
k19 OFICINA ESPAÑOLA DE
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k57 Resumen:
Métodos de diagnóstico molecular para la detección
de Brucella abortus y su diferenciación de la cepa
vacunal B19.
Se describen una serie de métodos de diagnóstico
molecular que permiten la diferenciación entre la
estirpe vacunal Brucella abortus B19 y todas las
demás estirpes del género Brucella.
En un caso se aplica la amplificación de genoma,
usando como iniciadores oligonucleótidos derivados
de la región que contiene los genes codificantes de la
ruta de utilización del eritritol.
Otro grupo de métodos se basa en la hibridación
de ADN genómico usando como sondas oligonu-
cleótidos de la mencionada región eri.
En este caso pueden aplicarse según la técnica deno-
minada hibridación tipo Southern o alternativamente
por el procedimiento del “Dot blot”.
Finalmente se aplican estos métodos para la identi-
ficación de gérmenes del género Brucella en cual-
quier muestra biológica. Los nuevos procedimientos
son ventajosos sobre los métodos tradicionales, in-
munológicos o de cultivo, aportando mayor especifi-
cidad y rapidez.
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DESCRIPCION

Métodos de diagnóstico molecular para la de-
tección de Brucella abortus y su diferenciación de
la cepa vacunal B19
Objeto de la invención

La brucelosis bovina es una enfermedad del
ganado vacuno producida por la bacteria Bru-
cella abortus. Se trata de una enfermedad de
fácil transmisión entre animales y eventualmente
al hombre que también puede sufrirla. Es im-
portante como causa de abortos e infertilidad en
el ganado. Esto determina un coste económico
que se estima en el orden de miles de millo-
nes de pesetas anuales. Para combatirla, se lle-
van a cabo campañas de saneamiento ganadero.
Las campañas de prevención contra la brucelo-
sis bovina se basan en la vacunación de anima-
les jóvenes con la vacuna viva atenuada conocida
como B19. Se trata de una variante espontánea,
no virulenta de Brucella abortus que genera inmu-
nidad protectora. A veces la cepa vacunal puede
persistir en animales vacunados. En este caso no
resulta fácil distinguir dicho animal de otro que
sufre una infección por cepas virulentas, ya que
las pruebas diagnósticas al uso de la brucelosis,
basadas en la seroloǵıa, no permiten diferenciar
estos animales vacunados de los animales enfer-
mos. Esta imprecisión genera un coste económico
adicional ya que se produce el sacrificio de ani-
males que no lo requeriŕıan. La cepa vacunal B19
además de ser avirulenta presenta ciertas carac-
teŕısticas diferenciales con otras brucelas. Algu-
nas de estas son la sensibilidad al eritritol, y a
ciertos colorantes. Estos caracteres solo se haŕıan
patentes tras el cultivo, que en el caso de las bru-
celas es un proceso lento y tedioso. Hasta ahora
se desconoćıan diferencias a nivel genético entre
B19 y otras cepas de Brucella.

Nosotros aportamos un método nuevo que
permite diferenciar entre cepas ambientales de
Brucella abortus y la cepa atenuada B19, usada
esta última prácticamente en todo el mundo como
vacuna contra la brucelosis bovina. Dicho método
se fundamenta en la diferencia que hemos encon-
trado entre los genes que codifican la utilización
del eritritol en ambos tipos de gérmenes. Gracias
a estos métodos seŕıa posible distinguir con segu-
ridad y rapidez entre animales realmente infecta-
dos con cepas ambientales de Brucella abortus y
aquellos que muestran una persistencia de la cepa
vacunal B19.
Estado de la técnica

