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RESUMEN 

Latorre, P. 2008. Optimizaci6n de dos protocolos de la reaccwn en cadena de la 
polimerasa (PCR) para la detecci6n de Listeria monocytogenes. Proyecto de graduaci6n 
del programa de Ingenieria en Agroindustria Alimentarfa, Escuela Agricola 
Panamericana, Zamorano. Honduras. 27p. 

Listeria monocy togenes es una bacteria pat6gena que puede crecer a temperatura de 4 oc y 
pH de 5.0, causa listeriosis y esta asociada con carnicos, lacteos y vegetales. El objetivo 
de este estudio fue optimizar dos protocolos de PCR para la detecci6n de L. 
monocytogenes adaptados a las condiciones del Laboratorio de Biotecnologfa Aplicada, 
Zamorano, Honduras. Se optimizaron los primers LM y MAR que identifican los genes 
hlyA e iap, respectivamente. Se extrajo ADN deL. monocytogenes con buffer de lisis con 
Proteinasa K, y de Escherichia coli ATCC 25922 y E. coli 0157:H7 con buffer PEX 
como controles negativos. Se optimiz6 la mezcla maestra para la amplificaci6n en PCR 
con cada primer. Para el primer LM el volumen de la mezcla maestra fue 45 J.Ll (agua 
destilada y desionizada 27 J.Ll, buffer 6 J.Ll, dNTP's + MgCb 9 J.Ll, primer LMl 1.25 J.Ll, 
primer LM2 1.25J.Ll, Taq polimerasa 0.5 J.Ll) . Para el primer MAR el volumen de la mezcla 
maestra fue de 15 J.Ll (agua destilada y desionizada 8.75 J.Ll, buffer 3 J.Ll, dNTP's + MgCb 1 
J.Ll, primer MARl 1 J.Ll, . primer MAR2 lJ.Ll, Taq polimerasa 0.25 J.Ll). Para ambos 
protocolos la cantidad de ADN muestra fue 5 J.Ll. Se valid6 el funcionamiento de los 
primers aplicandolos en alimentos. Se inocularon muestras de came, leche y lechuga que 
incubaron por 24 horas a 3 7 °C. Se hizo la extracci6n de ADN con buffer PEX. Los 
protocolos resultantes amplificaron solo para las muestras incubadas de lechuga y leche. 
Con este estudio se obtuvo dos protocolos optimizados para la detecci6n de Listeria 
monocytogenes por PCR 

Palabras clave: ADN, hlyA, iap, LM, MAR, primers 
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1. INTRODUCCION 

Listeria monocytogenes es una bacteria gram positiva, aerobia y anaerobia facultativa que 
se encuentra facilmente en el ambiente. Su capacidad para resistir condiciones adversas de 
temperatura y pH la convierten en un pat6geno importante en la industria al imentaria. Sus 
cualidades psicr6trofas la hacen capaz de tolerar temperaturas de refrigeraci6n de hasta 4 
°C; tambien resisten un pH relativamente bajo de hasta 5.0, aunque crecen lentamente. 

Su importancia tambien radica en que es causante de la listeriosis, una grave infecci6n 
producto de la ingestion de alimentos contaminados; que afecta principalmente a 
inmunosuprimidos, mujeres embarazadas y poblaci6n en riesgo como nifios y ancianos. 
Las manifestaciones de la listeriosis incluyen septicemia, meningitis, encefalitis y abortos. 
Su morbilidad no es alta ya que es de 10 casos por rnill6n de habitantes por afio; sin 
embargo, tiene una alta mortalidad, entre el 20 y 30 % de los enfermos con listeriosis 
fallecen. 

En la actualidad muchos productos alimenticios son exportados e importados, y garantizar 
la calidad e inocuidad de estos es imprescindible. Actualmente, los metodos 
convencionales para detectar Listeria monocytogenes requieren de mucho tiempo, entre 5 
y 7 dias, o mas. Como alternativa a estos metodos convencionales han surgido procesos 
altamente precisos y rapidos que se enfocan en la detecci6n de pat6genos a traves de la 
reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles); mediante la cual se 
obtiene millones de copias de un fragmento especifico de ADN caracteristico del 
pat6geno analizado. 

En Honduras no se han hecho estudios previos de ningun tipo con este pat6geno y resulta 
dificil deducir la incidencia de esta bacteria en el pais, ya que los hospitales y centres de 
salud registran a todos los pacientes con problemas gastrointestinales como cuadros 
diarreicos (Centro de Saludo Alonso Suazo, 2008, comunicaci6n personal) 1 

El objetivo de este estudio fue implementar dos protocolos de PCR para la detecci6n deL. 
monocytogenes en la Escuela Agricola Panamericana E.A.P. Zamorano; extrayendo ADN 
de L. monocytogenes a partir de un cultivo puro y tambien ADN de Escherichia coli 
015 7:H7 y E. coli ATCC 25922 para ser usados como controles negatives. Estableciendo 
protocolos de PCR para la detecci6n de Listeria monocytogenes con los primers LM y 
MAR los cuales identifican los genes hlyA e iap, respectivamente. 

1 Centro de Salud Alonso Suazo, 2008. Estudios recientes en Honduras con Listeria monocytogenes 
( entrevista telef6nica). Tegucigalpa. 
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1.1 OBJETIVOS 

1.1.1 Objetivo general 

• Implementar dos protocolos de PCR para la detecci6n de Listeria monocytogenes en 
la Escuela Agricola Panamericana E.A.P, Zamorano. 

1.1.2 Objetivos especificos 

• Extraer ADN de Listeria monocytogenes a partir de un cultivo puro. 

• Extraer ADN de Escherichia coli 0157:H7 y Escherichia coli ATCC 25922 para set 
usados como controles negativos. 

• Establecer protocolos de PCR para la detecci6n de Listeria monocytogenes con los 
primers LM y MAR, que identifican los genes hlyA e iap de Listeria monocytogenes, 
respectivamente. 

• Validar los protocolos obtenidos realizando PCR para muestras de carne, leche y 
lechuga inoculadas con Listeria monocytogenes. 



2. REVISION LITERARIA 

2. 1 Listeria monocytogenes 

Segun Holt et al. (1994), Listeria monocytogenes es una bacteria gram-pos1t1va, no 
esporulada ni encapsulada. Las colonias en agar nutriente poseen un bajo perfil convexo, 
son translucidas, enteras y de color azul grisaceo. Es comunmente encontrada en la 
naturaleza y en el sistema digestivo de animales de sangre caliente incluyendo humanos. 
Es un rnicroorganismo aerobio y anaerobio facultative . Su temperatura optima de 
crecirniento esta entre 30-37 °C. Las cualidades psicotr6picas de este organismo le 
perrniten crecer a temperaturas de refrigeraci6n alrededor de 4 °C, aunque lentamente, por 
lo que es considerada de gran importancia para la industria alimentaria. Si esta presente en 
alimentos y bajo condiciones 6ptimas, esta bacteria puede crecer a un pH bajo de basta 
5.0, a una actividad de agua de basta 0.94 y a una temperatura tan baja como 1 °C. 
(Beckers et al., 1990) 

Cuando los alimentos son almacenados durante largos perfodos de tiempo, la bacteria 
puede alcanzar numeros altamente considerables. Esta asociada con alimentos tales como 
leche cruda, leche fluida pasteurizada, quesos (particularmente variedades blandas­
maduradas), helados, vegetales crudos, embutidos fermentados de carne cruda, cames 
crudas de todos los tipos y pescado ahumado y cocido Hitchins (1998). 

