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RESUMEN

Con el objeto de comparar la técnica de PCR múltiple con el
método microbiológico comercial para la determinación de la
presencia de Listeria spp. y Listeria monocytogenes en alimen-
tos, se llevó a cabo un muestreo en una planta procesadora de
cerdas de descarte ubicada en Estados Unidos de Norteaméri-
ca (EUA). A 160 cerdas sacrificadas, se le tomaron muestras
de ganglios sub-ilíacos, ganglios ileocecales, contenido cecal
e hisopado de la superficie de las canales. Adicionalmente se
tomaron muestras del ambiente de la planta y de cortes de
carne. Un total de 708 muestras se procesaron con ambas téc-
nicas. Mediante técnicas microbiológicas, el 5,2% resultaron
positivas a Listeria spp. y el 0,14% a L. monocytogenes. Me-
diante la técnica de PCR 4,1% resultaron positivas a Listeria
spp. y 0,85% positivas a L. monocytogenes. No se observó di-
ferencias significativas (P � 0,05) entre estos valores. Se de-
terminó una incidencia del 1,9% de Listeria spp. en los hisopa-
dos de la superficie de las canales de las cerdas evaluadas.
Por otro lado, se identificó L. monocytogenes, en el 5% de las
muestras de cortes de carne. En relación a los ganglios, los
sub-ilíacos presentaron 6,3% de incidencia a Listeria spp. y de
1,3% a L. monocytogenes no encontrándose en ganglios ileoce-
cales. Para el contenido cecal la incidencia a Listeria spp. fue
de 19% y para L. monocytogenes fue de 2,5%. En el ambiente
el 4,2% de las muestras resultaron positivas a Listeria spp. y
ninguna a L. monocytogenes. Al comparar los resultados logra-
dos entre ambas técnicas no hubo diferencia significativa entre
los valores obtenidos con las muestras de los hisopados de las
canales y la de los ganglios ileocecales. Si hubo diferencia sig-
nificativa entre los resultados de contenido cecal

P = 0,0168 < 0,05 y de los ganglios sub-ilíacos P = 0,0038
< 0,05. La utilización de la técnica de PCR múltiple, permitió
que los resultados se obtuvieran en 8 h, luego del segundo pe-
ríodo de enriquecimiento de cada muestra, y con el método
microbiológico convencional el procedimiento tomó 8 días. La
incorporación de la metodología molecular en el proceso de
verificación del status microbiológico en la industria de alimen-
tos, resulta una mejora para la efectividad y la dinámica en los
sistemas de seguridad alimentaria.

Palabras clave: Cerdos, Listeria spp., L. monocytogenes,
PCR múltiple, seguridad alimentaria, HACCP.

ABSTRACT

Listeria spp. and Listeria monocytogenes presence in a cull
sows processor plant in USA, was evaluated by and PCR mul-
tiplex method. 160 cull sows were surveyed after slaughter.
Samples were collected from sub-iliac node, iliocecal node, ce-
cal content and carcass swabs. Additionally samples were
taken from environment plant and from raw meat ready to be
processed. A total of 708 samples were processed. Using tra-
ditional microbiology method were found 5.2% of samples
positive to Listeria spp. and 0.14% to L. monocytogenes. With
PCR multiplex 4.1% were positive to Listeria spp. and 0.85% to
L. monocytogenes. There was not significant difference
(P � 0.05) in the results obtained with PCR multiplex and tradi-
tional microbiology procedures. In relation with the raw material
that leaves the slaughter area to be processed inside the same
plant, Listeria spp. was observed in 1.9% swabs carcass, and
5% of raw sow meat sampled. Listeria spp. was identified in
6.3% and L. monocytogenes in 1.3% of subiliac nodes. It was
not any iliocecal node positive to Listeria. Samples supposedly
related with the infection source in the process plant, cecal
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content sample were 19% positive to Listeria spp. and 2.5% to
L. monocytogenes. Environmental samples were 4.2% positive
to Listeria spp. There were not differences between the con-
ventional microbiology procedure and PCR multiplex technique
for this pathogen when carcass swabs and ilicecal node were
evaluated with both techniques. Differences were observed be-
tween the samples from cecal content and sub-iliac node
P = 0.0168 < 0.05 and P = 0.0038 < 0.05 respectively. With the
PCR multiplex technique, results were obtained in 8 hours after
the second enrichment culture period of the each sample. With
traditional microbiological it took 8 days. The incorporation of
molecular methodology in the verification process for microbio-
logical controls in the food industry, would allow an important
improvement of the effectiveness and dynamics in the food
safety systems implanted at the food industries.

Key words: Cull sows, Listeria spp., L. monocytogenes, PCR
multiplex, food safety, HACCP.