Se han descrito métodos que permiten, en de-
terminados casos, diferenciar entre animales va-
cunados con persistencia de B19 y animales infec-
tados por estirpes patógenas. Estos métodos son
serológicos, y se basan en detectar anticuerpos es-
pećıficos para los denominados Hapteno Nativo
(HN) o polisacárido B, ant́ıgenos que se supo-
nen derivados del metabolismo celular del lipopo-
lisacárido de Brucella. Consecuentemente, los an-
ticuerpos frente a estos componentes antigénicos
debeŕıan de estar únicamente presentes en anima-
les infectados (R. Dı́az et al. J Clin Microbiol 10:
37 -41). Sin embargo esto no siempre es aśı y las
técnicas diferenciales basadas en la detección de
anticuerpos frente al HN o al polisacárido B no
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son definitivas.
La introducción de las técnicas de amplifi-

cación exponencial por reacción en cadena de la
polimerasa (PCR) descritas por Saiki et al (Na-
ture, 324:163 y Science 230:1250)
y por Mullis en la patente U.S. N◦ 4.683.195 se
han aplicado para el diagnóstico molecular en
Brucella (A. Fekete et al. J Vet Diagn Invest
4:79-83; L. Herman y H. De Ridder. Appl Envi-
ron Microbiol 58:2099-2101).

Bricker y Halling han descrito ensayos para
la detección rápida por PCR de estirpes perte-
necientes al género Brucella y para la diferen-
ciación de Brucella abortus y Brucella ovis, ha-
ciendo uso de iniciadores relacionados con una
secuencia de inserción espećıfica del género Bru-
cella (S.M. Halling et al. Gene 133:123-127 y U.S.
pat N◦670.602). Sin embargo hasta el momento
no existen técnicas diferenciales entre B19 y otras
brucelas basadas en la estructura genética de es-
tas bacterias.

Nuestros estudios sobre la bioloǵıa molecu-
lar de Brucella abortus (F. Sangari y J. Agüero.
Microbial Pathogen 11:443 -446) nos han per-
mitido obtener un conocimiento detallado de la
región del cromosoma de esta especie implicada
en el metabolismo del eritritol (región eri), tanto
a partir de una cepa prototipo de cepas virulentas
(B.abortus 2308) como de la cepa vacunal B19.

En una primera etapa hemos clonado y obte-
nido un mapa f́ısico de la región eri de ambas es-
tirpes (B.abortus 2308 y B19), que se recoge en la
figura 1, y posteriormente hemos determinado la
secuencia de nucleótidos de la citada región, tanto
de B.abortus 2308 como de B19 (figura 2). Como
resultado más sobresaliente para el desarrollo del
invento que se decribe, cabe mencionar la ausen-
cia en el genoma de B19 de una región de 702
pares de bases comprendida entre las posiciones
2.153 y 2.854 en la secuencia de B. abortus 2308
(Figura 2a). Esta deleción es la base de nuestro
invento.
Descripción de la invención

En primer lugar, la presente invención pro-
pone un proceso de diagnóstico molecular que
permite la diferenciación entre cepas virulentas de
B.abortus y la cepa vacunal B19 por la técnica de
amplificación en cadena por la polimerasa (PCR),
utilizando como iniciadores oligonucleótidos deri-
vados de la secuencia que se muestra en la figura
2.

En segundo lugar proponemos un proceso de
diagnóstico molecular que permite la diferen-
ciación entre cepas virulentas de B.abortus y la
cepa vacunal B19 usando como técnica la hibri-
dación de ADN con sondas moleculares derivadas
de la región eri que se ha descrito en las Figuras
1 y 2.

Finalmente
proponemos un proceso de diagnóstico molecu-
lar, tanto por PCR como por hibridación, basado
en la exclusividad de la región eri, que permite
identificar bacterias del género Brucella en mues-
tras biológicas obtenidas de personas o animales
usando iniciadores derivados de la secuencia de la
figura 2 o sondas derivadas de la misma secuencia
o del mapa presentado en la figura 1.

