
Estandarización de un protocolo de 
caracterización molecular para la 
identificación de especie de cepas 
terrestres de bacterias del género Brucella

lohendy mUñoz vaRgaS1

elíaS baRqUeRo calvo2

edgaRdo moReno RobleS3

cateRina gUzmán-veRRi3

Fecha de recepción: 18 de julio del 2011 
Fecha de aprobación: 3 de octubre del 2011 

1 Escuela de Medicina 
Veterinaria (EMV), 
Universidad Nacional 
(UNA), Heredia, Costa 
Rica. Correo electrónico: 
lohendymv@gmail.com.

2 Laboratorio de 
Bacteriología, EMV, 
UNA, Heredia, Costa 
Rica Correo electrónico: 
eliasbarqueroc@gmail.com.

3 Programa de 
Investigación de 
Enfermedades Tropicales 
(PIET), EMV, UNA, 
Heredia, Costa Rica. 
Correos electrónicos: 
emoreno@racsa.co.cr-
catguz@medvet.una.ac.cr.

Resumen
La brucelosis es la enfermedad zoonótica más extendida en el mundo que afecta diver-

sos animales, incluyendo especies domésticas y de vida silvestre. Es causada por una 

bacteria perteneciente al género Brucella, el cual incluye nueve especies distintas e in-

fectantes de mamíferos terrestres y marinos. Cada especie de Brucella presenta variacio-

nes en la secuencia de ADN que afectan a los nucleótidos en una posición específica del 

genoma. A estas variaciones se les llama polimorfismo. El polimorfismo de las especies 

de Brucella localizado en los genes que codifican para las proteínas glk, omp25 y trpE, se 

utilizó para desarrollar un ensayo múltiple basado en la extensión de cebadores, el cual 

permite identificar un aislamiento como miembro de una de las nueve especies reco-

nocidas. Los métodos tradicionales para la identificación de Brucella a nivel de especie 

consumen mucho tiempo y ponen en riesgo al personal laboratorial. Es por ello que la 

finalidad de este trabajo es evitar la ambigüedad, agilizar el procedimiento, disminuir el 

tiempo de respuesta y generar una herramienta laboratorial más efectiva para mejorar 

la vigilancia epidemiológica, el diagnóstico y el abordaje de la brucelosis en Costa Rica. 

El siguiente trabajo presenta la estandarización del protocolo para la extracción de ADN 

de Brucella, así como de una serie de amplificaciones de fragmentos de genes de interés 

por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la estandarización de la 

reacción de extensión de cebadores.
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Abstract 
Brucellosis is the most widespread zoonotic disease worldwide that affects various 

animals, including domestic species and wildlife. It is caused by bacteria belonging 

to the genus Brucella, which includes nine different species and infective terrestrial 

and marine mammals. Each species of Brucella has variations in DNA sequence 

involving nucleotides in a specific position in the genome. These variations are called 

polymorphisms The polymorphism of Brucella species located in the genes coding for 

proteins glk, omp25, and trpE was used to develop a multiplex assay based on primer 

extension, with which it can identify an isolate as a member of nine recognized species. 

Traditional methods for identification of Brucella at the species level, time consuming 

and endanger laboratory staff. That is why the aim of this work is to avoid ambiguity, 

to streamline the procedure, reduce the response time and generate a more effective 

laboratory tool for improving epidemiological surveillance, diagnosis and approach of 

brucellosis in Costa Rica. This paper presents the standardization of the protocol for DNA 

extraction of Brucella, the standardization of a series of amplifications of fragments of 

genes of interest through the chain reaction (PCR) and standardization of the extension 

reaction primers.