Segun el CDC (2008), la listeriosis es una infecci6n grave causada por comer alimentos 
contarninados con esta bacteria. Recientemente ha sido reconocida como un importante 
problema de salud publica en los Estados Unidos. La enfermedad afecta principalmente a 
personas de edad avanzada, mujeres embarazadas, recien nacidos y adultos con sistemas 
inmunes debilitados. Las manifestaciones de la listeriosis incluyen septicemia, meningitis, 
encefalitis e infecciones intrauterinas en mujeres embarazadas. Los sfntomas 
gastrointestinales como nauseas, v6rnitos y diarrea pueden preceder a formas mas graves 
de listeriosis . El tiempo de latencia para formas graves de la listeriosis es desconocida, 
pero puede variar desde unos pocos dfas a tres semanas. El tiempo de latencia de sfntomas 
gastrointestinales probablemente sea superior a las 12 horas. La dosis infecciosa se cree 
que varfa en funci6n de la cepa y la susceptibilidad de la vfctima. Sin embargo, en 
personas susceptibles, menos de 1000 organismos totales pueden causar la enfermedad. 
La patogenia de L. monocytogenes se centra en su capacidad para sobrevivir y 
multiplicarse en las celulas fagocfticas del hospedero (Hitchins, 1998). 

L. monocytogenes produce una toxina Hamada listeriolisina 0 , que actua como un 
importante factor de virulencia. Se secreta a pH bajo y baja concentraci6n de hierro . 
Cuando es fagocitado , el rnicroorganismo empieza a fabricar la listeriolisina, que se fija al 
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colesterol y rompe la membrana del fagolisosoma. (Oteo y Alos, s.f.). En la invasion 
intestinal por L. monocytogenes tambien participa la proteina p60 la cual es ajena al 
regulador central de virulencia prfA . Se localiza en la superficie bacteriana y resulta 
trascendental para el crecimiento celular. l:uando el gen que codifica para la p60, gen iap, 
es afectado se manifiesta una pequefi.a o nula capacidad para invadir a las celulas 
hospederas (Garza et al., s.f.). 

En los Estados Unidos, se estima que 2500 personas se enferman gravemente de listeriosis 
cada afi.o; de estos, 500 mueren (CDC, 2008). En general, la morbilidad es baja, 10 casos 
por millon; pero la mortalidad es alta, el 30% de los pacientes con listeriosis mueren 
(Beckers et al. , 1990). 

De acuerdo a Hitchins (1998), los metodos de amllisis de alimentos son complejos y 
consumen tiempo; se requiere 24 y 48 horas de enriquecimiento, y el tiempo total para la 
identificacion es de 5 a 7 dias. 

2.2 Acido Desoxiribonucleico (ADN) 

El ADN es un polimero largo y delgado, compuesto de dos cadenas entrelazadas de 
polinucleotidos que forman una doble helice. Cada nucleotide contiene un fosfato, un 
azlicar, y una base nitrogenada. La caracteristica estructural mas importante es el 
apareamiento especifico entre sus cuatro bases complementarias: adenina con timina y 
guanina con citocina. (PIF, 2008). 

Segun Stansfield (1992), en las bacterias la mayor parte de su informacion genetica reside 
en una sola molecula de ADN circular llamada genoforo. La estructura de las bacterias 
aerobias es parecida a la de una mitocondria, ya que esta posee un genoma propio de 
doble helice circular como el de las bacterias (Viklund, 2007). 

2.3 Reaccion en cadena de Ia polimerasa (PCR) 

Tecnica desarrollada por Mullis en 1983 . La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) 
es una tecnica para la duplicacion enzimatica in vitro de fragmentos especificos de ADN. 
(Mullis, s.f.~ citado por PIF, 2008). Para efectuar la reaccion se necesita: una horma o 
molde de ADN, que provee la informacion genetica de interes que desea amplificarse para 
lograr su visualizacion. Se requieren cebadores o primers, que son fragmentos "sinteticos" 
de ADN con una secuencia de bases nitrogenadas conocida que se acoplan a segmentos 
complementarios en las cadenas individuates de ADN. La Taq polimerasa es la enzima 
cataiizadora termoestabie que elonga los cebadores. Las bases nitrogenadas libres estan en 
forma de desoxinucleotidos trifosfatos (dNTP's), y extienden la nueva cadena de ADN 
mediante su acoplamiento a la otiginal por accion de la Taq-polimerasa. Por ultimo se 
necesita el tampon, que es una solucion estabilizadora que contiene iones de potasio y 
magnesia con un pH aproximado de 8.4. El magnesia es union indispensable para que la 
Taq polimerasa pueda catalizar la reaccion. 
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Todos estos elementos se acoplan en- tres fases: desnaturalizacion, acoplarniento y 
elongacion. Durante la primera fase el molde de ADN en una mezcla con los cebadores, la 
Taq polimerasa y las bases nitrogenadas, es sometido a alta temperatura (90-95 oq para 
su completa desnaturalizacion por la ruptura de las uniones de hidrogeno. Durante el 
acoplarniento la mezcla es enfriada (55-72 oq para que los cebadores se unan a la 
secuencia complementaria en cada una de las cadenas de ADN. En la elongacion se 
incrementa la temperatura (72 °C) para que la Taq polimerasa extienda los primers sobre 
la horma de ADN mediante la adicion de las bases nitrogenadas libres, con el fin de 
sintetizar la nueva cadena amplificando las regiones de ADN de interes. Al finalizar el 
proceso se obtienen dos moleculas identicas de ADN. Estas tres fases forman un ciclo de 
PCR y perrniten la multiplicacion exponencial del ADN original. El numero de ciclos 
oscila entre 20 y 35 (PIP, 2008). 

2.4 Electroforesis 

Tecnica empleada para separar acidos nucleicos con masa molecular diferente. Las 
moleculas mas grandes de ADN, mayor a 100 pb, se fraccionan en gel de agarosa (Karp, 
2006). Se utiliza un tampon de carga que es un reactivo compuesto por un colorante, que 
perrnite visualizar la muestra dentro del gel. Los productos amplificados de PCR se 
colocan en el gel en el siguiente orden: escalera molecular, control positivo y control 
negativo. La escalera molecular es una mezcla de ADN de varios tamafios y peso 
molecular, que sirve para comparar la rnigracion de sus bandas con la banda obtenida en 
la amplificacion y deterrninar de esta manera el tamafio de esta ultima. El control positivo 
es el producto de una reaccion de PCR que contiene el ADN amplificado del patogeno en 
estudio y sirve de patron de comparacion para deterrninar si las demas muestras son 
positivas. El control negativo es el producto de una reaccion de PCR que no contiene 
ADN amplificado del patogeno en estudio. 

