació proteica a partir de les 
soques editades amb SAG2ΔlacZ (a), SAG2-GRA2ΔpanD (b), GRA2ΔcadA (c), GRA2ΔfecA 
(d) i SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD (e). Carrils 1: extracte total de cèl·lules cultivades 16 h en 
IPTG. Carrils 2: fracció soluble. Carrils 3: extracte de proteïnes no unides a la columna. 
Carrils 4: extracte de proteïnes rentades de la columna. Carrils 5: extracte de proteïnes 
eluïdes de la columna. Carrils 6: extracte de proteïnes precipitades amb les esferes 
d’agarosa. 
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Taula 21. Productivitats volumètriques de les soques editades amb SAG2ΔlacZ, 
GRA2ΔcadA, GRA2ΔfecA, SAG2-GRA2ΔpanD i la doble editada amb SAG2ΔlacZ – 
GRA2ΔpanD. 

Soca editada 
Productivitat volumètrica 

en flascó (mg/L·h) 

SAG2ΔlacZ 0,1 
GRA2ΔcadA 0,04 
GRA2ΔfecA 0,04 

SAG2-GRA2ΔpanD 0,06 
SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD  0,08 

 

Davant la dificultat de veure les proteïnes recombinants pures en el gel  com a 

conseqüència de la baixa expressió (Figura 55), es van realitzar dues 

immunodeteccions per Western blot amb un anticòs anti-His revelades amb 

peroxidasa (apartat 3.1.19). Primer, utilitzant els extractes totals dels cultius de 

les soques editades SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA i SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD després 

de 16 h en IPTG (Figura 56), i després, utilitzant les proteïnes pures produïdes per 

les soques editades amb SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA, GRA2ΔfecA, SAG2ΔlacZ – 

GRA2ΔpanD i SAG2-GRA2ΔpanD (Figura 57). 
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Com es mostra a la Figura 57, els cinc clons editats estaven produint els antígens 

de T. gondii amb èxit. Tot i que, sota les condicions de creixement estudiades en 

aquesta tesi, el rendiment productiu d’aquestes soques era inferior al de les 

soques transformades amb el plasmidi pET28a. 

Figura 56. Anàlisi per Western blot dels antígens produïts per les soques SAG2ΔlacZ, 
GRA2ΔcadA i SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD. Els cultius de bacteris amb SAG2ΔlacZ (carrils 1 
i 4), GRA2ΔcadA (carrils 2 i 5) i SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD (carrils 3 i 6) es van utilitzar per 
immunodetectar proteïnes amb la cua d’histidines 6xHis. Carrils 1, 2 i 3: no induït. Carrils 
4, 5 i 6: 16 h en IPTG. 

Figura 57. Anàlisi per Western blot dels antígens purs produïts per les soques 
SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA, GRA2ΔfecA, SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD i SAG2-GRA2ΔpanD. Els 
extractes de proteïnes eluïdes de la columna de purificació es van utilitzar per 
immunodetectar proteïnes amb la cua d’histidines 6xHis. Carril 1: SAG2ΔlacZ. Carril 2: 
GRA2ΔcadA. Carril 3: GRA2ΔfecA. Carril 4: SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD. Carril 5: SAG2-
GRA2ΔpanD. 
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4.5 FUNCIONALITAT DELS ANTÍGENS RECOMBINANTS 

El disseny del sistema de producció de proteïnes recombinants tenia un objectiu 

comercial per Spinreact S.A.U. ja que aquests antígens de T. gondii havien de ser 

la matèria primera per un immunoassaig serològic. Més concretament, hi havia 

dues opcions de desenvolupament d’un reactiu pel serodiagnòstic de la 

toxoplasmosi, un test d’aglutinació en làtex (LAT) que discriminés pacients 

positius i negatius per turbidimetria o un test basat en un immunoassaig enzimàtic 

(ELISA). 

Tenint aquestes premisses en consideració, es va estudiar la funcionalitat de les 

proteïnes recombinants SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2 en assaigs preliminars de LAT i 

ELISA. 

4.5.1 TEST D’AGLUTINACIÓ EN LÀTEX PER TURBIDIMETRIA 

El principi de l’aglutinació en làtex es basa en microesferes de poliestirè de 50 – 

300 nm de diàmetre que en solució aquosa es poden sensibilitzar amb antígens o 

anticossos específics per determinats analits. Una mostra que contingui l’analit en 

qüestió es barreja amb la suspensió i les esferes de làtex floculen com a 

conseqüència de la unió antigen – anticòs. 

Com que l’aglutinació en làtex pot veure’s a ull nu, es podia haver verificat la 

funcionalitat dels antígens qualitativament, però en aquest cas es volia 

desenvolupar un immunoassaig quantitatiu per turbidimetria, tal com s’ha 

introduït a l’apartat 1.1.3, per tant es va avaluar la funcionalitat dels antígens 

SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2 mitjançant aquest mètode quantitatiu. A més, la 

immunoturbidimetria permet llegir la turbiditat, la pèrdua de llum que passa a 

través de la mostra, per sota del rang visible dels 380 – 740 nm, la qual cosa 
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contribueix a tenir més sensibilitat en la detecció de l’analit, en aquest cas, 

anticossos anti-Toxoplasma. 

La concentració de l’analit és inversament proporcional a la senyal de llum 

transmesa, per tant es podia detectar la resposta dels antígens recombinants en 

funció del nivell d’anticossos anti-Toxoplasma expressat en unitats internacionals 

de Toxoplasma per mL (UI/mL). El límit de sensibilitat analítica  del reactiu a partir 

del qual els antígens havien de detectar mostres positives, és a dir, el cut-off 

positiu, estava determinat en 3 – 7 UI/mL segons el 3er Estàndard Internacional 

de la OMS (Hansen et al., 1994). D’aquesta manera, totes les mostres de pacients 

amb una titulació major a 7 UI/mL havien de donar senyal positiva amb els 

antígens recombinants. 