Keywords
Brucella, standardization, diagnosis.

estandardização de um protocolo de caraterização molecular para 
a identificação de espécie de cepas terrestres do gênero brucella

Resumo
Brucelose é a doença zoonótica mais distribuída por todo o mundo e que afeta várias 

espécies animais incluindo espécies domésticas e selvagens. É causada por uma bactéria 

pertencente ao género Brucella que inclui nove espécies diferentes e é infectante para 

mamíferos terrestres e marinhos. Cada espécie de Brucella tem variações na sequência de 

DNA envolvendo os nucleótidos de uma posição especifica do genoma. Estas variações 

são chamadas polimorfismos. O polimorfismo das espécies de Brucella localizado no 
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código genético para proteínas glk, omp25 e trpE foi utilizado para desenvolver um 

ensaio múltiplo baseado na primeira extensão, com a qual se pode identificar e isolar 

como membro de uma das 9 espécies. Os métodos tradicionais para identificação de 

Brucella ao nível da espécie, consomem muito tempo e põe em risco o pessoal de 

laboratório. É por isso que o objectivo deste trabalho é evitar a ambiguidade, agilizar 

o procedimento, reduzir o tempo de resposta e gerar uma ferramenta laboratorial 

mais efectiva para melhorar a vigilância epidemiológica, diagnostico e aproximação 

à brucelose na Costa Rica. Este artigo, apresenta a estandardização do protocolo para 

extracção de DNA de Brucella, estandardização de uma série de amplificações de 

fragementos genéticos de interesse através da reacção de polimerase em cadeia (PCR) 

e estandardização da reacção dos primers de extensão. 

Palavras chave
Brucella, estandardização, diagnostic.

Introducción

La brucelosis es causada por Brucella, una bacteria Gram negativa, facultativa e 
intracelular, filogenéticamente clasificada dentro de la subdivisión α2 de la clase 
Proteobacteria (Ko y Splitter, 2003; Ratushna et ál., 2006). Nueve especies son 
reconocidas dentro del género Brucella, siete de estas, B. abortus, B. melitensis, 
B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae y B. microti son terrestres (Cloeckáert et ál., 
2003; Scholz et ál., 2008; Foster et ál., 2007) y su clasificación está basada princi-
palmente en diferencias fenotípicas y de patogenicidad, además de la preferencia 
de hospederos (Groussaud et ál., 2007). Cada especie terrestre tiene un hospedero 
natural: así, B. abortus infecta a los bovinos; B. melitensis a los caprinos; B. suis, 
de acuerdo al biotipo a los suinos, alces o bien liebres silvestres europeas; B. 
ovis a los ovinos; B. canis a los caninos; B. microti y B. neotomae a los roedores 
(Cloeckáert et ál., 2003). Sin embargo, su especificidad no es absoluta y por ello 
pueden causar infecciones secundarias (como B. abortus en porcinos y caprinos) 
o accidentales como en el ser humano, caballos, camellos y animales silvestres 
como venados, visones y coyotes (Cloeckáert et ál., 2003). Las otras dos especies 
de Brucella se han aislado de mamíferos marinos como delfines, focas, marsopas 
y ballenas, y se han designado como B. ceti sp. nov., para referirse a cepas aisladas 
en cetáceos y B. pinnipedialis sp. nov. para las cepas aisladas en focas (Cloeckáert 
et ál., 2003; Foster et ál., 2007; Scott et ál., 2007).
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En Centroamérica la brucelosis ha estado presente desde décadas atrás, causando 
sustanciales pérdidas económicas en el sector productivo (cárnico, lechero), ya 
que los animales diagnosticados positivamente deben ser aislados del hato y sa-
crificados: B. suis ha sido aislada de suinos y humanos en todos los países de Cen-
troamérica, así como B. abortus lo ha sido principalmente en bovinos y humanos 
y esporádicamente en perros y caballos; B. melitensis ha sido aislada de ovinos y 
humanos en Guatemala y es sospechosa en Panamá; y B. canis ha sido aislada de 
perros en Costa Rica (Moreno, 2002; Hidalgo, 2004). 