Para los procedimientos basados en la PCR,
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se utilizan como iniciadores dos oligonucleótidos.
Uno de ellos tiene un tamaño que oscila entre 2
y 1000 nucleótidos siendo lo más habitual entre
10 y 25, y su secuencia o parte de su secuencia
es una subsecuencia contenida en la cadena su-
perior de las mostradas en la figura 2 en cual-
quier posición comprendida entre 1 y 2.152. El
otro oligonucleótido, tiene las mismas considera-
ciones de tamaño, pero su secuencia o parte de
su secuencia es una subsecuencia contenida en la
cadena inferior de las de la figura 2 en cualquier
posición de las comprendidas entre 2.855 y 3.162,
en el caso de la secuencia de la figura 2a, o entre
las posiciones 2.153 y 2.460 de la secuencia que
se muestra en la figura 2b. Sean cualesquiera los
oligonucleótidos empleados, cumpliendo los requi-
sitos descritos, cuando ADN, obtenido bien de un
cultivo o de una muestra biológica (sangre, leche,
fluidos vaginales, etc), sin necesidad de separación
de otros ADNs contaminantes, se somete a un
proceso de PCR estándard usando ADN polime-
rasa termoestable, y de 20 a 30 ciclos consistentes
en una desnaturalización por 2 minutos a 95◦C,
una hibridación con los iniciadores por minuto y
medio a 59◦C y una elongación a 72◦C durante
2 minutos, y los productos obtenidos se analizan
por electroforesis en agarosa y tinción con bro-
muro de etidio, se observa en el caso de la cepa
vacunal B19 una banda que en todos los casos
será 702 pares de bases más pequeña que la que
se obtiene en el caso de todas las demás cepas del
género Brucella.

La caracterización de las regiones eri de
B.abortus tipo salvaje y de B19 permite otra ma-
nera de llevar a cabo la diferenciación entre los dos
organismos mencionados utilizando hibridación
de ADN en vez de la PCR. Al existir una de-
leción de 702 pares de bases en el cromosoma de
B19, la digestión del ADN cromosómico y poste-
rior análisis por hibridación según la técnica de
Southern con una sonda adecuada, dará lugar a
un polimorfismo con valor diagnóstico. Dado que
existen muchas endonucleasas de restricción con
numerośısimos puntos de corte en la región eri, y
cualquier subsecuencia comprendida en la secuen-
cia que se muestra en la Figura 2 pudiera usarse
como sonda, resulta imposible hacer una enume-
ración exhaustiva de las posibilidades para llevar
a cabo este procedimiento. En general tras la hi-
bridación se observará una banda que será 702
pares de bases menor en B19 que en el resto de
las estirpes de Brucella. Si la endonucleasa utili-
zada para fragmentar el ADN genómico tiene un
sitio en los 702 pb delecionados en B19, se obser-
vará en esta última una sola banda, mientras que
en las demás brucelas se observarán dos bandas,
de modo que la suma de su tamaño excede en 702
pb a la banda observada en B19.

Otra posibilidad interesante es el uso de una
sonda comprendida dentro de los ĺımites de los
702 pb delecionados en B19. En este caso no
se observará señal en B19, mientras que el resto
de cepas de Brucella hibridarán en alguna banda.
Este caso puede ser utilizado en un proceso más
sencillo de hibridación que no necesita la digestión
del ADN genómico bacteriano ni la separación
de los fragmentos por electroforesis, técnica ha-
bitualmente conocida como “dot blot”.
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Descripción de las figuras.
Figura 1. Mapa de restricción de la región del

cromosoma de Brucella abortus implicada en el
metabolismo del eritritol (región eri). En la parte
superior se muestra el fragmento EcoRI de 7,75
kb obtenido de B.abortus 2308 que es común a las
demás cepas salvajes de Brucella. Se muestran los
sitios de reconocimiento para algunas endonuclea-
sas de restricción disponibles comercialmente, con
la coordenada de su posición entre paréntesis.

En la parte inferior se muestra el mismo mapa
del fragmento EcoRI obtenido de B.abortus B19,
con un tamaño de 7,05 kb. Si comparamos el
mapa de B19 con el de 2308 notamos la ausencia
en B19 de una región de 0,7 kb que se señala con
trazo discontinuo. El segmento negro entre ambos
mapas indica la escala y corresponde a 1 kb.

