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Introducción. La brucelosis es una enfermedad infecto-
contagiosa de origen bacteriano, causada por los 
cocobacilos Gram negativos del género Brucella, que 
afecta al humano así como a diferentes especies de 
mamíferos domésticos y silvestres. Es de distribución 
mundial y se considera enzoótica en México y la 
zoonosis bacteriana más importante. Se adquiere por 
exposición directa a animales infectados, la ingesta de 
alimentos lácteos sin hervir o pasteurizar, o bien por el 
consumo de alimentos contaminados como carne y 
vísceras. En México, el diagnóstico oficial se realiza por 
serología (NOM 022-SSA2-1994). Sin embrago, la 
principal desventaja de estas pruebas es que son 
indirectas y durante su desarrollo se pueden presentar 
reacciones cruzadas con otras bacterias. Por lo que el 
objetivo de este trabajo fue estandarizar una PCR 
multiplex para su potencial uso en el diagnóstico 
molecular de la brucelosis. 

Metodología. Para el desarrollo de la técnica se 
utilizaron las cepas vacunales RB51, C19 y Rev 1, así 
como cepas silvestres de	  B. abortus y B. mellitensis y las 
de referencia. La obtención del DNA genómico de las 
bacterias se realizó a través de la lisis con Lizozima (0.2 
µg/µl), SDS 1% y Proteinasa K (1µg/µl) y una posterior 
extracción por el método de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico (25:24:1) para finalmente evaluar su pureza a 
través de la relación de absorbancia a 260/280 nm. La 
PCR se realizó utilizando 500 ng de DNA templado y de 
manera simultánea los ocho pares de oligonucleótidos 
para amplificar las regiones específicas de cada una de 
las especies (80 nM de cada uno de los oligos), 400 µM 
de una mezcla de dNTPs, 3 mM MgCl2, 1.5 U de Taq 
DNA pol y su buffer en un volumen de 25 µl, con las 
siguientes condiciones: 95ºC  5 min, 30 ciclos de 94ºC 40 
seg, 58ºC 35 seg y 72ºC 2 min, con una extensión final 
de 72ºC 10 min.  
 
Resultados. Las condiciones empleadas permitieron la 
estandarización y desarrollo de la PCR multiplex. La cepa 
RB51 presenta una inserción dde 711 pb con el iniciador 
1. REV1 es la única cepa que amplifica un segmento de 
218 pb con el iniciador 7. Para la S19 encontramos que 
es necesario utilizar los iniciadores 2, 4 y 5, y que es la 
única que no amplifica un segmento con el iniciador 5. 

Por su parte la cepa de B. abortus amplifica 5 de los 
iniciadores y B. mellitensis 6. Esto permite la 
identificación diferencial de cada una de las cepas a 
través de un patrón característico de bandas para cada 
uno de las cepas según las secuencias diferenciales en 
su genoma. 

                         
Fig. 1. Los productos de PCR se observaron por corrimiento 

electroforético en agarosa 1.2 % y 2µg/ml de bromuro de etidio.  
 

Tabla 1. Secuencias de oligonucleótidos y amplicones diferenciales 
para las cepas vacunales y de referencia de Brucella. 

 
Conclusiones. La PCR multiplex nos permitió la 
identificación de las diferentes cepas del género de 
Brucella. Lo anterior ofrece una prueba potencial para el 
diagnostico rápido y especifico de brucelosis así como 
posibles rutas epidemiológicas de la enfermedad. 
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