La infección entre animales ocurre por transmisión venérea o por contacto directo 
de la piel y las membranas mucosas (orales, respiratorias, digestivas, conjunti-
vales, vaginales y prepuciales) con las placentas, fetos, fluidos fetales, sangre, 
orina, leche, semen y descargas vaginales de animales infectados (Smith y Ficht, 
1990). El ser humano se infecta usualmente por la ingestión de productos lácteos 
no pasteurizados (queso, leche) o por medio de actividades ocupacionales que 
implican la manipulación directa de animales como labores veterinarias, trabajos 
en lecherías o mataderos (Groussaud et ál., 2007). 

La complejidad en la identificación se debe a que las distintas especies de Bruce-
lla muestran más del 90% de similitud en su genoma (Vizcaíno et ál., 1997). Es-
tudios moleculares recientes han descrito polimorfismos en las diferentes especies 
de Brucella, lo que permite identificarlas hasta el grado de especie (Whatmore et 
ál., 2007; Scott et ál., 2007). El polimorfismo es una variación en la secuencia 
de ADN que afecta a un solo nucleótido en una posición específica del genoma, 
denominado por sus siglas en inglés SNP (single-nucleotide polymorphism). Los 
SNP que identifican para cada una de las especies de Brucella se localizan en 
los genes que codifican para las proteínas glk, omp25 y trpE (Scott et ál., 2007). 
El protocolo utiliza una serie de amplificaciones de los fragmentos de genes de 
interés por medio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), seguido por 
reacciones de extensión de cebador (primer), optimización y validación. 

Materiales y métodos

Muestras utilizadas

Para la estandarización de las PCR se utilizaron dos tipos de muestras de ADN 
genómico. La primera se obtuvo por extracción del ADN de un aislamiento de la 
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bacteria Brucella abortus cepa silvestre 2308 (Sangari y Agüero, 1991) siguiendo 
el protocolo alcohol-fenol-cloroformo isoamílico CTAB (López, 2008). El otro 
tipo de muestra consistió en ADN genómico de las seis especies terrestres de Bru-
cella: B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. ovis, B. suis y B. neotomae, los cuales 
fueron donados por el laboratorio Ignacio López de la Universidad de Navarra, 
Pamplona, España.

Tratamiento con la enzima ARNasa A

El producto de la extracción del ADN de Brucella abortus cepa 2308 requirió 
de un tratamiento adicional con la enzima ARNasa A. Cada reacción se incubó a  
37 °C durante diez minutos. 

Estandarización de la reacción en cadena de la polimerasa

Los diferentes componentes utilizados en la reacción multiplex fueron estandari-
zados individualmente, siguiendo seis protocolos distintos de la reacción en ca-
dena de la polimerasa (PCR). Para validar el ADN genómico de B. abortus 2308 
como control positivo, se realizó una PCR con la enzima Taq polimerasa y los 
cebadores L12/L7, los cuales codifican para la proteína ribosomal L12/L7. Una 
vez que la concentración y el volumen de ADN fueron estandarizados, se conti-
nuó con el desarrollo de los siguientes protocolos.

Tres distintas reacciones de PCR con la enzima termoestable y de alta fidelidad 
PFu fueron estandarizadas: la primera con los cebadores L12/L7, la segunda con 
cada uno de los pares de cebadores glk, omp25 y trpE, y la tercera con los pares de 
cebadores glk, omp25 y trpE en una reacción múltiple o PCR multiplex, descrita 
por Whatmore et ál. (2007). Posteriormente, se estandarizaron dos protocolos de 
PCR con la enzima Taq polimerasa: el primero con cada uno de los pares de ce-
badores glk, omp25 y trpE y el segundo con los pares de cebadores glk, omp25 y 
trpE en una reacción multiplex, descrita por Whatmore et ál. (2007). Las secuen-
cias de los cebadores L12/L7, glk, omp25 y trpE se muestran en la tabla 1. 
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Tabla 1. Secuencias de los cebadores utilizados en la estandarización de las reacciones en cadena de la 
polimerasa y pesos moleculares esperados para los amplicones