INTRODUCCIÓN

Listeria monocytogenes es un patógeno oportunista re-
lacionado con las enfermedades transmitidas por los alimen-
tos (ETA), el cual también afecta a los animales [17]. Desde
1911 los científicos han conocido de la infección en animales,
por Listeria, y en 1.929 fue detectado el primer caso en hu-
manos [33]. Hace veinte años se desconocía que este pató-
geno podía ser transmitido por los alimentos. Esto cambió
cuando en los Estados Unidos ocurrieron los brotes de 1981
y 1985, los cuales fueron causados por la ingestión de ali-
mento contaminado con Listeria monocytogenes. En 1985 el
alimento implicado fue queso blando mexicano, hecho con le-
che sin pasteurizar [30]. A nivel mundial L. monocytogenes
ha sido descrito como uno de los principales y más severos
patógenos transmitidos por los alimentos [6, 10]. Es una bac-
teria Gram (+), no formadora de esporas. Su motilidad es de-
bida a un flagelo polar, y puede crecer a temperaturas entre 0
y 42°C, aunque son eliminadas por medio de la pasteuriza-
ción. También puede ser cultivada de medios con un amplio
rango de pH, preferiblemente a pH neutro, por lo que puede
encontrarse contaminando una gran variedad de alimentos
[6, 15, 18]. Este género está dividido en 8 especies de las cua-
les sólo L. monocytogenes es considerada como un peligro
para el hombre cuando se encuentra en los alimentos. Esta
especie está subdividida en serotipos, siendo de importancia
epidemiológica para los humanos la especie L. monocytoge-
nes con serotipos conocidos como 1/2a, 1/2b y 4b. [7, 15, 29].
Todas las especies han demostrado ser positivas a la reacción
de la esculina, produciendo en estos medios un halo negro al-
rededor de las colonias, las cuales además se presentan como
colonias lisas, convexas blancas con aspecto de vidrio rayado
y con un diámetro de entre 1 y 2,5 mm [1] (FIG. 2).

Entre los síndromes clínicos asociados a listeriosis se in-
cluye la sepsis e infección localizada de los huesos, articula-

ciones, ojos, endocardio, cordón espinal, peritoneo y vesícula.
Otras dos manifestaciones o síndromes propios y atribuibles
son la meningoencefalitis y la granulomatosis infantiséptica
[29].

Grandes esfuerzos en materia de prevención se han ve-
nido realizando para el control de las enfermedades transmiti-
das por los alimentos (ETA) por parte de la industria y de las
agencias Federales de los Estados Unidos de América [1]. El
departamento encargado de los servicios de inspección y de
seguridad alimentaria de EUA (Food Safety and Inspection
Service, FSIS) reporta en el año 2001, que la prevalencia de L.
monocytogenes en canales y carne molida de cerdos, fue de
7,4%. Para el Departamento de Salud Pública de los Estados
Unidos, la presencia de L. monocytogenes como ETA es de
gran importancia, en los alimentos procesados listos para el
consumo (Ready to eat food). La presencia de cualquier espe-
cie de Listeria en un alimento procesado, es indicativo de que
su eliminación no fue llevada a cabo de forma efectiva durante
el procesamiento del alimento [15]. En Europa, según la direc-
triz 92/46/EC, L. monocytogenes no debe estar presente en 25
g de queso blando y los hallazgos positivos llevan a un repro-
cesamiento del producto. Así mismo, en EUA y Canadá tienen
establecido dentro de su legislación la “Cero tolerancia” para
este patógeno. En función a dicha legislación, para este agen-
te en alimentos como leche y productos cárnicos, técnicas rá-
pidas y altamente sensibles son necesarias para ser imple-
mentadas en su control a nivel de la industria, previos a la libe-
ración de estos productos a los consumidores. La implementa-
ción de nuevos métodos es necesaria ya que las técnicas mi-
crobiológicas convencionales toman de 5 a 7 días para la de-
tección e identificación del género Listeria y especie L. mo-
nocytogenes [23, 28]. Dentro del género Listeria, la L. innocua
es detectada en los alimentos con mayor frecuencia que L.
monocytogenes, y crece más rápido en medios de enriqueci-
miento selectivo. Esto pudiera permitir la obtención de presun-
tos falsos positivos, especialmente cuando crecen en medios
en los cuales no se puede observar diferencias entre L. mo-
nocytogenes y las otras especies [16, 22].

El avance de la biotecnología ha permitido el desarrollo
de nuevos métodos para la detección de este microorganismo
en alimentos, los cuales proporcionan ventajas en cuanto a la
eficiencia, sensibilidad y disminución del tiempo de detección.
Estos métodos rápidos, por estar basados en la determinación
de ácidos nucleicos, tienen la potencialidad de ser altamente
específicos, y de determinar entre organismos muy cercana-
mente relacionados genéticamente. Tal es el caso de la técni-
ca de Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR), una tecno-
logía molecular de amplificación in vitro del ADN [2], que se
utiliza ampliamente hoy en día como un método rápido de
diagnóstico, mediante el cual es posible obtener al mismo
tiempo, la identificación de diferentes características genotípi-
cas, como por ejemplo género y especie [24, 25].

Mediante estudios experimentales, realizados con la téc-
nica de hibridación de ADN/ADN, se identificaron 5 grupos ge-
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nómicos en Francia: L. monocytogenes, L. ivanovii (responsa-
ble de abortos en animales), L. innocua, L. welshimeri y L. se-
eligeri [18]. Se destacó que solo L. monocytogenes es la espe-
cie reconocida como patógena en humanos [15].

Estudios epidemiológicos han determinado que esta
bacteria entra en la cadena de los alimentos por medio de los
animales utilizados para el consumo humano, los cuales, ac-
tuando como reservorios y fuentes de infección, la introducen
al ambiente por medio de la leche o sus heces.

Contaminaciones cruzadas por manejos impropios e ina-
decuada cocción de los alimentos contribuyen a la instaura-
ción de una infección por este patógeno en humanos [3].

La resistencia de Listeria spp. a diferentes tipos de con-
diciones ambientales, hace que su control en los procesos de
elaboración de alimentos sea cada vez mas difícil. Esta bacte-
ria representa uno de los principales patógenos relacionado
con las ETA en los Estados Unidos. En Venezuela estudios re-
cientes detectaron L. monocytogenes en atún fresco [20]. A ni-
vel mundial son variados los grupos de alimentos que han sido
implicados en brotes, teniendo entre ellos las carnes, los pro-
ductos lácteos, los productos del mar y vegetales.