Para poder visualizar el ADN en el gel de agarosa se utiliza bromuro de etidio que tiene la 
propiedad de intercalarse entre las bases que componen la doble cadena de ADN. El 
complejo que forma el bromuro de etidio con el ADN al momento de ser expuesto a luz 
ultra violeta fluoresce, tomando un color anaranjado (PIP, 2008). 

Entre los genes usados en PCR para la de deteccion de L. monocytogenes estan el hlyA 
(LisA , listeriolysin 0), que codifica la listeriolisina (Mengaud et al. 1 988; citado por 
Aznar y Alarcon, 2001), el iap (protefna asociada a la invasion) (Kohler et al. 1990; 
citado por Aznar y Alarcon, 2001). El elegido con mas frecuencia ha sido el gen hlyA a 
partir del cual la amplificacion de fragmentos de diferentes tamafios se ha generado con 
primers especfficos (Hill, 1996; citado por Aznar y Alarcon, 2001). Estos genes han sido 
mencionados como especfficos para L. monocytogenes despues de haber sido probados, ya 
sea por hibridacion de membrana o PCR (Aznar y Alarcon, 2001). 

Estudios realizados por Manzano y Corni (1997) nos sugieren que los primers MARl y 
MAR2, localizados dentro del gen iap deL. monocytogenes causan la amplificacion de un 
fragmento de 453 pb. Mientras que Border et al. (1990), sugieren que los primers LMl Y 
LM2 localizados en el gen hlyA amplifican un fragmento de 702 pb. 



3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Ubicacion. 

El ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitomejoramiento y Biotecnologia 
Aplicada del Programa de Investigaciones en Frijol (PIF) y el Laboratorio de 
Microbiologia de Alimentos de Ia EAP/Zamorano. 

3.2 Microorganismos utilizados. 

Se utilizo Listeria monocytogenes Ia cual fue donada en medio de cultivo solido por el 
Departamento de Microbiologia de Ia Universidad Nacional Autonoma de Honduras 
(UNAH). Se obtuvo un banco de Ia bacteria para preservarla por mayor tiempo usando el 
metodo de siembra por estria en tubos con medio solido inclinado (Anexo 1 ), se inoculo 
en seis tubos de ensayo de 30 rnl y se mantuvieron a temperatura de refrigeracion de 7°C. 
Se empleo Escherichia coli ATCC 25922 y E. coli 0157:H7 aisladas de estiercol. 

3.3 Condiciones de crecimiento en medio de cultivo solido. 

Para Listeria monocytogenes se preparo un medio de cultivo de agar nutriente de soya 
triptica (Difco) segun el procedimiento sugerido por Ia casa comercial (Anexo 2). Se 
coloco el medio de cultivo esterilizado en seis platos petri y posteriormente se sellaron 
con laminas de parafilm para evitar su contarninacion. Para Ia inoculacion se tomo con un 
asa de siembra el cultivo de Listeria monocytogenes del banco previamente preparado y 
por medio de Ia tecnica de siembra de muestra liquida en placa con asa de Digralsky 
(Anexo 3). Se realizo Ia inoculacion en los platos petri, los cuales se incubaron a 28°C por 
96 horas. Para aislar las E. coli se homogenizo 1 Og de estiercol con 10 ml de agua 
peptonada al 0.1% en un homogenizador. Se inoculo mediante Ia tecnica de ray ado 
(Anexo 4) en medio selectivo Agar MacConkey con sorbitol y se incubo a 37 oc durante 
24 horas. Todo el proceso se realizo bajo condiciones asepticas y siguiendo las normas de 
buenas practicas de seguridad (BPS). 

3.4 Condiciones de crecimiento en caldo nutritivo. 

El caldo nutritivo con extracto de carne (Scott) se preparo segun el procedimiento 
sugerido por Ia casa co mercia! (Difco) (Anexo 5). Se distribuyo Ia mezcla al 2% en 24 
microtubos de 1. 5rnl y se autoclavo a l25°C durante 20 min. Se inoculo Ia bacteria 
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tomando con el asa de siembra las colonias presentes en los platos petri que anteriormente 
se inocularon. Se introdujo el asa en el medio de cultivo en Ia zona central; por cada 
microtubo se deposito una colonia. Todo el proceso se realizo bajo condiciones asepticas. 
Los microtubos se mantuvieron en agitacion por ocho dias a una temperatura ambiente de 
25° c. 

3.5 Extraccion de ADN cromosomal a partir de un cultivo puro. 

Para Ia extraccion de ADN se modifico el protocolo de extraccion con Proteinasa K para 
plantas descrito por Guidet 1994 (Anexo 8); citado por Valadez y Kahl (2000). De 
acuerdo a este autor Ia accion combinada de Ia proteinasa K y el acido etilen-diamino­
tetracetico (EDT A) inhibe o destruye completamente a las nucleasas, que son enzimas que 
catalizan la hidrolisis de enlaces fosfodiester en las moleculas de acidos nucleicos 
(Valadez y Kahl, 2000). Se centrifugo los 24 tubos de 1.5 ml que contenian Ia bacteria a 
14000 rpm durante 10 minutos. Se elimino parte del sobrenadante. Se co loco 50 f..ll del 
liquido restante en un plato de PCR y se afiadio 20.8 f..ll de buffer de lis is a cad a tubo en el 
plato de PCR. Se cubrio con papel cubre plato de aluminio y se introdujo en el 
termociclador (Techne TC-512) a 65° C por 15 minutos, tiempo y temperatura necesarios 
para que actue de forma eficiente la Proteinasa K, y a 95 oc por 10 minutos para 
desnaturalizar el ADN (Guachambala, 2007)_ El ADN para los controles negativos fue 
extraido usando buffer PEX. 

3.6 Cuantificacion de ADN. 

Para la cuantificacion y dilucion del ADN obtenido se siguio los protocolos sugeridos por 
el Manual del Modulo de Diagnostico Molecular del Laboratorio de Fitomejoramiento y 
Biotecnologia Aplicada (Anexo 6 y Anexo 7). Se mezclo 2ml de buffer de cuantificacion 
(10 f..ll solucion para tincion concentrada + 100 ml buffer TNE IX; pH=7.4) con 2 f..ll de 
muestra de ADN. Se empleo un fluorometro Hoefer DyNA Quant 200 TK0-100, A-ex + 
365 nm, A-em + 460 nm, calibrado con ADN estandar concentrado a 100 ng/ml. Las 
mediciones se realizaron a 260 nm y las muestras se diluyeron a una concentracion final 
de 15, 20, 25 y 30 ng/ml. 

3. 7 Condiciones para Ia reaccion de PCR. 