Nombre del 
cebador

Secuencia del cebador Pesos moleculares aproximados  
de los amplicones

glk up

glk down

L7/L12f 

L7/12r 

omp25up

omp25down

trpE up

trpE down

5’-TATGGA AMA GATCGGCGG-3’

5’-GGGCC TTGT CCTCGAAGG-3’

5’-GCTGTCCA AG CTTCTCGAAGA-3’

5’-CTGTTGC TGCTGCCGG-3’

5’-ATGCGCAC TCTTAAGTCTC-3’

5’-GCCSAGGAT GTTGTCCGT-3’

5’-GCGCGCMT GGTATGGCG-3’

5’-CKCSCCGC CATAGGCTTC-3’

 
475 pb

100 pb

490 pb

486 pb

Fuente: Scott et ál. (2007); Guzmán (2008)

Finalmente, el protocolo de PCR multiplex estandarizado con la enzima Taq poli-
merasa y los cebadores glk, omp25 y trpE fue validado con cada uno de los ADN 
genómicos de las distintas especies terrestres de Brucella: B. abortus, B. canis, B. 
melitensis, B. ovis, B. suis y B. neotomae. 

Los parámetros de ciclaje en el termociclador Applied Biosystems 2720 se va-
riaron según los cebadores de cada protocolo. Para las reacciones con L12/L7:  
94 °C durante cuatro minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C por treinta segun-
dos, 48 °C por un minuto y 68 °C por treinta segundos, y una elongación final de 
68 °C por diez minutos. Para los cebadores glk, omp y trpE fueron las descritas 
por Whatmore et ál. (2007): 94 °C durante cinco minutos, seguido por treinta 
ciclos de 94 °C por un minuto, 53 °C por un minuto y 72 °C por un minuto; y una 
elongación final de 72 °C por diez minutos. 
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Ensayo de extensión de cebadores

Para el ensayo de extensión de cebadores se utilizó el kit ABI Prism SNaPshot 
Multiplex (Applied Biosystems®) con el producto de las PCR purificados y los 
cebadores publicados por Whatmore et ál. (2007) (tabla 2), con una concentración 
final de 2 µM. 

Tabla 2. Secuencias de los cebadores utilizados en la estandarización del ensayo de extensión de 
cebadores y pesos moleculares esperados

Nombre del cebador Secuencias de los cebadores Peso molecular esperado 

glk196R

glk427R
glk255R

omp151F
omp239F

trp290R

5’-CGCTAAGAA TTTGYTCGCCGG-3’

5’-TTTTTTTTTTGAAAGG ATGCGCACCGGGATGC-3’
5’-TTTTTTTTTTTTTT TTTTTTAGGGTGGGC 
GTGATCTT GTCGGC-3’
5’-TGGCTATACCGGTC TTTACCTTGGCTA-3’

5’-TTTTTTTTTTTTTTTTT CTTTGCTGGCTGGAACTTCC AG-3’
5’-TTTTTTTTTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTGAA
ACCTTG GCGCCCGTCTGG-3’

21 pb

32 pb
43 pb
27 pb
39 pb

49 pb

Fuente: Scott et ál. (2007)

Extensión de cebador con distintas temperaturas de extensión

El protocolo de la reacción de extensión se probó con dos protocolos de tempera-
tura distintos, utilizando los productos purificados de la PCR multiplex con la en-
zima PFu y ADN de B. abortus cepa 2308. El primer protocolo fue el indicado por 
Whatmore et ál. (2007): 94 °C durante cinco minutos, seguido por treinta ciclos de 
94 °C por un minuto, 53 °C por un minuto y 72 °C por un minuto, con una elonga-
ción final de 72 °C por diez minutos. El segundo fue el indicado por el fabricante 
del SNaPshot Multiplex (Applied Biosystems®): 94 °C durante cinco minutos, 
seguido por veinticinco ciclos de 96 °C por diez segundos, 50 °C por cinco segun-
dos y 60 °C por treinta segundos, finalizando con 72 °C por diez minutos. Ambas 
reacciones se ejecutaron en el termociclador Applied Biosystems 2720. 
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Extensión de cebadores con productos de reacción en cadena de la polimerasa 
purificados a través de columna y por extracción de gel

