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RESUMEN. La reaccion en cadena de la polimerasa, conocida como
PCR, es un método que permite replicar miles de veces, en pocas
horas e in vitro, pequefias cantidades de ADN. La aplicacion de
métodos rapidos y sensibles, para detectar Listeria monocytogenes
en muestras de queso blanco, permitira un mejor control microbio-
l6gico del proceso de produccion. Se aplico PCR a 30 muestras de
queso blanco, de una quesera de Valencia Estado Carabobo. Se de-
tectd especificidad y sensibilidad para PCR mediante el empleo de
la cepa control Listeria monocytogenes 446. Extraccion de ADN
segun metodologia descrita por Torres y col., Marcador de peso
molecular de 100 pares de base. Se emplearon: cuatro cebadores del
gen hlyA de listeriolisina O; iniciadores L1/U1 para banda 938 pby
LF/LR para banda 750 pb del gen AlyA. Estadistico Epilnfo V6 para
concordancia de observaciones en geles, mediante coeficiente Kappa
(K). Resultados: 8 de las 30 muestras de queso analizadas, mostra-
ron crecimiento presuntivo de Listeria spp en Agar PALCAM. De
las cuales 2 de las muestras no pertenecian al género Listeria; en las
6 restantes las pruebas de confirmacion arrojaron que: 2 eran L.
monocytogenes, 3 L.ivanoviiy 1 L. seeligeri. Mediante PCR 2 mues-
tras resultaron positivas para L. monocytogenes al amplificar la ban-
da 938 pb para Listeria y banda 750 pb para la especie monocytogenes.
Se concluye que PCR demostrd ser altamente especifico y sensible
para L. monocytogenes, teniendo ventaja sobre agar PALCAM al
evidenciar la presencia especifica del patogeno en un tiempo relati-
vamente corto.

Palabras clave: Reaccion en cadena de la polimerasa, sensibilidad,
control microbioldgico, Listeria monocytogenes, queso blanco fresco.

INTRODUCCION

El queso blanco fresco es uno de los productos lacteos
mas comuUnmente consumido en la dieta del venezolano; es
elaborado a partir de leche de vaca cruda siguiendo esquemas
artesanales empiricos, no estandarizados, lo que, aunado a la
pobre calidad sanitaria, distribucion y comercializacion, no
sujeta a controles, almacenamiento sin refrigeracion o refri-
geracion no controlada lo convierten en un potencial vehicu-
lo para la transmision de importantes patogenos. El queso fres-
co es especialmente vulnerable a contaminacion con Listeria,
debido a su alto contenido de humedad, alta disponibilidad
de nutrientes, concentracion de sal de 1-3% y especialmente,
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el hecho de que se consume sin recibir ninglin tratamiento
térmico (1). El queso blanco fresco, ha sido considerado uno
de los vehiculos principales de entrada de L. monocytogenes
al organismo humano, por ser consumido sin tratamiento
bactericida previo y conservado por periodos prolongados a
temperatura de refrigeracion (2,3); siendo los grupos
poblacionales mas susceptibles a la contaminacion y padecer
la enfermedad por este patégeno, aquéllos que tienen dismi-
nuida la inmunidad celular, entre ellos estan los recién naci-
dos, mujeres embarazadas y ancianos (4).

Generalmente en la industria de alimentos la identifica-
cion de L. monocytogenes se realiza por métodos
microbioldgicos tradicionales que requieren de un minimo de
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5 dias para declarar si un alimento esta libre de Listeria y de
10 dias adicionales para reconocer la especie monocytogenes
(5). Estos métodos no permiten tomar decisiones rapidas, cau-
sando incrementos en el costo del producto final por concep-
to de cuarentena, antes de su liberacion. De alli, que se bus-
que la aplicacion de métodos rapidos y sensibles como lo es
el de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (6), que
permita detectar el patdgeno en muestras de alimentos, de
una manera eficaz y rapida; lo que accederia a llevar un con-
trol mas eficiente del proceso de produccion y tomar decisio-
nes a corto plazo.