Para la reaccion de PCR se empleo los siguientes reactivos: primers LM1-LM2 y MAR1-
MAR2 (Cuadro 1) los cuales se llevaron a una concentracion final de 1 f..lM y a volumen 
final de 500 f..ll (Anexo 10), buffer PCR 5X Green GoTaq® Flexi Buffer que contiene 
colorante azul el cual migra a Ia misma tasa que un fragmento de ADN de 3-5 kb y el 
colorante amarillo que migra a una tasa mas rapida que los primers ( <50pb ), cloruro de 
magnesio (MgC12), dideo:xinucle6tidos trifosfatos (dNTP's), enzima GoTaq® 
ADN Polimerasa (PROMEGA, 2005) y ADN muestra. El volumen final de la 
reaccion fue 50 f..ll para LM1-LM2 y 20 f..ll para MAR1-MAR2. Como referencia se tomo 
el protocolo sugerido por la casa comercial PROMEGA (Cuadro 4) y el protocolo 
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propuesto por el Dr. Cesar Benito Profesor de la Universidad Complutense de Madrid 
(Cuadro 5). 

Cuadro 1. Descripcion de los primers utilizados. 

Secuencias de Primer 
Orientacion 5' a 3' Gen tamafio (pb) Referenda 

18 LMl : CCT AAGACGCCAATCGAA 
LM2:AAGCGCTTGCAACTGCTC hlyA 18 Border (1990) 

MARl : GGGCTTTATCCATAAAATA 
MAR2: TTGGAAGAACCTTGATTA lap 

Cuadro 2. Perfil termico de PCR para pimer LM. 

19 
18 

Eta pas Temperatura ec) 
Desnaturalizacion inicial 
Desnaturalizacion 
Acoplamiento 
Extension 
Extension final 

94 
94 
50 
72 
72 

Cuadro 3. Perfil terrnico de PCR para primer MAR. 

Eta pas Temperatura ec) 

Desnaturalizacion inicial 95 
Desnaturalizacion 95 
Acoplamiento 46 
Extension 72 
Extension final 72 

Manzano y Comi (1 997) 

Tiempo 
5 min 

30 s I 
45 s ~ 35 ciclos 
45 s J 

5 min 

Tiempo 

'1"Yl;1'l 
-' 1.1.1.11 1 

90s 
} 35 ciclos 80s 

2 min 
7 min 



Cuadro 4. Protocolo referencia para PCR. 

Componente 

5X Green GoTaq® Flexi Buffer 
Soluci6n MgC12, 25 Mm 
PCR Nucleotide Mix, lOmM cada uno 
Primer superior 
Primer inferior 
GoTaq® ADN Polimerasa (5u/jll) 
ADN templete 

Nucleasa libre de agua a 
Fuente: PROMEGA (2005). 

Cuadro 5. Protocolo referencia para PCR. 

Componente 

Agua destilada y desionizada 

Soluci6n Buffer 5X 

dNTP's con MgC12 

Primer superior 

Primer inferior 

Taq Polimerasa 

ADN templete 

Volumen final de mezcla maestrra 

9 

Volumen Final 

10 jll 
2-8 jll 

1 jll 

X 111 
y jll 

0.25 jll 
z jll 

50 Ill 

Concentraci6n final 

lX 
1.0-4.0 mM 

0.2 mM cada dNTP 
0.1-1.0 11M 
0.1-1.0 11M 

1.25 u 
<0.5jlg/50 jll 

Volumen Final 

11 jll 

2 jll 

0.4 jll 

2jll 

2jll 

0.6 jll 

2 jll 

20 Ill 
Fuente: Dr. Cesar Benito Universidad Complutense de Madrid (2008) 2

. 

Cuadro 6.- Perfil de los primers utilizados. 

Secuencias de Primer 
Orientaci6n 5' a 3' 

LMl:CCTAAGACGCCAATCGAA 
LM2:AAGCGCTTGCAACTGCTC 
MARl: GGGCTTTATCCATAAAATA 
MAR2: TTGGAAGAACCTTGATTA 
Fuente: Invitrogen (2008). 

OD's 
9.93 
9.30 
11.36 
10.34 

nanomoles por 
OD 

5.60 
6.16 
5.22 
5.55 

2 Benito, C. 2008. Protocolo sugerido para PCR (correo electr6nico) . Madrid 

ug's 
303.15 
312.32 
343.78 
317.73 
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3.8 Electroforesis de ADN. 

Los ADN obtenidos en las extracciones _y los productos de PCR fueron visualizados en 
geles de agarosa al 1.2% en tampon TBE 0.5X (Tris-HCI, pH 7.5; acido b6rico, EDTA). 
Fueron separados a 80V durante 40 minutos en geles pequefias y 75 minutos en geles 
grandes, tefiidos en una soluci6n 1: 10 bromuro de etidio y agua destilada durante 40 
minutos y fotografiados bajo luz ultravioleta. Como marcador de talla molecular se 
emple6 una escalera molecular de 100 pb de PROMEGA (Anexo 11), y para visualizar Ia 
migraci6n del ADN a traves de la gel de electroforesis se emple6 el blue/orange 6x 
loading dye (G190A) cuya composici6n es 15% Ficoll® 400, 0.03% azul de bromofenol, 
0.03% xileno cianol FF, 0.4% anaranjado G, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) y 50 mM EDT A. 
El xileno cianol migra aproximadamente a 4kb, azul de bromofenol a 300pb y el 
anaranjado G a 50 pb en geles de agarosa de 0.5% a 1.4% en TBE 0.5X. Se us6 una parte 
del compuesto por cada cinco partes de soluci6n de ADN (PROMEGA, 2005). Como 
control negativo para los productos de PCR se utiliz6 ADN de Escherichia coli 0157:H7. 

3.9 Contaminacion intencional de las muestras de alimentos 

Para comprobar el funcionamiento de los protocolos, se inocula con Ia bacteria estudiada 
los siguientes alimentos: leche descremada pasteurizada, carne molida cruda y Iechuga. 
Estos se mantuvieron bajo temperatura de refrigeraci6n a 4 oc. Se modific6 el 
procedimiento sugerido por Pouton et al. (2005). 

Se prepar6 un cultivo madre de Ia bacteria a partir del banco de Listeria monocytogenes 
previamente elaborado. Con un asa de siembra se tom6 un in6culo, se deposito en 90 ml 
de Cal do Universal de Pre-enriquecimiento (Difco) el cual se prepar6 siguiendo las 
recomendaciones de la casa comercial (Anexo 1), y se mantuvo a 37 oc durante 8 horas. 
Se tom6 10 ml de este cultivo y se deposito en 90 ml de un nuevo cal do de pre­
enriquecimiento y se conserv6 a 37 oc durante 24 horas. Se prepar6 diluciones de 10-1, 

10-2, 10-3 y 10-4 con 20 ml del cultivo madre ode diluci6n en 180 ml de agua peptonada al 
0.1%. 

