EVALUACION DE METODOS DE MARCACION-RADIOACTIVOS
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Se probaron métodos de marcacion radioactivos dentro de los cuales el sistema
RandomPrimers resulté mejor que el de Nick Translation. Se obtuvieron sondas
con mayor actividad especifica (1-2X10°dpm/ug) y una sensibilidad 10 veces
mayor en la detecciéon de ADN de Plasmodium falciparum. La sensibilidad
alcanzada (12pg) obtenida con la sonda PFCOL692 desarrollada y caracterizada
en nuestro laboratorio, fue igual a la obtenida con la sonda pRepHind, una de las
mas utilizadas en los laboratorios de otros paises. El método de marcacién no
radioactivoconfotobiotinamaostro ventajas sobre la marcacion por Nick Translation
con nucleétidos biotinilados y se alcanz6 una sensibilidad de 135 pg de ADN de
P. falciparum. También se prob6unsistema degeneraciéndesefialesfluorescentes
mediante el empleo de proteasas, y los resultados preliminares muestran sus
posibilidades como método de deteccion.
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INTRCDUCCION

El diagndstico eficiente y rapido es el primer
paso imporiante en el control epidemiologico de
la malaria (1). Este diagnéstico generalmente se
hace mediante la identificacion microscépicade
parasitos en sangre. EI examen microscopico
tiene limitaciones que se hacen mas evidentes
en estudios de tipo epidemioldgico, que requie-
ren el examen de gran cantidad de muestrgg.
Para superar esta condicion, se han sugerido
varias alternativas (2-4), dentro de las cuales
esta el diseno de sondas, que hacen posible
detectar el ADN del parasito mediante procedi-
mientos de hibridizacion molecular.El método de
marcacién de estas sondas dependera de los
niveles de sensibilidad y especificidad que se
requieran en el estudio (5).

random primers, biotin, photobiotin,

Como sondas se han utilizado secuencias
repetitivas que tienen un alto nimero de copias
por genoma (8). Una de estas denc-
minada pRepHind, reportada por Franzen (7), se
hausado en yarios ensayos (8-12) y ha resultado
de gran utilidad en de hibridizacién para
detectar P. falciparum. También, se emplean
sondas que detectan ARNr (13-15), que es &l

mas abundante de los constituyentes de los
acidos nucleicos enorganismos no virales, sien-

do un buen blanco para diagndstico {16).

Teniendo en cuenta que cada vez mas se
sugiere la necesidad de utilizar sondas para
diagnéstico, en este trabajo se evaluaron méto-
dos de marcacion radioactivos y no radiactivos,
empleados en la produccién de sondas para
diagnésticoanivel epidemiolégicode P. falciparum
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