Per realitzar un estudi preliminar de la funcionalitat dels antígens de T. gondii, es 

va utilitzar un sèrum de cabra immunitzada amb el lisat d’antígens de Toxoplasma, 

prèviament caracteritzat amb el kit Toxo-Latex de Spinreact S.A.U. i diluït fins a 

obtenir 50, 200 i 1000 UI/mL d’anticossos de Toxoplasma. Es va treballar amb 

altes concentracions d’anticossos per mantenir una relació proporcional directa 

entre la floculació i la concentració d’antigen, buscant així la zona d’equivalència 

òptima per la precipitació i evitant la post-zona on la proporcionalitat s’inverteix 

(Figura 58; Heidelberger i Kendall, 1935). 
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Per dur a terme la sensibilització del làtex, és a dir, per poder recobrir les esferes 

de làtex per que aquestes fossin portadores passives d’antígens solubles, es va 

provar tant l’adsorció passiva com la unió covalent. 

Inicialment calia escollir la mida del làtex per una reactivitat òptima. Les esferes 

amb mides grans sovint generen un valor de blanc alt i, posteriorment, la 

sensibilitat és menor quan es mesura l’absorbància corresponent al complex 

antigen – anticòs. Per altra banda, les esferes de poc diàmetre augmenten la 

superfície reactiva, per tant es necessita més quantitat d’antigen pel seu 

revestiment, incrementant el cost de l’assaig. A més, les partícules massa petites 

requereixen formar més agregats per produir una senyal prou mesurable. Per 

aquestes raons es va treballar amb partícules de làtex de 300 nm de diàmetre. 

Es va realitzar el revestiment mitjançant tant adsorció passiva com unió covalent 

(apartat 3.2.21). Les concentracions de SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2, obtingudes en 

les purificacions realitzades, eren adequades per poder tenir una concentració 

Figura 58. Corba de la reacció d'immunoprecipitació descrita per Heidelberger i 
Kendall. A concentració constant d’anticossos, la precipitació augmenta 
proporcionalment a la quantitat d’antigen fins arribar a la zona d’equivalència on es 
formen grans agregats. Posteriorment, a la post-zona, s’inverteix la proporcionalitat i la 
senyal mesurada és equívocament baixa (Dai i Hansson, 2020). 
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inicial baixa d’entre 0,3 – 0,9 mg/mL, la qual cosa afavoria la reacció d’aglutinació 

(Peretti et al., 2016). Amb l’Abs340 es podien detectar dímers i no era necessari 

obtenir grans agregats de complexos antigen – anticòs, per tant no calia ajustar la 

concentració d’antigen en aquest punt. 

L’assaig immunoturbidimètric automatitzat de làtex es va dur a terme a l’equip 

SpinTech 240 (apartat 3.2.21). A les cubetes de reacció es van introduir entre 50 

– 250 µL de les mostres de sèrum (S) de cabra de 50, 200 i 1000 UI/mL d’anticossos 

de Toxoplasma, conjuntament amb un blanc (B) de solució salina (9 g/L NaCl). 

Seguidament es van afegir entre 50 – 250 µL de TBS amb 0,2 % de HEC com a 

tampó reactiu (R1). Finalment es van introduir entre 100 – 150 µL del reactiu de 

làtex 0,1 % sensibilitzat amb antigen (R2) i es va agitar a temperatura ambient. 

Així s’iniciava la reacció, que comportava la mesura de l’Abs340 als 20 s i als 5 – 10 

min (Figura 59). 

 

La lectura de dos punts respecte a un blanc per turbidimetria es va dur a terme 

en el mateix equip SpinTech 240. Amb els protocols optimitzats d’adsorció passiva 

Figura 59. Esquema de l'assaig immunoturbidimètric automatitzat de làtex. 
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i d’unió covalent es van recollir els resultats de  la resposta turbidimètrica per 

avaluar la funcionalitat dels antígens SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2 (Taula 22 i 23). 

Taula 22. Resultats de l'assaig immunoturbidimètric de làtex amb protocol d’adsorció 
passiva. 

Antigen 
Titulació del sèrum de 

cabra (UI/mL) 
Resposta turbidimètrica 

(mAbs) 

SAG2 

0 0 ± 1,3 

50 3,6 ± 1,1 

200 23 ± 3,7 

1000 443,6 ± 16,1 

GRA2 

0 0 ± 0,8 

50 2,9 ± 0,8 

200 15,3 ± 2,1 

1000 398,2 ± 23,8 

SAG2-GRA2 

0 0 ± 0,7 
50 3,9 ± 1,2 

200 44,4 ± 3,2 
1000 410,7 ± 25,7 

 

Taula 23. Resultats de l'assaig immunoturbidimètric de làtex amb protocol d'unió 
covalent. 

Antigen 
Titulació del sèrum de 

cabra (UI/mL) 
Resposta turbidimètrica 

(mAbs) 

SAG2 

0 0 ± 0,6 

50 2,3 ± 0,9 

200 98,7 ± 7,3 

1000 418,3 ± 16,4 

GRA2 

0 0 ± 0,7 

50 3 ± 0,5 

200 100,2 ± 7,2 

1000 423 ± 14,8 

SAG2-GRA2 

0 0 ± 0,6 
50 4,8 ± 1 

200 155,2 ± 6,2 
1000 599,8 ± 14,1 
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Aquests experiments es van realitzar per triplicat i les dades que es mostren són 

les mitjanes amb les desviacions estàndard respectives. L’augment de la senyal a 

mesura que s’incrementava la concentració d’anticossos a la preparació indicava 

que no hi havia post-zona i, per tant, s’estava mantenint la proporcionalitat. 

Els antígens SAG2 i GRA2 van mostrar una senyal menor, utilitzant tant l’adsorció 

passiva com la unió covalent, comparats amb la proteïna quimèrica SAG2-GRA2, 

que va obtenir una senyal màxima de 599,8 ± 14,1 mAbs amb el sèrum de 1000 

UI/mL i el protocol d’unió covalent. Tot i així, el fet d’obtenir senyals de resposta 

generalment baixes i poc repetitives dificultava la interpretació dels resultats i la 

comparativa entre els antígens SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2. A més, per dur a terme 

els experiments amb làtex, es requeria una quantitat de proteïna massa alta per 

produir a escala de laboratori. Per aquestes raons es va optar per avaluar la seva 

funcionalitat amb test ELISA. 

4.5.2 TEST ELISA 

Per poder re-avaluar la funcionalitat dels antígens recombinants SAG2, GRA2 i 

SAG2-GRA2 es van utilitzar els immunoassaigs enzimàtics ELISA, que presenten 

una sensibilitat i una estabilitat més altes que l’immunoturbidimetria de làtex. 