La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), con
su variante múltiple, es una técnica que ofrece la posibilidad
de determinar la presencia de Listeria spp. y verificar la espe-
cie de L. monocytogenes al mismo tiempo, reduciendo el
tiempo de detección y aumentando la especificidad del diag-
nóstico. En la PCR múltiple se tiene la ventaja de poder am-
plificar secuencias que codifiquen por ejemplo, diferentes ge-
nes de una misma especie o de diferentes especies a la vez,
lo que implica reducción de tiempo y del costo de la reacción
[13].

Los objetivos de este trabajo fueron:

– Evaluar la presencia de Listeria spp. y L. monocytoge-
nes en cerdas eliminadas como reproductoras (Cull
sows) beneficiadas en un matadero utilizando las técni-
cas microbiológicas tradicionales solas o en combina-
ción con la técnica de la PCR, con su variante múltiple,
con el propósito de establecer el grado de beneficio que
pudiera aportar a las industrias procesadoras de alimen-
tos, la utilización de dicha técnica, versus a la metodolo-
gía convencional en el diagnóstico de Listeria spp. y L.
monocytogenes.

– Determinar la incidencia de Listeria spp. y L. monocyto-
genes, en la superficie de las canales de cerdas, cortes
de carne y ambientes de un matadero especializado en
el sacrificio y procesamiento de sus carnes, establecer el
grado de beneficio que pudiera aportar a las industrias
procesadoras de alimentos. Igualmente, evaluar diferen-
tes procedimientos para la extracción del ADN de Liste-
ria spp. y las condiciones de riesgo sanitario relacionado
con la cepa patógena de Listeria.

MATERIALES Y MÉTODOS

El estudio se llevó a cabo en un matadero dedicado al
sacrificio exclusivo de cerdas ubicado en el poblado de Water
Town, del estado de Wisconsin-EUA. La planta tiene un sacrifi-
cio promedio de 500 cerdas por día, cuyas carnes eran en su
totalidad procesadas en la misma planta, para la obtención de
diferentes tipos de chorizos y salchichas.

Diseño de recolección de muestras

El tamaño de la muestra fue obtenido con ayuda del pro-
grama estadístico WINEPISCOP [9]. Para la obtención de la
misma fueron considerados los siguientes valores en la opción
del programa tamaño de la muestra:

– Tamaño de la población en estudio 2000 cerdas.

– Nível de confianza de 95%.

– Error aceptado 5%.

– Prevalencia estimada 12%.

El programa arrojó un tamaño de muestra de 151, el
mismo fue llevado a 160 cerdas muestreadas.

Los procedimientos estadísticos se llevaron a cabo apli-
cando para ello el estadístico Z corregido, prueba de dos co-
las.

El muestreo se llevó a cabo cada dos semanas. Cada
día de toma de muestra se muestrearon 40 cerdas, evaluándo-
se un total de 160 cerdas. Se consideró cuatro tipos de mues-
tras en cada una de las cerdas: ganglio ileocecal, ganglio sub-
iliacos, hisopado (por medio de esponjas estériles) de la su-
perficie de la canal, y contenido cecal.

Para evaluar el ambiente de trabajo se tomaron cada día
de recolección, 12 muestras del ambiente, correspondientes a
superficies del lugar de faenado (mesa de trabajo, piso, pared
y correa transportadora de las vísceras). Igualmente se colec-
taron 5 muestras de cortes de carne de la sala de desposte,
durante los cuatro días, para un total de 48 muestras del am-
biente y 20 de carne.

Toma de muestra: Se conformaron tres equipos de tra-
bajo, uno para tomar muestras de ganglios sub-ilíacos, otro
para los ganglios ileocecales y contenido cecal, y un tercer
equipo para la toma de las muestras de carne, ambiente e hi-
sopado de la canal. Cada día, las 40 cerdas eran muestreadas
en dos lotes de 20 cerdas, seleccionadas de forma consecuti-
vas lo que permitió una mejor identificación y correspondencia
entre las muestras. El muestreo comenzaba tomando las pri-
mera 20 cerdas, a partir de las 6:00 a.m., al iniciar la matanza
en la planta. Posteriormente, luego de un período de espera,
se reiniciaba la toma de muestras a las 9:00 a.m. con las 20
cerdas restantes. La recolección de las muestras fue planifica-
da para realizarse los días martes y procesarlas el día siguien-
te de la semana correspondiente.
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El transporte de las muestras, desde la planta hasta el
laboratorio, se realizó en cavas refrigeradas con hielo, y con-
servadas en cavas refrigeradas (4°C) hasta el momento de su
procesamiento.

Procedimiento microbiológico

Se utilizó el procedimiento microbiológico convencional
para la detección de Listeria utilizado por la unidad de “Pre-
Harvest Food Safety and Enteric Disease” del Centro Nacional
de enfermedades animales en USA (Nacional Animal Disease
Center, NADC) perteneciente al Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA), para el análisis de muestras
provenientes de carnes rojas, muestras de la industrias avícola
incluyendo los huevos, y para muestras proveniente del am-
biente [17, 26, 32, 33], (FIG. 1).