Para comparar los resultados de los dos métodos de purificación, la extensión de 
cebadores se realizó con los productos de la PCR multiplex con la enzima PFu 
polimerasa y ADN de B. abortus cepa 2308, purificados por medio de columna 
y por extracción de gel, siguiendo las instrucciones del fabricante (QIAGEN®). 

Reacción de extensión para cada cebador

Para realizar la extensión por separado de cada uno de los cebadores, glk196R, 
omp151F, glk427R, omp239F, glk255R y trp290R (Scott et ál., 2007), se utilizaron 
los productos de la PCR tanto con la enzima PFu como con Taq polimerasa, con 
los pares de cebadores glk, omp25 y trpE por separado y el ADN de B. abortus 
cepa 2308. Cada cebador tuvo una concentración final de 2 µM.

Validación de la técnica de extensión de cebador estandarizada

Una vez estandarizadas las reacciones descritas en el apartado “Ensayo de ex-
tensión de cebadores”, se ejecutaron las extensiones de cebadores con las PCR 
multiplex y la enzima Taq polimerasa con los ADN correspondientes a B. abortus, 
B. canis, B. melitensis, B. ovis, B. suis y B. neotomae, siguiendo las instrucciones 
del fabricante.

Tratamiento con la enzima fosfatasa alcalina de intestino de ternero 

Para remover los dNTPs no incorporados, todos los productos de las reacciones 
de extensión fueron tratados con la enzima fosfatasa alcalina de intestino de ter-
nero CIAP (Fermentas®). Así, una unidad de la enzima se añadió a los productos 
de cada extensión de cebador, se incubó a 37 °C durante 30 minutos, seguido por 
una incubación a 85 °C por 15 minutos para lograr su inactivación.

Purificación de los productos de la reacción en cadena  
de la polimerasa

Para eliminar los dNTPs y los cebadores, se purificaron los productos de la PCR 
a través de columnas de purificación QIAquick (QIAGEN®).
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Electroforesis en gel de agarosa

El 10% del volumen de cada producto fue corrido por electroforesis en gel de 
agarosa teñido con bromuro de etidio (Sambrook y Russell, 2001). El análisis se 
realizó por medio de luz ultravioleta a través del capturador y analizador de imá-
genes Chemidoc 170-8070 (Bio-Rad®).

Análisis de los resultados de las extensiones de cebadores

Todas las reacciones se evaluaron en el Analizador Genético 3130 (Applied 
Biosystems®) interpretado bajo el programa informático Gene Mapper. El mar-
cador de peso molecular utilizado fue el LIZ-120 y la matriz de corrida electrofo-
rética fue la POP7 (Applied Biosystems®).

Resultados y discusión

Estandarización de las reacciones en cadena de la polimerasa

Los resultados obtenidos tanto con la enzima Taq como con la Pfu fueron muy si-
milares, dándose bandas intensas de aproximadamente 500 pb (glk 475 pb, omp25 
490 pb y trpE 486 pb), como se muestra en la figura 1. Las concentraciones finales 
de los tres cebadores difieren: para omp 25 y glk es de 0,42 uM, y para trpE es de 
1 uM, en una reacción de 50 uL. Asimismo, la temperatura de anillamiento fue de 
55 °C para los tres pares de cebadores.