L’ELISA es basa en la unió d’antígens o anticossos a la superfície de poliestirè de 

les plaques de 96 pous (Taula 2) en presència de 0,1 M de carbonat-bicarbonat a 

pH 9,6. Després d’un passos de bloqueig i rentats, amb el contacte de les mostres 

es produeix el complex antigen – anticòs, que es pot detectar amb un anticòs 

secundari conjugat a un enzim marcador, o com en aquest cas, amb proteïna A 

conjugada a peroxidasa (apartat 3.2.22). 

A diferència de l’anàlisi d’aglutinació en làtex, a més del sèrum de cabra de 200 

UI/mL, també es van avaluar dos pools de deu mostres de sèrum humà cadascun 
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(apartat 3.1.19), un amb deu mostres positives i l’altre amb deu mostres negatives 

determinades amb el kit Toxo-Latex de Spinreact S.A.U. 

Les proteïnes SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2 van mostrar una reactivitat específica amb 

les mostres d’individus que havien estat exposats al paràsit T. gondii, i també al 

sèrum de cabra positiu, en comparació amb les mostres dels individus negatius 

per la toxoplasmosi. En el cas del sèrum de cabra, la suma dels dos antígens per 

separat, SAG2 + GRA2, va mostrar una reactivitat lleugerament més alta que la de 

SAG2, mentre que la proteïna quimèrica SAG2-GRA2, que també conté els epítops 

d’aquests dos antígens, va obtenir una resposta clarament més alta que SAG2 + 

GRA2. No hi havia grans diferències entre proteïnes en el pool de deu sèrums 

positius (Figura 60). 

 

  

Figura 60. Test ELISA de la funcionalitat dels antígens SAG2, GRA2, SAG2 + GRA2 i SAG2-
GRA2. Els antígens recombinants es van immobilitzar en plaques de poliestirè i es van 
incubar amb els sèrums indicats. La senyal obtinguda es va normalitzar amb la senyal 
obtinguda de la proteïna GST produïda i purificada en E. coli. Les dades corresponen a la 
mitjana de deu repeticions amb les respectives desviacions estàndards. 
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5. DISCUSSIÓ 

5.1 GENERACIÓ DE SOQUES TRANSFORMADES AMB PLASMIDI 

La generació de soques transformades amb plasmidi va suposar primerament 

l’elecció de la factoria cel·lular, i més concretament de la soca, que en aquest cas 

va ser el bacteri E. coli BL21 (DE3). Existien diverses raons per aquesta tria, per 

una banda, el coneixement de la seva manipulació genètica és dels més avançats 

entre els organismes model i per la producció d’antígens de Toxoplasma és el 

sistema més utilitzat (Holec-Gasior, 2013; Ybañez et al., 2020). Per altra banda, la 

possibilitat del futur escalat de la producció havia de tenir el vistiplau de Toyobo 

Co., empresa matriu de Spinreact S.A.U., amb una divisió especialitzada en la 

producció d’enzims recombinants amb l’organisme E. coli BL21 (DE3). 

Conjuntament amb l’elecció de la soca bacteriana es va triar el vector pET28a (+), 

que permetia el control de l’expressió de la proteïna recombinant amb el 

promotor T7 induïble indirectament per IPTG, sent aquest un dels sistemes amb 

el nivell d’expressió més alt (Hayat et al., 2018). 

Pel que fa a la selecció dels antígens del paràsit T. gondii, es va fer una cerca 

bibliogràfica on s’ha de destacar la feina realitzada pel grup de recerca d’Holec-

Gasior en la seva revisió publicada al 2013. Es van triar dos antígens (SAG2 i GRA2) 

amb alta sensibilitat i especificitat, i amb la intenció de generar un antigen 

quimèric (SAG2-GRA2) que no s’havia generat mai, la funcionalitat del qual era 

desconeguda. 

Es van establir amb èxit les tres soques recombinants E. coli BL21 (DE3) 

transformades amb pET28a-SAG2, pET28a-GRA2 i pET28a-SAG2-GRA2, 

respectivament.  
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5.2 PRODUCCIÓ DE PROTEÏNA RECOMBINANT EN SOQUES 

TRANSFORMADES AMB PLASMIDI 

L’expressió dels antígens recombinants SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2 era adequada 

en els experiments amb les condicions inicials de cultiu. En canvi, després de la 

disrupció cel·lular via sonicació, es va observar que SAG2 i GRA2 eren solubles, 

mentre que l’antigen quimèric SAG2-GRA2 era majoritàriament insoluble. 

L’antigen natiu SAG2 tenia una alta solubilitat tal com s’havia demostrat en 

estudis previs utilitzant soques i vectors similars (Hiszczynska-Sawicka et al., 

2005), i l’antigen GRA2, concretament la proteïna codificada en la seqüencia 

utilitzada en aquesta tesi, corresponent a l’exó 2, havia mostrat una major 

solubilitat que la proteïna codificada en la seqüencia completa (Holec-Gasior et 

al., 2009; Ching et al., 2013). 

La purificació de les proteïnes quimèriques sempre és complexa, i en el cas de 

SAG2-GRA2 no va ser menys difícil ja que precipitava formant cossos d’inclusió 

probablement degut a que els fragments hidrofòbics d’un polipèptid a altes 

concentracions es troben disponibles per la interacció amb regions similars de 

l’altre polipèptid (Carrió i Villaverde, 2002). La fusió a una etiqueta de purificació 

com a potenciador de la solubilització no va funcionar amb la cua d’histidines. El 

canvi a glutatió-S-transferasa (GST) comportava, o bé un canvi de disseny genètic 

pels tres antígens, tenint en compte que la GST augmentava el pes molecular en 

20 kDa i que podia comprometre la producció dels antígens a més de tenir la 

necessitat d’afegir un pas d’eliminació d’aquest tag, o bé un procés de purificació 

diferenciat entre els antígens la qual cosa incrementava els costos de l’escalat 

(Waugh, 2005). 