Los protocolos aplicados fueron los siguientes:

Protocolo 1. Contenido cecal: Se tomaron 10 g de la
muestra y se agregó 90 mL de caldo selectivo para L. mo-
nocytogenes, Universidad de Vermont Modificado (UVM) (CM
863 Oxoid), más suplemento selectivo UVM I (UVM I, SR 142
Oxoid). Se incubaron a 37°C por 48 horas. Se tomó una alí-
cuota de 100 µL de la muestra en caldo UVM I, y se inoculó en
9,9 mL de caldo UVM más suplemento selectivo UVM II
(UVM II, SR 143, Oxoid). Se incubó a 37°C por 48 horas.

Posteriormente, se tomó una alícuota de 100 µL de la
muestra en caldo UVM II, y se sembró en agar Palcam (CM
0877, Oxoid) más suplemento selectivo (SR 0150 Oxoid), e in-
cubó a 37°C por 48 horas. Luego, se seleccionaron 5 colonias
putativas de L. monocytogenes (FIG. 2), las cuales fueron con-
firmadas por medio de la prueba de la hidrólisis de la esculina
[32], utilizando para ello el mismo agar Palcam con su suple-
mento selectivo, y determinando positivas a Listeria spp. aque-
llas colonias que presentaban un halo oscuro alrededor de las
mismas (FIG. 2). Por último, se verificaron y diferenciaron las
colonias antes confirmadas, en cuanto al género y especie
(Listeria spp., L. monocytogenes), por medio de la técnica de
PCR múltiple.

Protocolo 2. Hisopado con esponja (canales de las
cerdas y ambiente): Se prehidrató la esponja estéril (Nasco,
Whirl-Pak, Speci-Sponge, B01324WA) (5 × 10 × 1 cm) con
10 mL de agua peptonada 0,1%. Se realizó barrido con ambas
caras de la esponja por el área definida (superficie de la canal
del animal o del ambiente de trabajo) para la toma de la mues-
tra y se regresó al empaque original para su transporte al labo-
ratorio. Se colocó la esponja en 30 mL de caldo UVM I, y se in-
cubó a 37°C por 48 horas. Toma de la muestra para PCR múl-
tiple. Se continuó de forma similar al protocolo 1.

Protocolo 3. Cortes de carne: Se colocaron 25 g de la
carne en una bolsa estéril de plástico resistente. Con un marti-
llo de goma, se trituró la carne y se le agregó 250 mL de caldo
UVM I. Se mezcló con el stomacher durante 1 min y se incubó
a 37°C por 48 horas.
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FIGURA 1. ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO PARA EL
AISLAMIENTO DE Listeria spp. Y L. monocytogenes POR
MEDIO DEL MÉTODO MICROBIOLÓGICO CONVENCIONAL
Y EL ENSAYO DE REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIME-
RASA VARIANTE MÚLTIPLE (PCR múltiple) / SCHEME TO
GROWTH Listeria SPP. AND L. monocytogenes BY CONVENTIO-
NAL MICROBIOLOGICAL METHOD AND BY A POLYMERASE CHAIN
REACTION MUTIPLEX ASSAY.

FIGURA 2. COLONIAS DE Listeria monocytogenes EN
AGAR SELECTIVO PALCAM (CATÁLOGO OXOID) / Listeria
monocytogenes GROWTH ON PALCAM AGAR.



Se inocularon 100 µL de la muestra en caldo UVM I en
9,9 mL de caldo UVM II y se incubó a 37°C por 48 horas.
Toma de la muestra para PCR múltiple. Se continuó de forma
similar al protocolo 1.

Protocolo 4. Ganglios. Se colocaron 3 g del ganglio en
una bolsa estéril de plástico resistente. Con un martillo de
goma, se trituró el contenido (ganglio) y se le agregó 30 mL de
caldo UVM I. Se mezcló con el stomacher durante 1 min y se
incubó a 37°C por 48 horas. Se inocularon 100 µL de la mues-
tra en caldo UVM I en 9,9 mL de caldo UVM II y se incubó a
37°C por 48 horas. Toma de la muestra para PCR múltiple. Se
continuó de forma similar al protocolo 1.

Procedimiento molecular

Se aplicó la técnica de PCR múltiple para la determinación
de Listeria spp. y L. monocytogenes. Los iniciadores o primers
seleccionados han sido reportados previamente [4, 7, 32, 33].
Estos amplifican específicamente la región del gen 16S rRNA al-
tamente conservada en la Listeria spp. [5, 12, 14] y la región del
gen que codifica para el listeriolisina O (hly A) única para L. mo-
nocytogenes [8]. Estos primers amplifican regiones de 938 y
174 pares de bases respectivamente [17, 34] (TABLA 1).

Extracción del ADN

En este estudio se evaluó tres procedimientos para la
extracción del ADN de una muestra proveniente de caldo
UVM II, sospechosa de Listeria spp. o L. monocytogenes.

Procedimientos:

I. Se transfirió una alícuota de 1,5 mL del cultivo de L.
monocytogenes en caldo UVM II a un tubo eppendorf de
1,6 µL; se centrifugó a 8000 r.p.m. por 2 min y se descartó el
sobrenadante. Se resuspendió el pellet en 500 µL de agua
destilada, se mezcló en vortex durante 30 seg y se centrifugó
a 5000 r.p.m. durante 1 min. Se repitió el paso 2 y se resus-
pendió el pellet en 250 µL de agua destilada. Se utilizaron 5 µL
como muestra de ADN para el PCR.