El objetivo del presente trabajo fue emplear el método de
PCR para la deteccion de L. monocytogenes en muestras de
queso blanco criollo provenientes de una quesera ubicada en
Valencia, Estado Carabobo.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Las muestras de queso (30 en total, de 250 gr c/u) fueron
adquiridas directamente de una quesera ubicada en Valencia
Estado Carabobo. Las mismas se colocaron en bolsas plasticas
y transportadas en cavas con hielo hasta el laboratorio, donde
fueron procesadas o conservadas bajo refrigeracion hasta su pro-
cesamiento dentro de las 48 horas siguientes a su adquisicion.

Cepas control

Para medir la especificidad de PCR y detectar los diferen-
tes géneros y especies, se emplearon § cepas control integra-
das por: 3 de Listeria monocytogenes, 1 de Listeria ivanovii,
1 de Listeria seeligeri, 1 de Staphylococcus aureus, 1
Escherichia coliy 1 de Streptococcus bovis. La procedencia
y tipo de cepas se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1
Cepas de microorganismos usados en el estudio

Ne Cepa Procedencia

1 Listeria monocytogenes 446 Centro Venezolano de Coleccion de Microorganismos

2 Listeria monocytogenes Aislada de atun (Colecciéon UDO)

3 Listeria monocytogenes Aislada de cilantro (Coleccion de Laboratorio Microbiologia UC)
4 Listeria ivanovii Aislada de cilantro (Coleccion de Laboratorio Microbiologia UC)
5 Listeria seeligeri Aislada de cilantro (Coleccion de Laboratorio Microbiologia UC)
6 Staphylococcus aureus 718 Centro Venezolano de Coleccion de Microorganismos

7 Escherichia coli 304 Centro Venezolano de Coleccion de Microorganismos

8 Streptococcus bovis 648 Centro Venezolano de Coleccion de Microorganismos

Técnicas y procedimientos

La preparacion de las muestras, identificacion y confir-
macion de las cepas, se realizo usando una modificacion a la
metodologia recomendada por COVENIN N°3718:2001 (7).

Preparacion de las muestras

Procedimiento: Muestras de queso blanco

De los 250 gramos de queso blanco adquiridos, se pesa-
ron 25 gramos extraidos de diferentes partes de la muestra,
los mismos fueron macerados asépticamente, para luego to-
mar un gramo (1g) de este macerado y colocarlo en un tubo
que contenia 9 mL de caldo soya tripticasa con 0,6% de ex-
tracto de levadura, de tal forma que se mantuvo la relacion
1:10 segtin la Norma COVENIN (8). Se incubd por 4h a 30°C,
como medida de pre-enriquecimiento; transcurrido este tiem-
po se le aiadieron los agentes selectivos acriflavina HCI, aci-
do malidixico y cliclohexamida mezclandose por agitacion y
se continud incubando por 12 horas a 37°C fin de obtener el
crecimiento 6ptimo de microorganismos COVENIN (7) (esto
se realizo para cada una de las 30 muestras). Finalizado el

tiempo de incubacion, se inoculd 0,1 mL, de la mezcla pre-
via, en agar PALCAM por la técnica de difusion en agar con
la espatula de Drigalski, se incubd a 37°C y se observo a las
24,48y 72 horas, para evidenciar el crecimiento del microor-
ganismo. Las placas que mostraron colonias con caracteristi-
cas morfologicas similares a Listeria, se catalogaron como
“Listeria presuntiva”, y las que no como “negativas” .