Es va evitar l’ús de detergents no-iònics com el Tritó-X o el Tween ja que, segons 

la nova directiva europea EU 2020/439 sobre productes pel diagnòstic in vitro, es 



132 
 
 

 

 

controlarà per traçabilitat l’ús d’aquests detergents pels seus efectes en el medi 

ambient. Inicialment, es va estudiar la solubilització d’aquest antigen quimèric a 

posteriori impedint la formació dels agregats amb l’ús tant d’urea com 

d’hidroclorur de guanidina abans i durant el procés de purificació. 

Tenint en compte que la formació d’agregats podia ser deguda a la diferència de 

la taxa de traducció entre procariotes i eucariotes, deu vegades menor en aquests 

últims, i buscant la simplificació en el procés de purificació i la reducció de costos 

a l’escalat industrial, es va prioritzar la solubilització de SAG2-GRA2 via 

modificació de les condicions del cultiu. Aquestes modificacions requerien la 

reducció de la temperatura del cultiu fins a 16 °C – 20 °C, cosa que encaria la seva 

aplicació a escala de laboratori i a escala industrial. 

Tot i així, amb les millores introduïdes en el upstream, entre d’altres la reducció 

de temperatura post-inducció a 25 °C i la reducció de l’agitació post-inducció a 

200 rpm, la proteïna SAG2-GRA2 va passar a ser majoritàriament soluble. 

El canvi a un medi de cultiu amb glucosa com a font de carboni va permetre un 

major creixement pre-IPTG (Collins et al., 2013), arribant a la biomassa necessària 

per induir en 90 min. Pel que fa a la variació en la ràtio volum del cultiu/volum 

total, el canvi afavoria l’increment de la taxa de transferència d’oxigen, que té una 

influencia directa en el creixement (Losen et al., 2004), ja que la limitació d’oxigen 

dona lloc a l’expressió de més de dos-cents gens per ajustar la capacitat 

metabòlica de la cèl·lula a l’oxigen disponible (Unden et al., 1995). Amb aquestes 

modificacions es va augmentar l’expressió de tots tres antígens. 

Per últim, es va avaluar la producció d’un dels antígens, SAG2, a escala de 

bioreactor de 2 L. En aquesta fermentació es va utilitzar un medi de cultiu amb 

7,2 g/L de glucosa, el doble de la concentració inicial del medi SOC, i 

posteriorment es van re-introduir 7,2 g/L de glucosa en batch. Mantenint el pH i 
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el pO2 constant a 7 i 20 %, respectivament, i afegint antiescumant, es va obtenir 

una productivitat volumètrica 4 vegades major que la productivitat volumètrica 

en el flascó d’agitació. 

La comparació de nivells de productivitat amb altres estudis no es va poder dur a 

terme ja que no s’han publicat aquestes dades pels antígens de T. gondii. En tot 

cas, els resultats de productivitat volumètrica d’aquesta tesi suggereixen que hi 

ha molt marge de millora en la producció d’aquestes matèries primeres tant a 

escala pilot com a escala industrial.  
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5.3 GENERACIÓ DE SOQUES EDITADES GENÈTICAMENT 

La generació de soques editades genèticament, és a dir, amb la integració d’un 

DNA exògen al cromosoma d’E. coli, presenta diversos avantatges. A diferència 

del sistema tradicional d’expressió de proteïnes heteròlogues basat amb 

plasmidis, l’ús de soques productores lliures de plasmidi a escala industrial té el 

potencial d’estalviar costos d’antibiòtic de selecció (Englaender et al., 2017) i de 

reduir la presència d’antibiòtics en els residus i, per tant, en el medi ambient, la 

qual cosa pot donar lloc a l’augment de les resistències microbianes a antibiòtics 

sent aquesta una de les grans preocupacions de la salut global (Bush et al., 2011). 

A més, les soques lliures de plasmidi no pateixen la càrrega metabòlica pel 

manteniment dels plasmidis multicòpia, que suposa un problema a nivell 

transcripcional per l’optimització de la producció de proteïnes exògenes 

(Mairhofer et al., 2013; Wu et al., 2016). 

Utilitzant el sistema de dos plasmidis descrit per Jiang et al. (2015), es van 

modificar satisfactòriament els loci cadA, fecA, lacZ, ompA i panD per introduir 

per recombinació homòloga els cassettes d’expressió dels antígens de T. gondii 

SAG2, GRA2 i de l’antigen quimèric SAG2-GRA2. També es va establir amb èxit una 

soca doble editada als loci lacZ i panD amb SAG2 i GRA2, respectivament. Per 

verificar totes aquestes edicions es va amplificar per colony PCR un fragment que 

contenia la unió entre el DNA integrat i el genoma no modificat, i posteriorment 

es van seqüenciar els productes de PCR amb resultat satisfactori en tots els casos. 

D’aquesta manera es podia assegurar l’edició i la localització exacta en el 

cromosoma. 

Tot i haver establert les soques editades amb SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA, 

GRA2ΔfecA, SAG2-GRA2ΔpanD i SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD, durant els 

experiments d’edició van sorgir problemes, com ara l’aparició de colònies satèl·lit 
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amb resistència espontània a espectinomicina, la baixa competència de les 

cèl·lules E. coli BL21 (DE3) pCas, l’aparició de colònies knock-out per lacZ sense 

presència d’edició o la baixa eficiència d’edició. 

L’aparició de colònies satèl·lit amb resistència espontània a espectinomicina 

(Anderson, 1969; Mark et al., 1983; Johanson i Hughes, 1995) es va resoldre 

satisfactòriament després del canvi de l’espectinomicina per l’ampicil·lina. 

Pel que fa a la baixa competència de les E. coli BL21 (DE3) pCas, es va avançar el 

moment d’iniciar el protocol de competència a una Abs600 de 0,45 evitant la fase 

estacionaria que sovint genera menys competència. També es va avaluar 

l’impacte que tenia un augment de la concentració de CaCl2 en el protocol de 

competència, tal com va estudiar en paral·lel Sun et al. (2018). La freqüència de 

transformació va augmentar de 103 – 104 a l’ordre de 105 utilitzant 150 mM de 

CaCl2. 

Respecte a les colònies no-editades però blanques pel cribratge blau – blanc, 

tenint en compte que el mecanisme de reparació NHEJ no és gens eficient en E. 

coli (Dillingham i Kowalczykowski, 2008; Jiang et al., 2013; Jiang et al., 2015) i que 

la transformació amb pTarget es donava en excés de quantitat del DNA donador, 

s’esperaven unes eficiències més altes d’edició/reparació. 