II. Igual al procedimiento I. Se resuspendió el pellet en
500 µL de agua destilada, se mezcló en vortex durante 30 seg
y se centrifugó a 8000 r.p.m. por 2 min. Se descartó el sobre-
nadante. Se resuspendió el pellet en 500 µL de agua destila-

da, se calentó a temperatura de ebullición durante 15 min.
Luego se colocó la muestra en hielo durante 2 min y se centri-
fugó a 8000 r.p.m. durante 3 min. Se utilizó 5 µL del sobrena-
dante como muestra de ADN para el PCR.

III. Se repitió el paso 1 del Procedimiento I. Se resuspen-
dió el pellet en 250 µL de agua destilada. Se añadieron 10 µL
de lisozima (50 mg/mL in 10 mM Tris-HCl. pH 8.0). Se incuba-
ron a 37°C durante 1 h. Se agregaron 40 µL (20mg/mL) protei-
nasa K. Se incubó a 72°C por 30 min y luego a 95°C durante
10 min. Se agregaron 300 µL de isopropanol helado, se mez-
cló durante 3 min y se incubó a –70°C por 15 min. Se centrifu-
gó a 8000 r.p.m. por 2 min y se descartó el sobrenadante. Se
resuspendió el pellet en 300 µL de etanol al 70%, y se centrifu-
garon a 8000 r.p.m. durante 1 min. Se secó el pellet contenien-
do el DNA. Se reconstituyó en 200 µL de agua destilada. Se
utilizó 5 µL como muestra de ADN para el PCR.

Reacción de PCR múltiple

El protocolo para esta reacción de PCR múltiple se reali-
zó de la siguiente forma: 0,5 ng del ADN de la muestra,
50 pmol de cada uno de los iniciadores (U1, LI1, Lis-1 y Lis-2),
1,25 U de Taq-polimerasa (Roche), 200 µM de cada nucleótido
(dATP, dCTP, dTTP y dGTP), 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl y
6,5 mM de MgCl2 [31], en un volumen de reacción de 50 µL.

En el termociclador (9700 Applied Biosystems, EUA), el
ciclo de temperaturas fue el siguiente: Un primer período de
desnaturalización de 94°C × 5 min, luego 25 ciclos de 94°C ×
30 seg, 60°C × 30 seg y 72°C × 30 seg. Al final, 72°C durante
7 min para la extensión final y luego 4°C la temperatura final
de mantenimiento del producto del PCR [34, 35].

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en
geles de agarosa al 2% (95 V × 1 h) con Tris-borato-EDTA (TBE),
previamente teñidos con bromuro de etidio, se registraron con el
sistema Gel Doc 1000 (Bio-Rad, Richmond, California, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La especificidad de los primers para la detección de Lis-
teria spp. y L. monocytogenes se confirmó con los resultados
obtenidos y reflejados en la FIG. 3, donde se evidencian los
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TABLA I
PRIMERS DESCRITOS POR WESLEY Y COL. PARA LA APLICACIÓN DE LA TÉCNICA DE PCR MÚLTIPLE

EN LA CONFIRMACIÓN SIMULTÁNEA DE Listeria spp. y L. monocytogenes / PRIMERS REPORTED BY WESLEY et al.,
TO AMPLIFY SEQUENCE OF Listeria spp. AND L. monocytogenes

Gen Primers Secuencia 5’-‘3 Pb.

16S-rRNA U1 CAGCMGCCGCGGTAATWC
M = A o C y W = A o T

938

LI1 CTCCATAAAGGTGACCCT

hly A Lis1 GCATCTGCATTCAATAAAGA 174

listeriolysin O Lis2 TGTCACTGCATCTCCG



productos de amplificación de los genes 16S rRNA y hyl A, los
cuales codifican para género y especie respectivamente.

Métodos de extracción del ADN

En la FIG. 4, pozos 9 y 10, los resultados muestran las
bandas que indican la amplificación de las secuencias espera-
das, en las muestras evaluadas, utilizando el ADN aislado me-
diante el procedimiento III. En comparación con el ADN obteni-
do en el procedimiento I, se observan las bandas amplificadas
tanto de especie como del género de forma muy delgada y con
poca intensidad en los pozos 3 y 4.

Con respecto al procedimiento II, en donde se utilizó
como ADN blanco tanto el pellet corrido en los pozos 5 y 6,
como el sobrenadante (producto del mismo proceso de extrac-
ción), corridos en los pozos 7 y 8, en ambos resultaron amplifi-
caciones débiles para el gen hyl A, así como negativas, para el
gen 16S rRNA.

En consecuencia, se seleccionó el procedimiento III,
para la extracción del ADN de las muestras a ser evaluadas en
este estudio por medio de la técnica de PCR múltiple.

Estudio microbiológico para Listeria spp.

El procedimiento microbiológico anteriormente descrito
en materiales y métodos (FIG. 1), aplicado a la totalidad de las
muestras reveló un total de 42 positivas a Listeria spp., sola-
mente las muestras provenientes de ganglio subilíaco resulta-
ron negativas. La mayor proporción de muestras positivas
(20%, rango 0,6 a 20%), se observaron en aquellas provenien-
tes de contenido cecal (TABLA II).
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pb. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

2176
1766

1230
1033

653
517
453

394

298
234

154

980 pb.

174 pb.