Figura 1. Electroforesis de la reacción en cadena de la polimerasa con la enzima PFu

Nota: los pares de cebadores glk, omp y trpE en reacciones por separado y ADN de B. abortus 2308. Carril 1: PCR con omp25, 2: PCR con glk, 
3: PCR con trpE, 4: MPM 0403 (Fermentas®). Resultados similares con la enzima Taq polimerasa.
Fuente: los autores
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El protocolo de la PCR multiplex estandarizado fue: 16,8 uL agua ultrapura es-
téril, 25 uL Master Mix 2X (Fermentas), 1,7 uL cebador trpE up (1 uM), 1,7 uL 
cebador trpE down (1 uM), 0,7 uL cebador omp 25 up (0,4 uM), 0,7 uL cebador 
omp 25 down (0,4 uM), 0,7 uL cebador glk up (0,4 uM), 0,7 uL cebador glk down 
(0,4 uM) y finalmente 2 uL ADN. En la figura 2 se muestra el resultado de las PCR 
realizadas con ambas enzimas, en las que se observa una señal intensa con un peso 
aproximado de 500 pb, correspondiente a las tres bandas de los amplicones de glk, 
trpE y omp25. 

Figura 2. Electroforesis de las reacciones en cadena de la polimerasa multiplex con las enzimas Taq 
polimerasa (A) y Pfu (B), con ADN de B. abortus 2308

Nota: En cada reacción se usaron los tres pares de cebadores glk, omp25 y trpE. Con ellas se muestra el MPM 0323 (Fermentas®).
Fuente: los autores

Con el fin de aplicar y evaluar la estandarización realizada, se reprodujo el proto-
colo de la PCR multiplex con la enzima Taq polimerasa, utilizando el ADN de las 
especies terrestres de Brucella: B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. ovis, B. suis 
y B. neotomae (figura 3). La elección de reproducir estas reacciones solamente 
con la enzima Taq, se debió a la facilidad que implica el que se encuentre en una 
mezcla preparada con los dNTPS y el amortiguador, a su menor costo económico 
y a los buenos resultados generados, semejantes a los de la enzima PFu. En la 
figura 3 se muestran las bandas obtenidas para cada una de las especies terrestres 
de Brucella, las cuales presentan una intensidad muy similar entre ellas y un peso 
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de aproximadamente 500 pb, como se esperaba. Por ello, se continuó con la estan-
darización de la extensión de cebador.

Figura 3. Electroforesis de las reacciones en cadena de la polimerasa multiplex con la enzima Taq 
polimerasa y los ADN genómicos de seis especies de Brucella. 

Nota: Carril 1: MPM 0323 (Fermentas®); 2: B. Abortus; 3: B. melitensis; 4: B. suis; 5: B. ovis; 6: B. canis; 7: B. neotomae.
Fuente: los autores

Ensayo de extensión de cebadores

Cada uno de los nucleótidos se representa con la forma de un “pico” coloreado 
por uno de cuatro colores designados en los electroferogramas. Así, el color negro 
corresponde al nucleótido citosina (C), el verde para adenina (A), el azul para 
guanina (G) y el rojo para timina (T) o uracilo (U) (ABI Prism SNaPshot Multi-
plex, Applied Biosystems®). Los pesos moleculares esperados para los amplico-
nes de las extensiones de cebador según Whatmore et ál. (2007) oscilaban entre 
21 y 49 pb. Los pesos moleculares obtenidos difieren con los esperados, ya que 
su rango oscila entre 41 a 56 pb. Esto puede ser por la diferencia de tecnologías 
utilizadas o por el uso de diferentes marcadores de peso molecular y matrices 
para la corrida electroforética. Los picos obtenidos tanto con el ciclaje de exten-
sión recomendado por Whatmore et ál. (2007), así como el sugerido por Applied 
Biosystems, fueron semejantes. Por esa razón se decidió implementar el ciclo del 
fabricante, ya que su protocolo es más corto. 

Con el objetivo de validar el protocolo de extensión de cebador se realizaron las 
extensiones de cebadores utilizando los productos de la PCR multiplex con la 
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enzima Taq polimerasa y los ADN correspondientes a las especies terrestres de 
Brucella: B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. ovis, B. suis y B. neotomae, puri-
ficados por pasaje en columna. Los resultados se observan en la figura 4. 