Se tom6 12.5ml de leche descremada pasteurizada y se mezcl6 con 12.5rnl de cada 
diluci6n. Se utiliz6 125 g de Iechuga desinfectada durante 10 minutos en agua clorada y se 
homogeniz6 25 g de esta con 25 ml de cada diluci6n durante 30 segundos en una 
licuadora previamente desinfectada con alcohol puro. Se homogeniz6 10 g de carne cruda 
molida de res con 50 ml de cada diluci6n adecuada de L. monocytogenes durante 30 
segundos en una licuadora previamente lavada con agua esteril y desinfectada con alcohol 
puro. Como control negativo se mantuvo las mismas cantidades por muestra y se 
homogeniz6 con agua peptonada no contaminada. Se incub6 las muestras a 3 7°C por 24 
horas y se tom6 500 ~I del sobrenadante de las muestras incubadas y sin incubar para la 
extracci6n de ADN. 
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3.10 Extraccion de ADN a partir de muestras contaminadas intencionalmente. 

Se sigui6 el protocolo propuesto por la Universidad de Wisconsin y que es utilizado en el 
Laboratorio de Fitomejoramiento y Biotecnologia Aplicada del Programa de 
Investigaciones del frijol (PIF) para la extracci6n de ADN de frijol. 

1. Se agreg6 50 ~ del buffer de extracci6n PEX (Etil Xantogenato de Potasio) a los 
500 f..ll de muestra en un tubo para microcentrifuga eppendorf de 1.5 ml. 

2. Se agreg6 450 f..ll adicionales de buffer PEX, se agit6 el tubo en el vortex y se 
coloc6 los tubos con las muestras en bafio maria a 65 oc durante 30 minutes. 

3. Se centrifug6 la muestra durante 10 min a >14,000 RPM (alta velocidad) usando 
una microcentrifuga 5424, para concentrar los residues de tejido (pellet). 

4. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1. 5 ml limpio. 

5. Se precipit6 los acidos nuclei cos llenando los tubos con una mezcla 6:1 de 
etanol:acetato de amonio 7.5 M. 

6. Se mezcl6 invirtiendo los tubos y se dej6 precipitar por 30 min a temperatura 
ambiente. 

7. Se agit6 los tubos manual mente para romper el precipitado y se peletiz6 los acidos 
nucleicos precipitados centrifugando las muestras a 3,000 RPM (baja velocidad) 
durante 10 min en una microcentrifuga. 

8. Se elimin6 el sobrenadante y se agreg6 a los tubos con los pellets 300 f..ll de 
RNAasa a (concentraci6n de 100 (lg/ml) +buffer TE 0.1X Guntas). 

9. Se agit6 los tubos manualmente y se incub6 en bafio maria a 37 oc por 1 hora. 

10. Se centrifug6 las muestras a >1 4,000 RPM por 1 min para peletizar los residues 
de tejidos remanentes. 

11. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 ml y se 
precipit6 el ADN llenando los tubos con una mezcla 10:1 de etanol: acetate de 
sodio 3M. 

12. Se mezcl6 invirtiendo los tubos y se dej6 precipitar a temperatura ambiente por 30 
mm. 

13. Se agit6 bien los tubos manualmente para romper el precipitado y se centrifug6 
las muestras por 5 min a 3,000 RPM para peletizar el ADN. 

14. Se vaci6 el etanoVacetato de sodio y se lav6 los pellets llenando los tubos con 
70% etanol, se agit6 manualmente. 
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15. Se colect6los pellets centrifugando por 15 segundos a 14,000 RPM. 

16. Se vaci6 el etanol y se sec6 los pellets invirtiendo los tubos sobre papel toalla de 2 
a 3 horas. 

17. Se rehidrat6 los pellets agregando 100111 de buffer TE 0.1X. y para disolverlos se 
coloc6 los tubos en baiio maria a 65 °C durante 15 minutos. 

18. Se almacen6 las muestras de ADN en un congelador y se cuantific6. 



4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 Extraccion de ADN de Listeria monocytogenes con buffer de lisis con Proteinasa 
K 

Seglin Viklund (2007) el ADN de las bacterias es similar al ADN mitocondrial. La 
Proteinasa K fue empleada por Guachambala (2007) para extraer ADN mitocondrial de la 
mosca blanca. Con base en esto se emple6 buffer de lisis con Proteinasa K y se extrajo 
grandes cantidades de ADN deL. monocytogenes (Cuadro 7). 

Cuadro 7. Concentraci6n inicial de ADN deL. monocytogenes a partir de cultivos puros. 

Cf 1=30 ng/ml Cf z=25 ng/ml Cf 3=20 ng/ml Cf4= 15 ng/ml 
Ci Vit Vh Vh Vi4 

Muestra ng/ml ml ml ml ml 
LM1 315 10.53 8.62 6.78 5.00 
LM2 333 9.90 8.12 6.39 4.72 
LM3 477 6.71 5.53 4.38 3.25 
LM4 405 8.00 6.58 5.19 3.85 
LM5 689 4.55 3.77 2.99 2.23 
LM6 437 7.37 6.07 4.80 3.55 
LM7 290 11.54 9.43 7.41 5.45 
LM8 541 5.87 4.84 3.84 2.85 
LM9 457 7.03 5.79 4.58 3.39 
LM10 410 7.89 6.49 5.13 3.80 
LM11 445 7.23 5.95 4.71 3.49 
LM12 214 16.30 13.23 10.31 7.54 
LM13 414 7.81 6.43 5.08 3.76 
LM14 374 8.72 7.16 5.65 4.18 
LM15 571 5.55 4.58 3.63 2.70 
LM16 630 5.00 4.13 3.28 2.44 
LM17 1018 3.04 2.52 2.00 1.50 
LM18 347 9.46 7.76 6.12 4.52 
LM19 160 23.08 18.52 14.29 10.34 
LM20 366 8.93 7.33 5.78 4.27 
LM21 267 12.66 10.33 8.10 5.95 
LM22 401 8.09 6.65 5.25 3.89 
LM23 282 11.90 9.73 7.63 5.62 
LM24 810 3.85 3.18 2.53 1.89 
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4.2 Extraccion de ADN de E. coli 0157:H7 y E. coli ATCC 25922 con buffer PEX. 

Con la extracci6n de ADN de E. coli 0157:H7 y E. coli ATCC 25922 con buffer de 
extracci6n PEX se obtuvo ADN pero en rilenor cantidad (Cuadro 8 y Cuadro 9), ya que el 
buffer PEX no es el recomendado para hacer extracciones de ADN en bacterias. 

Cuadro 8 .- Cantidad de ADN de E. coli 0157:H7 en ng/ml. 

Ci 

Muestra ng/ml 

1 E.coli 0157:H7 14 
2 E. coli 0157:H7 106 

3 E.coli 0157:H7 14 

4 E. coli 0157:H7 36 
5 E.coli 0157:H7 483 

6 E.coli 0157:H7 83 
7 E.coli 0157:H7 93 

8 E. coli 0157:H7 128 
9 E. coli 0157:H7 80 
10 E. coli 0157:H7 470 

11 E.coli 0157 :H7 93 

Cuadro 9.- Cantidad de ADN de E. coli ATCC 25922 en ng/ml. 

