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Primers utilizados:
REV Fw 5° CAG GCA AACCCT CAG AAGC??
REV Rv 5 GAT GTG GTA ACG CAC ACCAA 3

Amplifican un de 218 pb en REV-1.

Cita: Garcia-Yoldi, D., et al., Multiplex PCR assay for the identification and differentiation of all Brucella
species and the vaccine strains Brucella abortus S19 and RB51 and Brucella melitensis Revl. Clin Chem,
2006. 52(4): p. 779-81.

Bmel Fw 5 TGC CGA TCA CTT AAG GGC CTT CAT 3’
Bmel Rv 5 AAA TCG CGT CCT TGC TGG TCT GA 3’
Amplifican un de 731 pb en REV-1y B. melitensis.

Cita: Bricker, B.J. and S.M. Halling, Differentiation of Brucella abortus bv. 1, 2, and 4, Brucella melitensis,
Brucella ovis, and Brucella suis bv. 1 by PCR. J Clin Microbiol, 1994. 32(11): p. 2660-6.

La mezcla de PCR contiene 200 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, Buffer 1X, 0.5 uM de los
primers REV, 0.1 uM de los primers Bmel, 0.05 U/ ul de Tag ADN polimerasa y 1 ul de
ADN (100-500 ng) en un volumen final de 25 pl.
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pl/tubo

Primer REV F (25mM) 0.5 MIX 24 ul ciclo

Primer REV R (25mM) 0.5 ADN 1yl 95°C 5min

Primer Bmel R (25mM) 0.1 95°C 5min

Primer Bmel R (25mM) 0.1 95°C 30seg X30
dNTPs (10mM) 0.5 64 °C 1min

Buffer (5X) 2,5 72°C 1min

Mg++ (50mM) 1 72°C 5min

H20 18.55

Tag pol (5U/ml) 0.25

Total 24

Nota: Si Ud. usa este protocolo, no olvide citarlo en la bibliografia de la siguiente manera:
Alvarez L. P.; Robles, C.A.- Protocolo de PCR para la deteccion de Brucella melitensis y REV-1.
Comunicacion Técnica, Area Produccion Animal, INTA Bariloche, ISSN 1667-4006.