Figura 4. Electroferogramas de la extensión de cebador para las seis especies terrestres de Brucella, 
utilizando las reacciones en cadena de la polimerasa multiplex con la enzima Taq polimerasa, purificados 
a través de columna sílica

B. abortus B. canis

B. melitensis B. neotomae

B. ovis B. suis

Fuente: los autores
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Para la extensión de cebadores de B. abortus, el orden de los amplicones presenta 
una variación a la hora de interpretar los resultados debido a que el producto de 
extensión del gen glk427R tiende a pesar menos que el omp151F, difiriendo así 
con el orden publicado por Whatmore et ál. (2007), debido posiblemente al uso de 
diferentes matrices para la corrida electroforética en ambos ensayos. Así, la lec-
tura debe ser: T T C C G C. A su vez, los pesos moleculares mostrados presentan 
un ligero aumento de 1 pb o 2 pb con respecto a las reacciones de extensión de 
cebador realizadas con el AND genómico de B. abortus 2308, el cual no es signi-
ficativo, ya que las señales de los nucleótidos conservaron el orden esperado. Por 
otra parte, los picos correspondientes a citosina (negro) se muestran con unidades 
de fluorescencia menores que las de timina (rojo) y guanina (azul), posiblemente 
porque se comparten en la señal entre los tres picos.

La extension de cebador correspondiente a B. canis se interpretó como T C C A 
G C. Esta especie de Brucella es la única en presentar un pico de adenina (verde) 
de aproximadamente 52 pb, por lo que se destaca del resto de electroferogramas. 
La mayoría de las señales obtenidas presentaron unidades de fluorescencia muy 
similares, alrededor de los 90 RSU.

La interpretación para B. melitensis corresponde a T C C C C. La extensión de 
cebador para esta especie se diferencia del resto de las especies, ya que el pico co-
rrespondiente al gen glk255R, de aproximadamente 55 pb, es una citosina (color 
negro). Las repeticiones de la extensión de cebador realizadas a partir de los pro-
ductos de la PCR con ADN de B. melitensis presentaron igual patrón de las señales 
en los electroferogramas, las cuales evidencian la ausencia de uno de los picos 
correspondiente a la citosina del gen omp239F, con un peso molecular de 50 pb 
aproximadamente. Este efecto pudo suceder porque la señal negra fue repartida en 
los otros picos de citosinas. Aun así, la causa se desconoce con certeza.

El electroferograma de B. neotomae se diferencia debido a que es el único en el 
que ningún gen se representa como timina (pico rojo). Por su parte la señal de 
color negro se mostró repartida entre cinco picos, los cuales presentaron un peso 
molecular menor que en los electroferogramas correspondientes a las demás es-
pecies de Brucella, cuyo rango inició con 39 pb. Aun así, las señales obtenidas 
conservaron el patrón esperado: C C C C G C.
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Para B. ovis se observa el mismo patrón de las extensiones de cebador descritas 
anteriormente. Así, los picos correspondientes a citosinas presentan unidades de 
fluorescencia menores que la timina (picos de color rojo) y esta a su vez es menor 
que la RSU de la señal de guanina (azul). La lectura de los genes representados 
en la figura corresponde a T C T C G C, cuyos pesos moleculares oscilan entre 43 
pb y 57 pb. 

La extensión de cebador para B. suis se representó con las señales de fluorescencia 
más bajas al ser comparada con los demás electroforogramas, en los que el pico 
mayor dio una señal de 450 RSU, correspondiente a guanina, con un peso mole-
cular de aproximadamente 54 pb. Además, el nucleótido omp239F no presentó el 
pico esperado alrededor de las 50 pb. Esta presentación fue constante en las repe-
ticiones de extensión de cebador realizadas. La causa se desconoce con certeza, 
pero la señal de color negro se distribuyó en los otros tres picos de los genes de 
citosina. Se puede aludir que las unidades de fluorescencia (RSU) son menores a 
mayor cantidad de señales del mismo color.