Ci 
Muestra ng/ml 

1 E.coli ATCC 25922 13 
2 E. coli ATCC 25922 28 
3 E.coli ATCC 25922 20 
4 E. coli ATCC 25922 42 
5 E.coli ATCC 25922 23 
6 E. coli ATCC 25922 23 
7 E.coli ATCC 25922 18 
8 E. coli ATCC 25922 8 
9 E.coli ATCC 25922 25 
10 E. coli ATCC 25922 11 
11 E.coli ATCC 25922 23 
12 E. coli ATCC 25922 0 
13 E.coli ATCC 25922 30 
14 E. coli ATCC 25922 31 
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4.3 Optimizacion de dos protocolos de PCR para Ia deteccion de Listeria 
monocytogenes 

Se optimizaron 2 protocolos utilizando los primers LM y MAR, con presencia de bandas 
en todas las muestras, lognl.ndose la reduccion en algunos reactivos (Cuadra 10). 

Cuadro 10. Protocolos resultantes. 

Reactivos (J.tl) 

Agua destilada y desionizada (dd H20) 
Buffer 5x (PROl\1EGA) 
dNTP's 
MgC12 
Primer A 
PrimerB 
Taq-polimerasa 
MM 
ADNpuro 
V olumen final 
Primer 
Muestra utilizada 

Repeticiones 

Protocolo 

P6 P16 
27 8.75 
6 " .) 

9 1 
1.25 1 
1.25 1 
0.5 0.25 
45 15 
5 5 
50 20 
LM MAR 

ADN a 30 ng/ml 
3X 

En el ensayo #1 (Cuadra 11) se hizo Ia validacion del marcador LM utilizando ADN puro 
sin diluir. Este marcador amplifico en una banda de 702 pares de bases (Border et a!. 
1990). El protocolo 1 se baso en lo recomendado por PROl\1EGA y Aznar y Alarcon 
(2001). Para deducir todos los protocolos siguientes se manipulo los reactivos de mayor 
coste que son: dNTP's, primers y la enzima Taq polimerasa. En los protocolos P2 y P3 se 
disminuyo la cantidad de primers y Taq polimerasa empleada en Pl. En el ensayo # 1 la 
validacion se logro con los 3 protocolos. En el ensayo # 2 (Cuadra 11) se continuo 
utilizando el primer LM y el protocolo base fue el protocolo 3 del primer ensayo, el cual 
uso la menor cantidad de la enzima Taq polimerasa. Los protocolos P4 a P6 se obtuvieron 
reduciendo la cantidad de los reactivos de interes con base en el protocolo P3. Los 
dNTP's con MgCh se redujeron de 9 ~I a 8 ~1, 7 ~1 y 6.5 ~1. Los primers se redujeron de 
1.25 ~a 1.2 ~1, 1.15 ~1 y 1.1 ~1. La Taq polimerasa se redujo de 0.5 ~1 a 0.4 ~1, 0.35 ~1 y 
0.3 ~1. Se uso ADN muestra a concentraciones de 15, 20, 25 y 30 ng/ml. Todos los 
protocolos del ensayo #2 con ADN a 30 ng/ml amplificaron la banda de 702 pb. 



16 

Cuadro 11. Protocolos realizados en los· ensayos #1 y #2 para el primer LM. 

Reactivos (~I) Ensa~o #1 Ensa~o#2 

P1 P2 P3 P3 P4 P5 P6 
1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x 

ddH20 27 27 27 27 20 20 20 
Buffer 5x (PROMEGA) 6 6 6 6 13 13 13 
dNTP's 
MgC12 8 9 9 9 8 7 6.5 
Primer A 1.5 1.15 1.25 1.25 1.2 1. 15 1.1 
Primer B 1.5 1.15 1.25 1.25 1.2 1.15 1.1 
Taq-polimerasa 1 0.7 0.5 0.5 0.4 0.35 0.3 
MM 45 45 45 45 43.8 42.65 42 
ADNpuro 5 5 5 5 6.2 7.35 8 
Volumen final 50 50 50 50 50 50 50 
Muestra utilizada ADN puro ADN a 30, 25, 20, y 15 ng/ml 
Repeticiones 3x 3x 

Primer LM 

En el ensayo #3 (Cuadro 12) el protocolo base, P7, se tom6 segun el protocolo P1 y lo 
recomendado por PROMEGA. Los protocolos P8 y P9 se obtuvieron dividiendo todos los 
reactivos usados en P7 en 2 y 3 partes, respectivamente. Para estos protocolos el cloruro 
de magnesia (MgCb) y los dNTP' s se colocaron en forma separada. El protocolo PlO fue 
cortesfa de la Universidad Complutense de Madrid. Se realiz6 la electoforesis en gel de 
agarosa al 1.2% en TBE 0.5X tefiido en soluci6n 1:10 bromuro de etidio en agua 
destilada. Se utiliz6 los marcadores LM y MAR. con ADN de L. monocytogenes a 30 
ng/ml. Las muestras se colocaron en la siguiente manera: celda 1: escalera molecular 100 
pb (PROMEGA), celdas 2-4: protocolo P7 con marcador LM; celdas 5-7: protocolo P7 
con marcador MAR, celdas 8-10: protocolo P8 con marcador LM, celdas 11-13 : 
protocolo P8 con marcador MAR, celdas 14-16: protocolo P9 con marcador LM, celdas 
17-19: protocolo P9 con marcador MAR, celdas 20-22: protocolo P10 con marcador LM, 
celdas 23-25 : protocolo P10 con marcador MAR. Solo amplific6 el protocolo P10 con el 
marcador MAR una banda de 453 pb (Manzano y Corni, 1997) (Figura 1). 

Para el ensayo #4 (Cuadro 12) se us6 el marcador LM. Se obtuvo P11, P12 y P13 
modificando P7, P9 y P10 respectivamente. En el protocolo Pllse us6 dNTP's con 
MgCb. En P12 se disrninuy6 la cantidad de dNTP's utilizada de 1.35 111 a 0.35 111; en P13 
el MgCb y los dNTP' s se colocaron en soluciones diferentes y se disrninuy6 la cantidad 
de primers ala rnitad. En este ensayo ningun protocolo amplific6. 
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Cuadro 12. Protocolos realizados en los-ensayos #3 y #4 para los primers LM y MAR. 

Reactivos (f.ll) Ensayo#3 Ensayo#4 

P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 
(P7/ 2) (P7/ 3) (P. sugerido) (P7) (P9) (P10) 

1x 1x 1x 1x 1x 1x 1x 
dd H20 27.75 13.87 9.25 11 27.75 9.25 11 

Buffer 5x 
(PRO MEGA) 10 5 3.35 2 14 4.7 2 
dNTP's 4 2 1.35 0.35 0.4 
MgC12 1 0.5 0.35 0.4 1 3 2 
Primer A 1 0.5 0.35 2 1 0.35 1 

Primer B 1 0.5 0.35 2 1 0.35 1 
Taq-polimerasa 0.25 0.13 0.09 0.6 0.25 0.09 0.6 
MM 45 22.5 15.09 18 45 18.09 18 
ADN puro 5 2.5 1.6 2 5 1.6 2 
Volumen final 50 25 16.69 20 50 19.69 20 
Muestra utilizada ADN a 30 ng/ml 
Repeticiones 3x 

Primer LMyMAR LM 

1 2 3 4 5 "' 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18. 19 .20 21 22 23 24 25 

Figura 1. Amplificaci6n de los productos de PCR de los protocolos P7 a PlO usando los 
marcadores LM y MAR. 
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En el ensayo # 5 (Cuadro 13), se utilizo ambos marcadores, LM y MAR. El protocolo 
base, P14, se modifico seglin el ultimo protocolo amplificado que fue P10. Desde P14 a 
Pl6 se uso 1 Ill de dNTP's con MgCb, los primers se redujeron de 1.5 Ill a 1.3 Illy 1 Ill, 
respectivamente. Desde Pl7 a P19los dNTP's y el MgC}z se usaron en forma dividida, los 
primers se disminuyeron de 2 Ill a 1.5 Illy 1.3 Ill. Para los seis protocolos se empleo 0.25 
Ill de Taq polimerasa. Solo los protocolos con el marcador MAR amplificaron Ia banda 
respectiva de 453 pb. 