FIGURA 3. PCR MÚLTIPLE PARA Listeria spp. Y L. monocytogenes. PRODUCTOS DE AMPLIFICACIÓN POR PCR
MÚLTIPLE DE AISLADOS DE CULTIVOS PUROS. LÍNEAS 1 Y 13: CONTROL DE LA REACCIÓN DE PCR MÚLTIPLE
SIN ADN; LÍNEA 2,14: CONTROLES POSITIVO DE L. monocytogenes; LÍNEA 3: L. welshimeri; LÍNEA 4: L. ivanovi;

LÍNEA 5,6: (L. monocytogenes); LÍNEA 7,8: L. GRAYII; LÍNEA  9,10: L. monocytogenes; LÍNEA 11: L. murrayi;
LÍNEA 12 L. seelegeri / PCR MULTIPLEX TO DETECT Listeria spp. AND L. monocytogenes. AMPLIFICATION OF DNA PREVIOUSLY ISOLATED

FROM Listeria spp. AND L. monocytogenes PURE CULTURE.
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FIGURA 4. COMPARACIÓN DE TRES DIFERENTES PRO-
CEDIMIENTOS DE EXTRACCIÓN DEL ADN PARA LA DE-
TECCIÓN DE L monocytogenes Y Listeria spp. UTILIZAN-
DO PCR MÚLTIPLE. PRODUCTOS DE AMPLIFICACIÓN
POR PCR MÚLTIPLE DE CULTIVOS PUROS. LÍNEA 1:
CONTROL DE LA REACCIÓN SIN ADN, LÍNEAS 2,11: CON-
TROL POSITIVO A L. monocytogenes, LÍNEAS 3,4: PRO-
CEDIMIENTO I DE EXTRACCIÓN DE ADN; LÍNEAS 5,6:
PROCEDIMIENTO II DE EXTRACCIÓN DE ADN, USANDO
EL PELLET RESUSPENDIDO; LÍNEAS 7,8: PROCEDIMIEN-
TO II, UTILIZANDO EL SOBRENADANTE COMO ADN
BLANCO; LÍNEAS 9,10; PROCEDIMIENTO III DE EXTRAC-
CIÓN DE ADN / COMPARISON OF THREE DIFFERENT METHODS
TO EXTRACT DNA FROM Listeria spp. AND L. monocytogenes PURE
CULTURE, AMPLIFED BY PCR MULTIPLEX.



Comparación entre los resultados obtenidos por la técnica
PCR múltiple a dos etapas del procesamiento
microbiológico

Cuando se aplicó la técnica del PCR múltiple directa-
mente a todas las muestras, luego del enriquecimiento en cal-
do UVM II, los resultados fueron los siguientes: Para las Cana-
les, 3/160 de las muestras resultaron positivas a Listeria spp. y
ninguna a L. monocytogenes; en Contenido cecal, 15/160 fue-
ron Listeria spp. y 4/160 L. monocytogenes. Los ganglios ileo-
cecales resultaron todos negativos. De los ganglios subilíacos,
10/160 resultaron Listeria spp. y 2/160 dieron positivos a L.
monocytogenes. Las 20 muestras de carne resultaron negati-
vas. De las muestras colectadas del ambiente, 2/48 resultaron
positivas a Listeria spp. (TABLA III).

Las muestras identificadas positivas a Listeria spp., fue-
ron evaluadas por medio de la técnica PCR múltiple al final del
procedimiento microbiológico, tomando el ADN de las colonias
seleccionadas como Listeria spp. Las 3 muestras positivas ais-
ladas de las canales, resultaron igualmente positivas a Listeria
spp. por medio de la técnica del PCR múltiple. Todas las 31
muestras positivas a Listeria spp., aisladas del contenido ce-

cal, se confirmaron por PCR múltiple como positivas a Listeria
spp. Del total de las muestras positivas de los ganglios ileoce-
cal y subilíaco evaluados, una sola muestra presuntiva a Liste-
ria spp., resultó negativa con el ensayo de PCR múltiple (FIG. 5).
Con respecto a los cortes de carne, la única muestra positiva a
Listeria spp., fue confirmada de la especie L. monocytogenes,
con el uso de la técnica de PCR múltiple (TABLA III).

Las hipótesis planteadas refieren una comparación entre
proporciones, relacionadas con los valores obtenidos de la
aplicación a dos tiempos diferentes de la técnica PCR múltiple,
de las muestras provenientes de las cerdas beneficiadas:

H0: P1 = P2; H1: P1� P2

En estos resultados, no se obtuvieron diferencias signifi-
cativas (P � 0,05) entre el resultado del PCR múltiple, a los
4 días del procesamiento microbiológico (segundo período de
enriquecimiento Medio UVM II) y la PCR múltiple aplicada a
las colonias positivas Listeria spp. al final del proceso, al apli-
carlos en las muestras de ganglios ileocecales e hisopados de
las superficies de las canales de las cerdas. Por otro lado, si
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TABLA II
RESULTADOS MICROBIOLÓGICOS EN LA DETERMINACIÓN DE Listeria spp. / Listeria spp. POSITIVE SAMPLES

BY MICROBIOLOGICAL CONVENTIONAL METHOD

Muestras n (+) %

Canal 160 5 3,1

Contenido cecal 160 32 20,0

Ganglio ileocecal 160 1 0,6

Ganglio subilíaco 160 0 -

Carne 20 1 5,0

Ambiente 48 3 6,3

TABLA III
APLICACIÓN DE LA TÉCNICA DE LA PCR MÚLTIPLE, EN LA DETERMINACIÓN DE LA INCIDENCIA DE Listeria spp.