Figura 2. Secuencia de nucleótidos alrededor
de las regiones eri de B. abortus 2308 (2a) y de
B. abortus B19 (2b). Se muestran las dos cade-
nas de ADN según la notación estándard. La ca-
dena superior discurre en sentido 5’->3’ y la in-
ferior en sentido 3’->5’. Las secuencias de 2308 y
B19 son idénticas desde la posición 1 hasta la po-
sición 2.152. La secuencia comprendida entre las
posiciones 2.153 y 2.854 de 2308 está ausente en
B19. Finalmente la secuencia comprendida entre
las posiciones 2.855 y 3.162 de 2308 es idéntica a
la comprendida entre 2.153 y 2.460 de B19.
Maneras de realizar la invención
Ejemplo 1

Diferenciación entre B.abortus B19 y otras
brucelas por PCR, usando como iniciadores los
oligonucleotidos #11: TTGGCGGCAAGTCCG-
TCGGT y #12: CCCAGAAGCGAGACGAAA-
CG. Estos oligonucleótidos derivan de la secuen-
cia descrita en la Figura 2a. El primero está con-
tenido en la cadena superior, entre las posiciones
1.965 y 1.984 y el segundo deriva de la cadena
inferior entre las posiciones 3.027 y 3.008.

Cuando una muestra de cualquier origen, con-
teniendo ADN, se somete a un proceso de PCR
estandard usando ADN polimerasa termoestable,
y de 25 a 30 ciclos consistentes en una desnatura-
lización por 2 minutos a 95 ◦C, una hibridación
con los iniciadores por minuto y medio a 59◦C y
una elongación a 72◦C durante 2 minutos, y los
productos obtenidos se analizan por electrofore-
sis en agarosa y tinción con bromuro de etidio, se
observa en el caso de encontrarse en la muestra
la cepa vacunal B19 una banda de 361 pares de
bases y de 1.063 pares de bases en el caso de todas
las demás cepas del género Brucella.
Ejemplo 2

Diferenciación entre Brucella spp. y Brucella
abortus B19 u otros géneros bacterianos por PCR
utilizando los oligos #13: CAGGATCGGCTC-
ACCGCC y #14: GAAATGAAGCCAGGC-
GGCG derivados de la secuencia que se muestra
en la figura 2a de las posiciones 2.177-2.194 de la
cadena superior y 2.650-2.632 de la cadena infe-
rior respectivamente.

En este caso y llevando a cabo el proceso según
se ha descrito en el ejemplo 1 se obtendŕıa una
molécula de ADN amplificada de 474 pares de
bases en todos los casos en los que en la muestra
esté presente ADN de cualquier especie de Bru-
cella, pero no se obtendŕıa ninguna amplificación
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en el caso de que estuviera presente B19 o cual-
quier otra bacteria de diferente género.
Ejemplo 3

Diferenciación entre B.abortus B19 y otras
brucelas mediante un experimento de hibridación
de ADN por la técnica de Southern, usando como
sonda el fragmento de restricción BalI de 1kb que
se localiza entre las coordenadas 2,85 y 3,85 del
mapa de la figura 1.

Cuando usamos esta sonda marcada con un
isótopo radiactivo, o de otra manera (biotina,
digoxigenina, fluoresceina, etc) y digerimos los
ADNs cromósomicos con EcoRI (endonucleasa
que no presenta ningún sitio dentro de los 702
pb delecionados en B19), observamos tras la sepa-
ración de los fragmentos EcoRI por electroforesis,
transferencia del ADN a nitrocelulosa o nylon y
posterior hibridación con la sonda, una banda de
7 kb en B19 y de 7,7 kb en las demás brucelas.
Nótese 7,7= 7+0,7 Si usamos HindIII (endonu-
cleasa que presenta un sitio de corte dentro de
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los 702 pb) para digerir el cromosoma, obtenemos
tras la hibridación con la misma sonda una banda
de 5,1 kb en el caso de B19 y dos bandas de 3,1
y 2,7 kb en el caso de las demás brucelas. Nótese
5,1=3,1+2,7-0,7.
Ejemplo 4

Diferenciación entre Brucella spp y Brucella
abortus B19 u otros géneros bacterianos me-
diante una hibridación de ADN por la técnica del
“dot blot”, usando como sonda el fragmento de
ADN de 0,6 kb obtenido por digestión del ADN
genómico de B. abortus entre los sitios Clal y Hin-
dIII en las coordenadas 3,1 y 3,7 del mapa de la
figura 1, y marcado por cualquiera de las maneras
mencionadas en el ejemplo 3.