En el ensayo #6 (Cuadro 13) solo se probo el marcador LM. El protocolo base fue el 
protocolo P6 que resulto positivo para este primer con Ia menor cantidad de reactivos. Se 
obtuvieron P21 y P22 disminuyendo los dNTP's con MgC}z de 9 Ill a 6 !ll, los primers se 
redujeron de 1.25 Ill a 1 Illy Ia Taq polimerasa se disminuyo de 0.5 Ill a 0.4 Ill y 0.3 Ill. 
Solo amplifico P6 en Ia respectiva banda de 702 pb. 

Cuadro 13. Protocolos realizados en los ensayos #5 y #6 para los primers LM y MAR. 

Reactivos {~I) Ensa;yo #5 Ensa;yo # 6 

P14 PIS p 16 P17 P18 P19 P6 P21 p 22 

lx lx lx lx lx lx 1x lx 1x 
ddH20 9.75 10.15 8.75 9.75 10.75 11.15 27 13.6 12.7 . 
Buffer Sx (PROMEGA) 3 3 3 4 5 5 6 3 2 
dNTP's 3 2 2 
MgCI2 1 1 1 1 1 1 9 6 6 
Primer A 1.5 1.3 1 2 1.5 1.3 1.25 1 1 
Primer B 1.5 1.3 1 2 1.5 1.3 1.25 1 1 
Taq-polimerasa 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.5 0.4 0.3 
MM 17 15 17 22 22 22 45 25 23 
ADNpuro 5 5 5 3 3 3 5 5 5 
Volumen final 22 20 22 25 25 25 50 30 28 
Muestra utilizada ADN a 30 ng/ml 
Repeticiones 3x 
Primer LMyMAR LM 

Se realizo la electoforesis de los protocolos que amplificaron las bandas esperadas con la 
menor cantidad de reactivos. Se utlizo gel de agarosa al 1.2% en TBE O.SX tefiido en 
solucion 1: 10 bromuro de etidio en agua destilada. El mar cad or LM con el protocolo P6 
amplifico una banda de 702 pb y el marcador MAR con el protocolo P16 amplifico una 
banda de 453 pb. Se utilizo ADN deL. monocytogenes a 30 ng/ml y ADN de E. cob 
ATCC 25922 como control negativo. Las muestras se colocaron en la siguiente manera: 
celda 1: escalera molecular 100 pb (PROMEGA), celdas 2,3 y 4: protocolo P6 con el 
marcador LM, celdas 4 y 6: E. coli ATCC 25922 como control negativo para el marcador 
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LM, celdas 7-9: protocolo P16 con marcador MAR, celdas 10 y 11: E. coli ATCC 25922 
como control negativo para el marcador MAR, celdas 12-14: protocolo P16 con el 
marcador MAR (Figura 2). 

Figura 2. Amplificaci6n de los productos de PCR de los protocolos P6 para el marcador 
LM y P16 para el marcador MAR. 

Se valid6 el protocolo P6 para el marcador LM utilizando alimentos intencionalmente 
inoculados, ADN de L. monocytogenes a 30 ng/rnl y ADN de E. coli 0157:H7 como 
control negativo. Se realiz6 electoforesis en gel de agarosa al 1.2% en TBE 0.5X tefiido 
en soluci6n 1: 10 bromuro de etidio en agua destilada. Las muestras se ubicaron de la 
siguiente manera: celda 1: escalera molecular 100 pb (PROMEGA), celdas 2-9: protocolo 
P6 con el marcador LM que amplifica una banda de 702 pb, celda 10: E. coli 0157:H7 
como control negativo, celdas 11-13: carne, leche y Iechuga contarninadas con L. 
monocytogenes e incubadas por 24 horas (Figura 3). 
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700pb 

Figura 3. Validaci6n del protocolo P6 para el marcador LM con alimentos 
intencionalmente inoculados. 

Se valid6 el protocolo P16 para el marcador MAR utilizando alimentos intencionalmente 
inoculados, ADN de L. monocytogenes a 30 ng/ml y ADN de E. coli 0157:H7 como 
control negativo. Se realiz6 electoforesis en gel de agarosa al 1.2% en TBE O.SX tefiido 
en soluci6n 1:10 bromuro de etidio en agua destilada. Las muestras se ubicaron de la 
siguiente manera: celda 1: escalera molecular 100 pb (PROMEGA), celdas 2-9: protocolo 
P16 con el marcador MAR que amplifica una banda de 453 pb, celda 10: E. coli 0157:H7 
como control negativo, celdas 11-13: came, leche y lechuga contarninadas con L. 
monocytogenes e incubadas por 24 horas (Figura 4). 
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Figura 4. Validaci6n del protocolo P16 para el marcador LM con alimentos 
intencionalmente inoculados. 



5. CONCLUSIONES 

• El buffer de lisis con Proteinasa K permiti6 la obtenci6n de ADN de Listeria 
monocytogenes a partir de cultivos puros. 

• El buffer PEX permiti6 la extracci6n de ADN de Escherichia coli 0157:H7 y 
Escherichia coli ATCC 25922 que fueron usados como controles negativos en la PCR 
de los marcadores LM y MAR. 

• Se establecieron protocolos para la detecci6n de Listeria monocytogenes optimizando 
el uso de reactivos para los marcadores LM y MAR que identifican los genes hlyA e 
iap deL. monocytogenes, respectivamente. 

• Se valid6 los protocolos para los primers LM y MAR con muestras de leche y lechuga 
inoculadas con Listeria monocytogenes e incubadas por 24 horas a 3 7 oc. 



6. RECOMENDACIONES 

• Optimizar protocolos de extracci6n de ADN en alimentos. 

• Aplicar los protocolos obtenidos en un muestreo aleatorio en supermercados y 
otras plazas distribuidoras de alimentos. 

• Optimizar protocolos de detecci6n molecular para otras bacterias pat6genas de 
alimentos. 

• Realizar un amilisis de costos de los reactivos y materiales para implementar 
diagn6stico molecular en el laboratorio de microbiologia de la carrera de 
Agroindustria Alimentaria .. 