Segons Jiang et al. (2015), la co-transformació del DNA donador i la guia RNA 

mitjançant el plasmidi pTargetF hauria d’assolir eficiències de deleció del 69 % i 

eficiències d’inserció genètica del 28 % utilitzant DNA donadors amb braços 

d’homologia de 400 bp. En aquesta tesi, depenent de l’experiment, es van arribar 

a assolir eficiències d’entre 11 – 57 %, però en molts dels experiments no es va 

obtenir cap cèl·lula editada correctament. 

Durant el desenvolupament d’aquesta tesi es van publicar alguns estudis 

descrivint grans delecions o re-agrupaments en el genoma després d’un DSB 
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sense saber-se el mecanisme exacte (Adikusuma et al., 2018; Lee i Kim, 2018). 

També es van publicar estudis millorant el sistema de dos plasmidis de Jiang et al. 

(2015), en alguns casos afegint les modificacions que també s’estaven realitzant 

en aquesta tesi. Fins i tot, l’any 2019, Sigma-Aldrich va treure al mercat el 

producte CAS9BAC1P per realitzar edicions en el genoma d’E. coli amb el sistema 

de dos plasmidis dirigits al locus lacZ, pel seu anàlisi posterior mitjançant el 

cribratge blau – blanc. 

Les dades obtingudes amb la transformació del pTarget-Ø indicaven que el tall 

DSB en el lloc desitjat del cromosoma s’estava donant de forma correcte i eficient, 

és a dir, que tant la Cas9 com la guia RNA estaven presents i eren funcionals a 

l’interior de les cèl·lules. Amb el disseny experimental s’estava forçant la co-

transformació d’una gran quantitat de DNA donador, amb la funció de reparar el 

genoma per recombinació homòloga alhora que introduïa el cassette d’expressió.  

Tot i així, es va seguir observant una molt baixa eficiència d’obtenció de clons 

editats la qual cosa va portar a formular la hipòtesi de que hi havia una activitat 

de recombinació insuficient per part del sistema de recombinases λ-Red. Malgrat 

que no es va verificar la quantitat de proteïnes específiques del λ-Red ni la seva 

activitat de manera directa, es va augmentar la quantitat de L-arabinosa que 

s’afegia al cultiu d’E. coli BL21 (DE3) pCas per induir l’expressió de λ-Red en un 

factor de 10, de 10 mM a 100 mM com es descriu en altres estudis (Serra-Moreno 

et al., 2006; CAS9BAC1P, Sigma-Aldrich). També es va avançar el moment 

d’inducció de λ-Red fins a una Abs600 de 0,2 – 0,3, assegurant així la inducció en la 

fase exponencial. S’esperava que un augment de l’expressió de les proteïnes λ-

Red resultés en una major taxa de recombinació homòloga. Per últim, com és 

conegut, el promotor pBAD, induïble amb L-arabinosa, és reprimible amb una 

concentració de glucosa d’entre 0,4 – 1 % (Roux et al., 2005) i el medi SOC conté 

0,36 % de glucosa, per tant, una de les possibles raons que explicaven la baixa 
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eficiència d’edició a l’apartat 4.3.2.1 era la repressió amb glucosa de la inducció 

de les recombinases λ-Red. Com a conseqüència d’això es va canviar el medi SOC 

per SOB durant el protocol de cèl·lules competents. 

Tot i les modificacions afegides en els experiments d’edició i l’obtenció d’una alta 

eficiència de tall de la Cas9, la recombinació homòloga per la introducció del 

cassette d’interès no es va donar amb unes eficiències tant altes com les 

publicades (Jiang et al., 2015; Li et al., 2015; Ng et al., 2016; Zerbini et al., 2017; 

Ao et al., 2018; Sun et al., 2018). Tal com indica Pyne et al. (2015), la inserció per 

recombinació homòloga de fragments major de 560 bp pot fer caure dràsticament 

l’eficiència d’edició. I segons Seo et al. (2017), existeixen diferències entre soques 

obtenint una eficiència d’integració més baixa en E. coli BL21 que en E. coli K-12. 

Per tant, el fet d’haver utilitzat la soca E. coli BL21 (DE3) i d’haver dissenyat 

cassettes d’inserció clarament més grans de 600 bp podria explicar les eficiències 

d’edició obtingudes. 

Malgrat les dificultats sorgides, es van generar amb èxit soques editades 

genèticament amb diferents cassettes i a diferents loci. Aquest èxit depenia 

principalment de l’estabilitat de les modificacions genètiques introduïdes i de la 

correcta eliminació dels plasmidis pCas i pTarget, aquesta última especialment 

crítica per dur a terme la segona edició en una mateixa soca. Tant el curing dels 

plasmidis com l’estabilitat de les edicions es van poder avaluar amb certa facilitat 

i amb resultats positius. L’estabilitat de les edicions en les soques BL21 (DE3) 

SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA, GRA2ΔfecA, SAG2-GRA2ΔpanD i SAG2ΔlacZ – 

GRA2ΔpanD contrasta amb la inestabilitat sovint habitual dels plasmidis 

episòmics (Ganusov i Brilkov, 2002), sent aquest un gran avantatge per l’aplicació 

industrial d’aquestes soques editades.  
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5.4 PRODUCCIÓ DE PROTEÏNA RECOMBINANT EN SOQUES EDITADES 

GENÈTICAMENT 

Les soques editades genèticament amb SAG2ΔlacZ, GRA2ΔcadA, GRA2ΔfecA, 

SAG2-GRA2ΔpanD i SAG2ΔlacZ – GRA2ΔpanD tenien els avantatges productius, 

abans mencionats, de l’estalvi en l’adició d’antibiòtics durant les fermentacions a 

escala industrial,  la reducció en la càrrega metabòlica, la major estabilitat de 

l’edició respecte a la dels plasmidis episòmics, a més de la co-producció de més 

d’un antigen recombinant (SAG2 i GRA2) en un sol procés de fermentació i 

purificació reduint considerablement els costos de producció. 