Al hibridar el ADN obtenido de una mues-
tra biológica cualquiera, fijado en una membrana
según la técnica conocida como “dot blot”, sólo
se observará hibridación en el caso de que en la
muestra esté presente cualquier microorganismo
del género Brucella que no sea B19.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de diagnóstico molecular que
permite la diferenciación entre cepas virulentas
de Brucella abortus y la cepa vacunal B19, que
se caracteriza por utilizar como base diferencial
la deleción de material genético que ocurre en la
región eri de la cepa vacunal B19.

2. Un método de diagnóstico molecular que
permite la diferenciación entre cepas virulentas de
Brucella abortus y la cepa vacunal B19 según la
reivindicación 1, que además se caracteriza por
realizarse por amplificación de ADN genómico
bacteriano por PCR usando oligonucléotidos ini-
ciadores derivados de la secuencia de la región eri
de Brucella descrita en la figura 2.

3. Un oligonucleótido individual o una mezcla
de ellos derivados de la secuencia de la región eri
de Brucella descrita en la figura 2, que puedan
ser usados como iniciador en un proceso según
las reivindicaciones 1 y 2.

4. Un método de diagnóstico molecular que
permite la diferenciación entre cepas virulentas de
Brucella abortus y la cepa vacunal B19 según las
reivindicaciones 1, 2 y 3, caracterizado además
por aplicarse a muestras biológicas obtenidas de
animales o a cultivos bacterianos.

5. Un método de diagnóstico molecular que
permite la diferenciación entre cepas virulentas
de Brucella abortus y la cepa vacunal B19 según
la reivindicación 1, que además se caracteriza
por realizarse por un proceso de hibridación de
ADN usando como sonda molecular una región
de cualquier tamaño derivada de la región eri de
Brucella.

6. Un oligonucleótido individual o una mezcla
de ellos derivados de la región eri de Brucella des-
crita en las figuras 1 y 2, que puedan ser utilizados
como sonda en un proceso según las reivindicacio-
nes 1 y 5.

7. Un método de diagnóstico molecular que
permite la diferenciación entre cepas virulentas de
Brucella abortus y la cepa vacunal B19 según las
reivindicaciones 1, 5 y 6, que además se caracte-
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riza por aplicarse a muestras biológicas obtenidas
de animales o a cultivos bacterianos.

8. Un método de diagnóstico molecular que
permite la detección e identificación de bacterias
del género Brucella, caracterizado por estar ba-
sado en la secuencia de nucleótidos de la región
eri de Brucella.

9. Un método de diagnóstico molecular que
permite la detección e identificación de bacterias
del género Brucella, según la reivindicación 8, que
se caracteriza además por realizarse por ampli-
ficación de ADN genómico bacteriano por PCR
usando oligonucléotidos iniciadores derivados de
la secuencia de la región eri de Brucella descrita
en la figura 2.

10. Un oligonucleótido individual o una mez-
cla de ellos derivados de la secuencia de la región
eri de Brucella descrita en la figura 2, que puedan
ser utilizados como iniciador en un proceso según
las reivindicaciones 8 y 9.

11. Un método de diagnóstico molecular que
permite la detección e identificación de bacterias
del género Brucella, según las reivindicaciones 8 ,
9 y 10, que se caracteriza además por aplicarse a
muestras biológicas obtenidas de animales o per-
sonas o a cultivos bacterianos.

12. Un método de diagnóstico molecular que
permite la detección e identificación de bacterias
del género Brucella, según la reivindicación 8, que
además se caracteriza por realizarse por un pro-
ceso de hibridación de ADN usando como sonda
molecular una región de cualquier tamaño deri-
vada de la región eri de Brucella.

13. Un oligonucleótido individual o una mez-
cla de ellos derivados de la región eri de Brucella
descrita en las figuras 1 y 2, que puedar. ser uti-
lizados como sonda en un proceso según las rei-
vindicaciones 8 y 12.

14. Un método de diagnóstico molecular que
permite la detección e identificación de bacterias
del género Brucella, según las reivindicaciones 8,
12 y 13, que además se caracteriza por apli-
carse a muestras biológicas obtenidas de animales
o personas o a cultivos bacterianos.
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Categoŕıa Documentos citados Reivindicaciones
afectadas

A US-4358535-A (FALKOW et al.) 09.11.82 1-14
*Todo el documento*

A US-4683202-A (MULLIS) 28.07.87 1-14
*Todo el documento*
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