Conclusiones

El protocolo molecular estandarizado en este proyecto tiene sustanciales ventajas 
en términos de tiempo, al compararse con los métodos bioquímicos utilizados 
para la diferenciación de especies de Brucella. La PCR multiplex, la purificación 
de los productos de la PCR y la extensión de cebador es posible completarlas en 
dos días, contrariamente a los varios días de tipificación y cultivos que las otras 
técnicas implican. Aun así, las pruebas moleculares y bioquímicas no se deben 
excluir entre ellas, sino considerar a cada una como una herramienta para la dife-
renciación de especies, integrando todos los resultados obtenidos.

El proceso de estandarización no se logra con la simple reproducción de los pa-
sos que conforman un protocolo; esta utiliza el fundamento del protocolo como 
cimiento para poder iniciar. Durante el desarrollo, las condiciones necesarias para 
concluir en el mismo punto suelen ser muy diferentes a las utilizadas por el pa-
trón. Esto se ejemplifica con las 157 reacciones de la PCR, las 48 electroforesis, 
las 55 purificaciones de productos de la PCR y las aproximadamente 50 reaccio-
nes de extensión de cebador, necesarias para estandarizar en el laboratorio de Bio-
química de Escuela de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional, un protocolo 
optimizado y validado en otra latitud.
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La evaluación por separado de cada uno de los componentes de una reacción 
múltiple, sea PCR o extensión de cebador, es muy importante para determinar su 
eficiencia. Una vez que todos los componentes han sido optimizados por separa-
do, la reacción múltiple generará consecuentemente óptimos resultados.

Los protocolos de la PCR con las enzimas termoestables Pfu y Taq polimerasa 
presentaron resultados similares al ser desarrollados con las mismas concentra-
ciones de los componentes y temperaturas de ciclaje. Aun así, aunque la enzima 
Pfu ofrece mayor fidelidad, el protocolo con Taq polimerasa es más práctico en 
términos de tiempo, costo económico y manipulación, debido a la formulación en 
mezcla del master mix, el cual es un preparado que contiene la enzima polimerasa, 
los dNTPs y el amortiguador. 

La concentración de los pares de cebadores y la temperatura de anillamiento fue-
ron las variantes más significativas realizadas en la estandarización de las PCR. 
Las concentraciones de los pares de cebadores omp25, glk y trpE utilizadas que 
obtuvieron amplicones con señales intensas y específicas en la electroforesis fue-
ron: 0,42 µM, 0,42 µM y 1 µM, respectivamente. La temperatura de anillamiento 
para las reacciones de PCR con los pares de cebadores omp25, glk y trpE por 
separado y PCR multiplex, tanto con la enzima PFu como con la Taq polimerasa, 
se debió aumentar en 2 °C con respecto a la sugerida por Whatmore et ál. (2007), 
pasando de 53 °C a 55 °C.

Recomendaciones

Con el fin de lograr una completa optimización y validación, la técnica de exten-
sión de cebador a partir de productos de PCR purificados debe continuar su estan-
darización en el laboratorio de Bioquímica de la Escuela de Medicina Veterinaria, 
Universidad Nacional. Para ello se deben realizar más extensiones de cebador con 
ADN de una cepa estándar de Brucella, comparándolo con corridas electroforéti-
cas de los cebadores utilizados para hacer la extensión de cebador.

También se recomienda tratar de mejorar la señal de fluorescencia de los picos en 
los electroferogramas utilizando distintas concentraciones de los cebadores en la 
extensión de cebador.
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Con el objetivo de obtener picos de fluorescencia más distantes uno de otro, no 
sobrepuestos, se recomienda diseñar los cebadores utilizados en la extensión de 
cebador con mayor diferencia de tamaños, al menos con una distancia de diez 
nucleótidos.
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