A part d’això, alguns estudis han demostrat que les soques lliures de plasmidis, 

amb una sola còpia del gen d’interès integrat en el genoma de l’hoste, presenten 

un nivell d’expressió major que el del sistema basat amb plasmidis segons la 

localització del gen inserit en el cromosoma (Bassalo et al., 2016; Sauer et al., 

2016; Wang et al., 2016; Englaender et al., 2017). En aquesta tesi no es va 

observar cap modulació en els nivells d’expressió entre els loci cadA, fecA, lacZ, 

ompA i panD, mantenint en tots els casos unes productivitats volumètriques 

d’entre 4 – 7,5 vegades menors respecte als plasmidis pET28a en condicions de 

cultiu equiparables a escala de laboratori. Això no descarta que en posteriors 

estudis d’optimització del bioprocés, modificant els paràmetres controlables amb 

bioreactors, es pugui millorar la productivitat d’aquestes soques.  
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5.5 FUNCIONALITAT DELS ANTÍGENS RECOMBINANTS 

La funcionalitat dels antígens escollits, SAG2 i GRA2, ja s’havia analitzat 

prèviament demostrant que aquestes proteïnes produïdes en bacteris podien ser 

bones candidates pel serodiagnòstic de la toxoplasmosi (Parmley et al., 1992; 

Hiszczynska-Sawicka et al., 2005; Holec-Gasior et al., 2009; Ching et al., 2013; 

Costa et al., 2017). En canvi, la proteïna quimèrica formada per les seqüències de 

SAG2 i GRA2 no s’havia generat mai fins ara. 

Inicialment es va verificar la funcionalitat dels antígens de T. gondii mitjançant 

immunoturbidimetria de làtex ja que és un mètode homogeni, és a dir, mesura la 

senyal generada per la unió antigen – anticòs en el mateix medi que s’utilitza per 

la formació del complex immune. Això fa que no requereixi la separació del 

complex antigen – anticòs i, per tant, és un mètode més ràpid, fàcil de realitzar i 

econòmic comparat amb els mètodes heterogenis com l’ELISA. Per altra banda, la 

turbidimetria és un mètode amb una menor sensibilitat, com es va comprovar 

experimentalment pels tres antígens d’interès, SAG2, GRA2 i SAG2-GRA2. 

Tot i així, es van obtenir resultats on es pot observar, especialment mitjançant la 

unió covalent, una senyal positiva tant a 1000 com a 200 UI/mL d’anticossos anti-

Toxoplasma. A més, aquestes senyals eren més estables que les obtingudes en 

l’adsorció passiva al làtex, ja que la unió covalent és més forta i indueix a una 

orientació preferent de la proteïna reduint els possibles canvis conformacionals 

que afecten la seva funcionalitat. 

L’ELISA, en canvi, permetia generar un kit de diagnòstic versàtil amb la possibilitat 

d’afegir-hi millores en el futur, com ara la diferenciació entre infecció aguda i 

infecció crònica detectant IgM i IgG per separat o bé mesurant l’aviditat de les 

IgG. 
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Els resultats de funcionalitat obtinguts amb aquest test van permetre analitzar 

quant específica era la unió dels antígens recombinants, comparant-la entre un 

pool de deu mostres de pacients positius per toxoplasmosi i un pool de deu 

mostres negatives. 

A més de confirmar la ja coneguda existència d’anticossos específics per SAG2 i 

GRA2, presents en mostres de sèrum de pacients exposats al Toxoplasma, també 

es va observar una millor resposta per part de la nova proteïna quimèrica SAG2-

GRA2 comparat tant a SAG2 o a GRA2 individualment com a la suma de SAG2 més 

GRA2. Això pot ser conseqüència de l’aparició d’alguns epítops lineals exposats a 

partir de la fusió dels dos antígens. Per tant, la nova proteïna quimèrica SAG2-

GRA2 pot ser una molt bona matèria primera per un nou kit de diagnòstic, ja que 

és fàcil de produir, tant en soca transformada amb plasmidi com en soca editada 

genèticament, i detecta eficientment la presència d’anticossos en mostres 

positives per la toxoplasmosi.  
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6. CONCLUSIONS I PROPOSTES DE FUTUR 

i. S’han generat tres plasmidis pET28a recombinants útils per l’expressió de 

tres proteïnes de T. gondii a E. coli. A més, una d’aquestes tres proteïnes 

és una nova proteïna quimèrica resultat de la fusió dels antígens SAG2 i 

GRA2, és a dir, que conté epítops de les dues proteïnes individuals. 

ii. S’han generat soques E. coli editades genèticament per la producció 

industrial de les proteïnes antigèniques de T. gondii amb diversos 

avantatges respecte a soques transformades amb plasmidi, destacant el 

fet d’estalviar-se l’ús d’antibiòtic en el medi de creixement. 

iii. S’ha generat una soca E. coli amb doble edició per co-produir i co-purificar 

els antígens SAG2 i GRA2 de T. gondii. 

iv. A escala de laboratori, utilitzant flascons d’agitació, la producció a partir 

de soques transformades amb plasmidis portadors dels cassettes 

d’expressió és superior a la producció obtinguda amb les soques editades 

genèticament amb una còpia d’aquests cassettes d’expressió. 

v. El canvi d’escala del bioprocés utilitzant la soca transformada amb el 

plasmidi pET28a-SAG2 en el bioreactor de 2 L augmenta significativament 

la productivitat volumètrica. Presumiblement, es podran optimitzar els 

cultius de la resta de soques, tant transformades amb plasmidi com 

editades genèticament, per incrementar les seves productivitats 

volumètriques. 

vi. Les proteïnes recombinants produïdes en E. coli, SAG2, GRA2 i SAG2-

GRA2, són útils per la detecció d’anticossos anti-Toxoplasma presents en 

el sèrum de persones exposades al paràsit. 
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ÍNDEX D’ABREVIATURES 

aa Aminoàcid/s 

Abs Absorbància/es 

Amp Ampicil·lina 

bp Base pair, parell de bases 

DNA Desoxiribonucleic acid, àcid desoxiribonucleic 

g Gram/s 

h Hora/es 

IgG Immunoglobulines classe G 

IgM Immunoglobulines classe M 

Kan Kanamicina 

kb Kilo base pair, parell de quilobases 

L Litre/s 

mA Mil·liampere/s 

mAbs Mil·liabsorbància/es  

mg Mil·ligram/s 

min Minut/s 

mL Mil·lilitre/s 

mM Mil·limolar 

M Molar 

µg Microgram/s 

µL Microlitre/s 

µm Micròmetre/s 

µM Micromolar 

ng Nanogram/s 
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nt Nucleòtid/s 