Y L. monocytogenes, EN MUESTRAS PROVENIENTES DE CERDAS DE REEMPLAZO A NIVEL DE PLANTA
BENEFICIADORA EN EUA / APPLICATION OF PCR MULTIPLEX TO DETERMINE Listeria spp. AND L. monocytogenes INCIDENCE

IN USA CULL SOWS

Muestra n PCR múltiple* PCR múltiple**

Listeria spp. L. monocytogenes Listeria spp. L. monocytogenes

(+) % (+) % (+) % (+) %

Canal 160 3 1,9 0 0 3 1,9 0 -

Contenido cecal 160 15a 9,4 4 2,5 31b 19,4 0 -

Ganglio ileocecal 160 0 - 0 - 0 - 0 -

Ganglio subilíaco 160 10a 6,3 2 1,3 0b - 0 -

Carne 20 0 - 0 - 0 - 1 5

Ambiente 48 2 4,2 0 - 2 4,2 0 -

* Muestras en UVM II. ** Confirmación de resultados microbiológicos. Letras diferentes (a, b), muestran diferencias estadísticamente
significativas (P � 0,05).



se observó diferencia significativa de P = 0,0168 < 0,05 y
P = 0,0038, < 0,05, para las muestras de contenido cecal y
ganglio sub-ilíaco, respectivamente.

Incidencia de Listeria spp. y L. monocytogenes

La incidencia reportada en este estudio resultó del com-
pendio de los valores positivos a Listeria spp. y L. monocyto-
genes, obtenidos de las diferentes muestras procesadas, to-
mando en cuenta todos los hallazgos logrados por las técnicas
PCR múltiple, durante todo el proceso del análisis microbioló-
gico de las muestras. En el contenido cecal, el 19,4% de las
muestras resultaron positivas a Listeria spp. y el 2,5% a L. mo-
nocytogenes. Al evaluar los ganglios subilíacos, el 6,3% mos-
traron Listeria spp. y el 1,3% L monocytogenes, no observán-
dose ningún resultado positivo para muestras provenientes de
los ganglios iliocecales. Por otro lado, en cuanto a los hisopa-
dos de las canales de las cerdas, solo se logró el aislamiento
de Listeria spp. en el 1,9% de las muestras. Igualmente, para
las muestras tomadas del medio ambiente, solo se aisló Liste-
ria spp. en el 4,2% de las mismas. Por último, el 5% de las
muestras de carne resultaron positivas a L. monocytogenes.

En concordancia con los resultados reportados por Wes-
ly y col. [17,34], al utilizar la técnica de PCR múltiple y los pri-
mers por ellos reportados, se logró detectar en este estudio
Listeria spp. y L. monocytogenes en diferentes tipos de mues-
tras tomadas en el matadero. Sin embargo Wesley y col.[17],
en muestras similares de cerdos de engorde, obtuvieron me-
nores porcentajes de positividad para L. monoyitogenes (1%)

con la técnica del PCR múltiple que con la metodología micro-
biológica convencional (2,4%), la cual resultó ser la misma em-
pleada en el presente estudio.

Al igual que lo reportado por Manzano y col. [19], no se
evidenció diferencia con la técnica microbiológica convencio-
nal y la técnica del PCR múltiple. Estos autores adicionalmen-
te reportan haber logrado estos resultados en un período de
8 horas, coincidiendo con el presente estudio, donde el tiempo
utilizado para el procesamiento de las muestras por la técnica
de PCR múltiple fue similar. Cabe destacar que el método mi-
crobiológico aplicado, consumió 8 días.

Los hisopados de las superficies de canales de las cer-
das evaluados en este estudio resultaron negativos mediante
ambas técnicas, a diferencia del 1,5% que reportó Wesley y
col. [17] en muestras de hisopado de superficie de canales de
cerdos de engorde.

En las muestras de contenido cecal, usando el método
microbiológico, se logró aislar colonias de Listeria spp. en un
número mayor que con la aplicación de la técnica molecular.
Sin embargo, la PCR múltiple permitió identificar, de manera
exclusiva, un número importante de muestras positivas para L.
monocytogenes, en un período considerablemente menor que
con la metodología tradicional. En este tipo de muestras Wes-
ley y col. [17] no obtuvieron resultados positivos con ninguna
de las metodologías utilizadas.

En las muestras de ganglio sub-ilíaco, con el procedi-
miento de microbiología convencional no se aisló ninguna co-
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FIGURA 5. PRODUCTO DE LA AMPLIFICACIÓN DE ADN DE Listeria spp. Y L. monocytogenes EN MUESTRAS POSITIVAS
PROVENIENTE DE CERDAS A NIVEL DE MATADERO. AMPLIFICACIÓN POR PCR MÚLTIPLE. LÍNEA 1. CONTROL

DE LA REACCIÓN SIN ADN; LÍNEA 2,14: CONTROL POSITIVO L. monocytogenes.; LÍNEAS 3,4, Y 6 AL 13: MUESTRAS
POSITIVAS A Listeria spp.; LÍNEA 5. MUESTRA DE CARNE POSITIVA A L. monocytogenes / AMPLIFICATION OF DNA FROM

Listeria spp. Y L. monocytogenes OBTAINED  FROM POSITIVE FIELD SIMPLES OF CULL SOWS.



lonia putativa de Listeria spp. y por tanto de L. monocytoge-
nes. En este caso, la PCR múltiple permitió identificar mues-
tras positivas tanto para Listeria spp. como para L monocyto-
genes. A diferencia de lo reportado por Wesley y col. [17],
quienes lograron identificar la presencia de este patógeno por
ambas metodologías en las muestras de ganglios sub-ilíacos
de los cerdos. Este mismo grupo de investigadores, tomó
muestras de carne molida de diferentes plantas procesadoras
de cerdos de engorde y encontraron resultados positivos para
el patógeno en estudio. Utilizando las mismas metodologías
que se realizaron en este estudio, sus resultados positivos va-
riaron entre el 21% y el 92% de las muestras. Esto contrasta
con lo detectado en la planta evaluada en la presente investi-
gación, donde se encontró en los cortes de carnes, un 5% de
las muestras positivas a L. monocytogenes. Estas diferencias
de la condición microbiológica de carnes obtenidas en ambas
plantas pudieran estar relacionadas con alta densidad de ma-
tanza por hora (1.100 cerdos/hora) con respecto a una planta
como la estudiada en este trabajo, donde no se sacrifican más
de 500 animales por día.