Identificacién y confirmacion de las cepas

Usando la identificacion morfologica de las colonias que
crecieron en agar PALCAM, se inocularon las colonias tipi-
cas del microorganismo, por estriacion con asa de platino en
placas de Agar Tripticasa Soya con 0,6% de extracto de leva-
dura, incubandose a 37°C por 48 horas, a partir de este culti-
vo se realizaron: coloracion de gram, prueba de movilidad en
medio SIM, motilidad en lamina escavada, prueba de hemolisis
en agar sangre, prueba de CAMP, prueba de catalasa y el es-
quema de identificacion bioquimica con las pruebas de fer-
mentacion de ramnosa, xilosa, manitol, TSI (lactosa, sacaro-
sa, glucosa) y la prueba de bilis esculina, para la identifica-
cion y confirmacion de Listeria spp.
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Control

Estuvo conformado por cepas individuales y por un pool
de mezcla de dos o més cepas control. Cada cepa y cada pool
de cepas, fue colocado individualmente en un tubo con 9 mL
de caldo soya tripticasa con 0,6% de extracto de levadura,
incubandose por 12 horas a 37°C, para obtener el crecimiento
optimo.

Extraccion de ADN del cultivo de muestras de queso y
cepas control

Se sigui6 la metodologia descrita por Torres y col., (4)
para ello, de las muestras previamente incubadas, se tomd 1
mL del cultivo y se centrifugd por 10 minutos a 4000 rpm.
Las células obtenidas (pellet) fueron lavadas con solucion tam-
pon TE 1X (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0 +/-0,2);
para la lisis celular, el pellet fue resuspendido en 200 pL de
tampon TE 1X mas 2 mg/mL de lisozima incubandose por 30
minutos a 37°C. Seguidamente se afiadieron 300 pL de tam-
pén TE 1X con 1% (p/v) de SDS y proteinasa K hasta una
concentracion final de 100 pg/mL, la mezcla se incub6 a 65°C
por 1 hora. Luego de la incubacion se adicionaron 84 uL de
solucién de NaCl 5M y 60 pL de Cetyltrimetil Bromuro de
Amonio (CTAB) al 10% (p/v) disuelto en NaCl 0,7M; poste-
riormente se incubd por 20 minutos a 65°C. La suspension
resultante se tratd con una mezcla 24:1 de fenol-cloroformo.
Una vez separadas las fases por centrifugacion, la fase acuosa
se tratd con 2-propanol para lograr la precipitacion del ADN.
El ADN precipitado se lavo con etanol al 70% (v/v) se seco a
37°Cy se resuspendié en tampén TE 1X.

Determinacion de la especificidad y sensibilidad de la PCR

Para evaluar la especificidad de la prueba de PCR, se co-
rrieron muestras controles empleando diferentes tubos de caldo
soya tripticasa con 0,6% de extracto de levadura. Los tubos
fueron inoculados de la siguiente manera: (i) Listeria
monocytogenes CVCM 446, (ii) Listeria monocytogenes UC,
(iil) Listeria monocytogenes UC, (iv) Listeria ivanovii UC,
(v) Listeria seeligeri UC, (vi) Escherichia coli CVCM 304,
(vii) Staphylococcus aureus CVCM 718, (viii) pool de mues-
tras de Listeria monocytogenes CVCM 446, Streptococcus
bovis CVCM 648, Escherichia coli CVCM 304,
Staphylococcus aureus CVCM 718, (ix) Listeria
monocytogenes con concentracion conocida (100 UFC/mL),
(x) Pool de muestra de Streptococcus bovis CVCM 648,
Escherichia coli CVCM 304, Staphylococcus aureus CVCM
718. El marcador de peso molecular empleado fue de 100 pa-
res de base (Gibco BRL).

Para verificar la sensibilidad del PCR, se inocularon colo-
nias de Listeria monocytogenes 446 en placas de Agar
PALCAM incubandose a 37 °C por 24 horas. Se tomaron co-
lonias y se colocaron un tubo de caldo soya tripticasa para
obtener una dilucion 1:2 a partir de ésta se realizaron dilucio-
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nes seriadas de 1:4, 1:8, 1:16 y 1:32 incubandose todas ellas
a 37 °C por 24 horas. Transcurrido este tiempo se procedi6 al
ensayo de PCR.

Reaccion de PCR

Siguiendo las metodologias (9-11) para la PCR, se em-
plearon cuatro cebadores basados en la secuencia del gen 4/yA
de la listeriolisina O (Roche, Mannheim, Germany).