• V ali dar la PCR realizada mediante la inoculaci6n de L. monocytogenes en medios 
de cultivo selectivos. 
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Anexo 1. Siembra por estria en tubos con medio solido inclinado 

Con el asa de siembra se afiade al tubo una cantidad de muestra realizando movimientos 
ascendentes en zig-zag. Este metodo es -utilizado para conservar cepas durante largos 
periodos, asi como para la realizacion de ciertas pruebas bioquimicas. 

Anexo 2. Preparacion de Agar de soya triptica (Difco modificado) 

1.- Suspender 40 g del polvo en IL de agua destilada y desionizada 
2.- Dejar reposar por 5 min 
3.- Calentar la solucion a 70° C durante 5 min, agitando frecuentemente para disolver 
completamente el polvo. 
4.- Aforar la mezcla a 1 litro utilizando un balon volumetrico a una concentracion 
final de 4%. 
5.- Distribuir la solucion en 2 frascos de erlenmeyer de 500 ml. 
6.- Autoclavar a 125°C durante 20 min 

Anexo 3. Siembra de muestra liquida en placa con asa de Digralsky 

Consiste en distribuir la muestra de manera uniforme por la superficie del medio de 
cultivo contenido en la placa. Para ello adicionamos al medio solido un inoculo liquido 
con la pipeta graduada, y posteriormente se extiende con el asa de Digralsky. Se utiliza 
para el recuento de viables y antibiogramas. 
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Anexo 4. Aislamiento en estria multiple (tecnica de rayado) 

1. Tomar el in6culo y depositarlo en el extrema superior. Extender en la parte 
superior solamente. 

2. Flamear y girar ligeramente la placa continuando con el proceso anterior. 
3. Repetir la operaci6n 4 o 5 veces. El resultado son colonias cada vez mas separadas 

como consecuencia de que cada vez se va arrastrando y separando mas la muestra. 

Anexo 5. Preparaci6n BBL TM Extracto de came de vacuno en polvo (Difco modificado) 

1. Suspender 0. 72g del polvo en 3 6ml de agua destilada y desionizada 
2. Dejar reposar por 5 min 
3. Calentar la soluci6n a 70° C durante 5 min, agitando frecuentemente para disolver 

completamente el polvo. 

Anexo 6. Cuantificaci6n de ADN 

1. Colocar 2 ml de buffer de cuantificaci6n en un recipiente cubico (cuvette) limpio y 
calibrar el fluor6metro a cero. 
2. Agregar 2 f.!l de muestra de ADN al buffer cuantificador. 
3. Mover ligeramente el cubo para mezclar la muestra. 
4. Colocar el cubo en la celda del fluor6metro y leer la concentraci6n de ADN en 
ng/ml. 
5. Vaciar el cubo, enjuagarlo con agua destilada, y airearlo un poco, antes de colocar 
la siguiente muestra. 
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Anexo 7. Dilucion de ADN (15, 20, 25 y 30 ng/ml) por el metodo de lade la Universidad 
de Wisconsin, UW - Madison (modificado) . 

1. Agregar 100 f..l.l de buffer TE 0.1 X+ Tartrazine en plates con fondo redondeado 
TM 

(Microplate 96, Polypropylene, MJ Research, INC.). 
2. Agregar el volumen inicial de la muestra de ADN extraido del medio de cultivo, 
estimado mediante la formula: Vi= 3000 I Ci- 30. 

Ci * Vi= Cf * Vf 
Ci * Vi = Cf ( v TE + Vi ) 
Ci *Vi= Cf* VTE+ Cf* Vi 
Ci * Vi - Cf * Vi = Cf * v TE 
Vi ( Ci- Cf) = Cf* VTE 

Formula general de dilucion ADN--v.i = ( Cf * V TE) I ( Ci - Cf) 
Vi = ( 3 0 * 100 ) I ( Ci - 3 0 ) 

Formula diluci6n ADN (30 ngl f..l.l) Vi= 3000 I ( Ci- 30) 

Donde: 
Vi = Volumen del ADN Stock para adicionar a 100 f1.l 
de buffer TE para hacer una solucion a 30 nglf..l.l 
Ci = concentracion inicial (nglml) 
Vi = volumen inicial (f..l.l) 
Cf= concentracion final (ng/ml) 
Vf= volumen final (f..l.l) 
VTE = volumen de buffer TE (f..l.l) 

3. Cubrir las celdas del plato con tapa selladora, y almacenarlo en el congelador. 
4. Repetir el proceso para las otras diluciones. 

Anexo 8. Protocolo para extraccion de ADN con Proteinasa K. 

1. Moler fragmentos de hoja de aproximadamente 1 cm2 (provenientes de material 
fresco y liofilizado ), con un pistilo delgado en un tubo eppendorf y adicionar 100 
f..l.l del amortiguador de extraccion. 

2. Incubar la suspension a 50 oc por una hora y diluir con 150 f..l.l de agua bidestilada 
( el extracto puede congelarse a -80 oc en este estado ). 

3. Incubar 20 f..l.l del extracto con 80 f..l.l de ARNasa A (125 f..1.g/ml en agua bidestilada) 
y hervir en bafio de agua por 5 minutes. 

4. Enfriar a temperatura ambiente, remover 10 f..l.l y diluir com 240 f..l.l de agua 
bidestilada. 

5. Remover 5 f..l.l de este extracto y usarlo directamente para la PCR. 



29 

Anexo 9. Reactivos usados para la extracci6n de ADN de Listeria monocytogenes. 

Concentracion Inicial 

0.5M EDTA-8.0 
1M Tris-HCl pH-8.0 
Nonident P-40 
Proteinasa K 
dH20 
Total 

Concentracion Final 

0.5mM 
5mM 
0.50% 

1.0 mg/ml 

Fuente: Brown 2007 citado por Guachambala, 2007. 

Anexo 10. Rehidrataci6n de primers. 

1. Encontrar la concentraci6n inicial de los primers en f..LM: 

Volumen de lml 

1 f..Ll 

5 f..ll 

5 f..ll 
0.001 g 

989.0 f..Ll 
lOOOf..Ll 

• Multivficar el valor de OD por el valor de nanomol por OD, estos valores son 
caracteristicos de cada primer. El valor resultante es la cantidad de nanomoles en 
el pellet del primer. 

• Este resultado dividir para el valor de ug' s (Ill de agua). Se obtienen nanomo1es 
por f..Ll. 

• Convertir a picomoles/f..Ll :::::: f..LM. 
2. Reemplazar en la ecuaci6n CiVi=CNf para conocer el volumen inicial de primer 

rehidratado que se va depositar en 500 f..Ll de agua destilada y desionizada. 
Sabiendo que la concentraci6n final buscada es de 1 f..LM. 



Anexo 11. Escalera molecular de 100 pb (PROMEGA, 2007) . 
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Anexo 12. Preparaci6n Difco TM Caldo Universal de Preenriquecimiento. 

1. Suspender 38g del polvo en 1000ml de agua purificada. Mezclar completamente. 
2. Autoclavar a 121 oc por 15 min. 