El determinar la presencia de L. monocytogenes en cen-
tros de procesamiento de materias primas de origen animal, se
ha convertido en los Estados Unidos en un procedimiento de
rutina dentro de las medidas y estrategias que deben ser
adoptadas por la industria de alimentos. Esto con el fin de
cumplir con la normativa, establecida por las autoridades sani-
tarias del país, para obtener y mantenerse bajo la legislación
de “Cero tolerancia” [32].

La planta bajo estudio es una industria de procesamien-
to y producción de alimentos, específicamente de alimentos de
alto riesgo, porque sus productos son elaborados con carnes
frescas obtenidas mediante el sacrificio de cerdas como parte
del proceso en la misma planta y luego, porque son comercia-
lizados en su mayoría, de forma de productos frescos bajo re-
frigeración.

Entre estos productos están los chorizos, los cuales tie-
nen a favor, que su consumo debe llevarse a cabo, luego de
su total cocimiento, por lo cual, las altas temperaturas van a lo-
grar la eliminación de cualquier tipo de bacteria presente en
los mismos. Gande y Muriana [11] concluyeron que la pasteu-
rización es una herramienta efectiva para el control de L. mo-
nocytogenes en la superficie de productos cárnicos.

En este sentido, Southwick y Purisch [29], han evaluado el
riesgo que representa cuando grandes volúmenes de materias
primas son procesados dentro de las industrias de alimentos, ya
que de igual forma, mayores serán los riesgos de contaminación
con Listeria spp., al que se están sometiendo los sistema de pro-
ducción y mas difícil será prevenir su entrada al proceso.

Belceil y col. [4] y Skovgaard y Norrung [27], coinciden
en que los cerdos portadores de L. monocytogenes en sus in-
testinos, se constituyen en la principal fuente de contamina-
ción de sus canales. Adicionalmente, el peligro se incrementa,
al colonizar y establecerse en los diferentes ambientes a los

cuales se expone, ya que su capacidad para adaptarse a los
mismos es muy amplia, logrando constituir los llamados bio-
films.

La evidencia lograda en este estudio de aislar células via-
bles de L. monocytogenes de ganglios, confirma lo planteado
por Southwick y Purisch [29]; al describir el riesgo que repre-
sentan los órganos linfoides de animales como fuentes de esta
bacteria, y dependiendo del grado de infección del animal, su
presencia en una gran variedad de células del mismo [31].

Esto evidencia las posibilidades de entrada de este pató-
geno a las áreas de producción de la planta, sobrepasando la
mayoría de las barreras de control sanitario instaladas para tal
fin. Ganglios linfáticos infectados, y prácticas de eliminación
inadecuadas durante el procesamiento, pudieran producir la
contaminación de estas carnes.

Duffy y col., revisado por Wesley y col. [17], en un estu-
dio realizado en 6 áreas metropolitanas de EUA, no detectaron
L. monocytogenes en carne molida de cerdo colectada a nivel
de las plantas procesadoras, pero posteriormente 27% del pro-
ducto vendido fue diagnosticado positivo a este patógeno. En
este tipo de hallazgo pudiera estar combinado la contamina-
ción post-proceso y también, la característica que tiene Listeria
de invadir diferentes tipos de órganos linfoides y células en ge-
neral.

Aunque las carnes de estas cerdas en particular no re-
presentan un riesgo realmente grande como fuente de conta-
minación en la elaboración de las salchichas en ese estableci-
miento, no se puede descuidar la vigilancia para con L. mo-
nocytogenes, sobre todo conociendo su patogenicidad sobre
las células del hospedador [21].

CONCLUSIONES

No se encontró evidencia de Listeria monocytogenes so-
bre la superficie de las canales de las cerdas evaluadas en el
matadero seleccionado.

Las cerdas pueden ser portadoras de L. monocytoge-
nes, tanto en sus heces como en sus ganglios, convirtiéndose
en fuente de contaminación de este patógeno en el sistema de
producción de alimentos.

El sistema de control higiénico sanitario establecido en
esta planta de producción, si bien mantiene un grado de conta-
minación bajo sobre el ambiente, no impidió el paso del pató-
geno hacia las carnes a ser procesadas.

Los procedimientos microbiológicos convencionales nun-
ca serán desplazados totalmente, dentro de los esquemas
para el control microbiológico, ya que sus principios hoy en día
son necesarios para complementar la aplicación de la técnica
del PCR en todas sus variantes, en muestras de alimentos.

La técnica de PCR múltiple puede ser ofrecida, como
metodología alternativa para la verificación del estatus micro-
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biológico en la industrias de alimentos, al permitir la identifica-
ción de Listeria spp. y L. monocytogenes de forma confiable y
mucho más rápida.
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