O/N Overnight, durant la nit 

pBAD Promotor araBAD 

PCR Polymerase chain reaction, reacció en cadena de la polimerasa 

rpm Revolucions per minut 

s Segon/s 

Sm Espectinomicina 

ufc/µg Unitats formadores de colònies per microgram 

V Volt/s 

vvm Volum d’aire per volum de cultiu per minut 
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ANNEX 

PRIMERS 

Taula S1. Llista de primers. 

sag2_FW aaataataggatccaccaccgagacgcca 

sag2_RV aaataatagaattcttacttgcccgtgagaga 

gra2_FW aaataatagaattcttactgcgaaaagtctgg 

gra2_RV aaataataggatccggaaaaggtgaacatacaccac 

sag2_fusion_FW tgggtcgcggatccaccac 

sag2_fusion_RV tggtgtatgttcaccttttcccttgcccgtgagagacacagg 

gra2_fusion_FW cctgtgtctctcacgggcaagggaaaaggtgaacatacacca 

gra2_fusion_RV cggccgcaagcttcgaattc 

T7_promoter_FW taatacgactcactataggg 

T7_promoter_RV cctatagtgagtcgtatta 

pTargetF_cadA_FW GTCCTAGGTATAATACTAGTGCAGGTAAGCGTCTGATCAAgttttagagctagaaatagcaag 

pTargetF_fecA_FW GTCCTAGGTATAATACTAGTGTGGGCGGCACAGCGGACAAgttttagagctagaaatagcaag 

pTargetF_lacZ_FW GTCCTAGGTATAATACTAGTGGTGAAACGCAGGTCGCCAGgttttagagctagaaatagcaag 

pTargetF_ompA_FW GTCCTAGGTATAATACTAGTGACAACGGCATGCTGAGCCTgttttagagctagaaatagcaag 

pTargetF_ybbD_FW GTCCTAGGTATAATACTAGTTCCCTAACAAATGATGATGGgttttagagctagaaatagcaag 

pTargetF_RV actagtattatacctagg 

L4440 agcgagtcagtgagcgag 

cadA_FW_300 acactggatgtgaaatccatccac 

cadA_SbfI AATAAATACCTGCAGGatcagacgcttacctgcattgcc 

cadA_PACI AATAAATATTAATTAAcaacggttctattgaacgtgcgatc 

cadA_RV_300 ttcgtcgaggtatttcgccac 
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fecA_FW_300 cccgtccccttcgccccttac 

fecA_SbfI AATAAATACCTGCAGGtccgctgtgccgcccaccatca 

fecA_PACI AATAAATATTAATTAAcaacggttttggcaccgcgctg 

fecA_RV_300 ctggaactggtagcccaggctcg 

lacZ_FW_300 ggagaaaaccgcctcgcggtg 

lacZ_SbfI AATAAATACCTGCAGGgcgacctgcgtttcaccctg 

lacZ_PACI AATAAATATTAATTAAcagcggcaccgcgcctttcg 

lacZ_RV_300 atgctcgtgacggttaacgcc 

ompA_FW_300 cgtatgccgtacaaaggcagcg 

ompA_SbfI AATAAATACCTGCAGGctcagcatgccgttgtccggac 

ompA_PACI AATAAATATTAATTAAcctgggtgtttcctaccgtttc 

ompA_RV_300 agactgagcacggcgctcggacag 

ybbD_FW_300 atgctggctatctcaagtaatc 

ybbD_SbfI AATAAATACCTGCAGGtcatcatttgttagggaaaaataag 

ybbD_PACI AATAAATATTAATTAAtgggggtaggtttaagaaaacattg 

ybbD_RV_300 ttactctgcacaagcatcagg 

pET28_cassette_FW aataaatacctgcaggCGATCCCGCGAAATTAATAC 

pET28_cassette_RV aataaatattaattaaCCATTCGCCAATCCGGATAT 

cadA_FW_300_xmaI AATAAATACCCGGGacactggatgtgaaatccatccac 

cadA_RV_300_speI AATAAATAACTAGTttcgtcgaggtatttcgccac 

lacZ_FW_300_xmaI AATAAATACCCGGGggagaaaaccgcctcgcggtg 

lacZ_RV_300_speI AATAAATAACTAGTatgctcgtgacggttaacgcc 

P1_cadA ggcaatgcaggtaagcgtctgatCGATCCCGCGAAATTAATAC 

P2_cadA GTATTAATTTCGCGGGATCGatcagacgcttacctgcattgcc 

P3_cadA ATATCCGGATTGGCGAATGGcaacggttctattgaacgtgcgatc 

P4_cadA gatcgcacgttcaatagaaccgttgCCATTCGCCAATCCGGATAT 

P1_fecA gatggtgggcggcacagcggaCGATCCCGCGAAATTAATAC 
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P2_fecA GTATTAATTTCGCGGGATCGtccgctgtgccgcccaccatc 

P3_fecA CTATATCCGGATTGGCGAATGGcaacggttttggcaccgcgctg 

P4_fecA cagcgcggtgccaaaaccgttgCCATTCGCCAATCCGGATATAG 

P1_lacZ acctacgggtaacagtttctCGATCCCGCGAAATTAATAC 

P2_lacZ GTATTAATTTCGCGGGATCGagaaactgttacccgtaggt 

P3_lacZ ATATCCGGATTGGCGAATGGcagcggcaccgcgcctttcg 

P4_lacZ cgaaaggcgcggtgccgctgCCATTCGCCAATCCGGATAT 

P1_ompA ccggacaacggcatgctgagCGATCCCGCGAAATTAATAC 

P2_ompA GTATTAATTTCGCGGGATCGctcagcatgccgttgtccgg 

P3_ompA CTATATCCGGATTGGCGAATGGcctgggtgtttcctaccgtttcg 

P4_ompA cgaaacggtaggaaacacccaggCCATTCGCCAATCCGGATATAG 

P1_ybbD cttatttttccctaacaaatgatgaCGATCCCGCGAAATTAATAC 

P2_ybbD GTATTAATTTCGCGGGATCGtcatcatttgttagggaaaaataag 

P3_ybbD ATATCCGGATTGGCGAATGGtgggggtaggtttaagaaaacattg 

P4_ybbD caatgttttcttaaacctacccccaCCATTCGCCAATCCGGATAT 

colonyPCR_cadA gctgtaattaccaactctacctat 

colonyPCR_fecA ggcatccggggcctgaacccg 

colonyPCR_lacZ ggttacggccaggacagtcgt 

colonyPCR_ompA tttggtggttaccaggttaacc 

colonyPCR_ybbD tccatcaacaacagattgct 

ampFW aataaattCTCGAGttcaaatatgtatccgctc 

ampRV cggggtctgacgctcagtg 

lacZ_FW_a gacgggttgttactcgctca 

lacZ_RV_a cgcaggcttctgcttcaatc 

lacZ_FW_b aactggcagatgcacggtta 

lacZ_RV_b ctcgaatcagcaacggcttg 

lacZ_FW_c aactggcagatgcacggtta 
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lacZ_RV_c tgggcgtattcgcaaaggat 

lacZ_FW_d atgttgatgaaagctggcta 

lacZ_RV_d gctatgacggaacaggtatt 

lacZ_FW_e ccccaggctttacactttat 

lacZ_RV_e aaagaccagaccgttcatac 

cadA_FW_1000 atcaagcagaccactgacga 

cadA_RV_1000 ggctgtgagggtgttttcat 

colonyPCR1000_cadA taaccacaccgcgtctaacg 

fecA_FW_1000 gacgttcccgctgaaaaata 

fecA_RV_1000 gttggtctggttggagtcgt 

colonyPCR1000_fecA agcaactggaagatggctcc 

lacZ_FW_1000 gcttgctgcaactctctcag 

lacZ_RV_1000 cggataaacggaactggaaa 

colonyPCR1000_lacZ tgtctctgaccagacaccca 

ompA_FW_1000 atgcggcaaatgaaggtaac 

ompA_RV_1000 ttcactggcctaaaaagctga 

colonyPCR1000_ompA atttgcgaggctctttccga 

ybbD_FW_1000 cttatgaagttgcgggtggt 

ybbD_RV_1000 atactgccaatcccgtcatc 

colonyPCR1000_ybbD gctccctcaacaacccaact 

pTargetF_panD_FW GTCCTAGGTATAATACTAGTGATATCTGGAATGTCACCAAgttttagagctagaaatagcaag 

panD_FW_1000 cgatgttgcatgatttcgtc 

P1_panD agccattgatatctggaatgtcacCGATCCCGCGAAATTAATAC 

P2_panD GTATTAATTTCGCGGGATCGgtgacattccagatatcaatggct 

P3_panD ATATCCGGATTGGCGAATGGcaacggcaagcgtttctccact 

P4_panD agtggagaaacgcttgccgttgCCATTCGCCAATCCGGATAT 

panD_RV_1000 tatatcagcgcactggatgc 
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colonyPCR_panD ttaccccacgtcatctgtca 

T7_terminal_RV gctagttattgctcagcgg 
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RESULTATS DE SEQÜENCIACIÓ 

Totes les seqüenciacions de Sanger d’aquesta tesi es van dur a terme al servei 

extern Eurofins Genomics. 
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Figura S1. Cromatogrames de seqüenciació dels plasmidis pET28a-SAG2 (primera imatge) i pET28a-GRA2 
(segona imatge). Primer T7_promoter_FW. 
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Figura S2. Cromatograma de seqüenciació del plasmidi pET28a-SAG2-GRA2 amb primer sense (primera 
imatge) i primer antisense (segona imatge). Primer sense T7_promoter_FW i primer antisense 
T7_terminal_RV. 
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Figura S3. Cromatogrames de seqüenciació dels plasmidis pTarget-cadA, pTarget-fecA, pTarget-lacZ, 
pTarget-ompA i pTarget-ybbD (de dalt a baix). Primer L4440. 
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Figura S4. Cromatogrames de seqüenciació dels plasmidis pBluescript-SAG2ΔlacZ (primera imatge) i 
pBluescript-GRA2ΔcadA (segona imatge). Primer sag2_RV i primer gra2_RV. 
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Figura S5. Cromatograma de seqüenciació de l'edició SAG2ΔlacZ. Primer T7_terminal_RV. 
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Figura S6. Cromatograma de seqüenciació de l'edició GRA2ΔcadA. Primer T7_terminal_RV. 
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Figura S7. Cromatograma de seqüenciació de l'edició GRA2ΔfecA. Primer T7_terminal_RV. 
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Figura S8. Cromatograma de seqüenciació del plasmidi pTarget-lacZ amb ampicil·lina. Primer L4440. 
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Figura S9. Cromatograma de seqüenciació de l'edició SAG2-GRA2ΔpanD. Primer colonyPCR_panD 
(imatge superior) i primer T7_promoter_FW (imatge inferior). 
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Figura S10. Cromatograma de seqüenciació de l'edició GRA2ΔpanD en una soca editada amb SAG2ΔlacZ. 
Primer colonyPCR_panD (imatge superior) i primer T7_promoter_FW (imatge inferior). 
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Figura S11. Cromatograma de seqüenciació del plasmidi pTarget-Ø. Primer L4440. 
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PUBLICACIÓ INDEXADA VINCULADA A LA TESI (EN PREMSA) 

Els resultats presentats en aquesta tesi doctoral formen part d’una publicació 

científica acceptada per la revista Applied Biochemistry and Microbiology. 
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en el laboratori no només han ajudat a tirar molts dels experiments endavant sinó 
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que també heu aportat humor, amabilitat i intel·ligència al dia a dia. Espero haver-

vos ajudat en la vostra formació tant com vosaltres ho heu fet en la meva. La 

nostra amistat a dins i a fora del laboratori ha estat una de les coses més positives 

d’aquests tres anys. 

I per últim, però no menys important, gràcies a la meva família i als meus amics. 

La vostra confiança en mi m’ha fet donar el millor de mi mateix durant tots els 

meus estudis. Un agraïment molt especial per la Cristina, per haver suportat el 

meu caràcter en moments de nervis durant aquesta tesi i per fer-me feliç sempre 

que ha pogut. Sé que no hauria estat el mateix sense tu. 