L1 (CTCCATAAAGGTGACCCT),
Ul (CAGCMGCCGCGGTAATWC),
LF (CAAACGTTAACAACGCAGTA)
LR (TCCAGAGTGATCGATGTTAA)

El volumen final para la reaccién de PCR fue de 30 mL,
esta mezcla contenia buffer para PCR 1X; 2,5 mM de MgCl,;
0,2 mM de cada dNTP; 20 pmol de cada cebador y 2U de 7ag
— ADN polimerasa (Promega, Madison, USA), y 3 mL de
ADN-muestra. Se empled un termociclador BIORAD Gene
CyclerTM 2400 programado de la siguiente manera: 1 minu-
to a 95°C, seguidos de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 20
segundos a 51°C, 30 segundos a 74°C y un paso final de ex-
tension de 8 minutos a 74°C.

La especificidad de los iniciadores L1/U1 que amplifica-
ron la banda de 938 pb (identificacion de género) es caracte-
ristica del ADNr 16S y los iniciadores LF/LR que amplifica-
ron la banda de 750 pb es caracteristica del gen A/yA (identi-
ficacion de especie) (9).

Separacion electroforética

Este procedimiento, permitié evidenciar las bandas co-
rrespondientes al gen de listeriolisina O, que pertenece a
Listeria monocytogenes. Los productos de PCR y los de ADN
obtenidos en las extracciones fueron visualizados en geles de
agarosa al 1% (p/v) en tampon TAE 1X (Tris-acetato 40mM,
EDTA 1 mM, pH 8+/-0,2), tefiidos con 0,2 pg/mL de bromuro
de etidio, corridos a 120V durante 1 hora. Como marcador de
peso molecular se emplearon 100 pares de bases (Gibco BRL)
(12).

Analisis estadistico

Se evalu6 el grado de concordancia de las observaciones
en los geles, para estimar si la asociacion de los sistemas de
medida de una variable continua concordaba. Para medir la
concordancia se us6 el coeficiente Kappa (k), mediante el
programa estadistico Epilnfo V6, que corresponde a la pro-
porcién de concordancias observadas sobre el total de obser-
vaciones, habiendo excluido las concordancias atribuibles al
azar. El coeficiente Kappa (k) toma valores entre -1 y +1;
mientras mas cercano a +1, mayor es el grado de concordan-
cia inter-observador. Por el contrario, un valor de k = 0 refle-
ja que la concordancia observada es precisamente la que se
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espera a causa exclusivamente del azar. La interpretacion del
coeficiente Kappa se realiza correlacionando su valor con una
escala cualitativa. Se tomaron como valores negativos las mues-
tras ausentes de L. monocytogenes y como positivos las mues-
tras con L. monocytogenes. La escala cualitativa fue: 0—0,2 =
“leve”; 0,2 — 0,4 = “aceptable”; 0,4 — 0,6 = “moderada”; 0,6 —
0,8 = “considerable”; 0,8 — 1 = “casi perfecta” (13).

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los resultados del crecimiento
presuntivo de Listeria spp en agar PALCAM en las 30 mues-
tras de queso blanco fresco analizadas. En esta tabla, se ob-
serva el resultado del crecimiento presuntivo de Listeria spp
en 8 de las 30 muestras analizadas..

TABLA 1
Crecimiento presuntivo de Listeria en muestras de queso
blanco fresco

Muestra N° Crecimiento

1 Negativo

2 Negativo

3 Listeria Presuntiva
4 Negativo

5 Listeria Presuntiva
6 Negativo

7 Negativo

8 Negativo

9 Negativo

10 Listeria Presuntiva
11 Negativo

12 Listeria Presuntiva
13 Listeria Presuntiva
14 Negativo

15 Negativo

16 Listeria Presuntiva
17 Negativo

18 Negativo

19 Negativo
20 Negativo
21 Negativo
22 Negativo

23 Negativo

24 Listeria Presuntiva
25 Listeria Presuntiva
26 Negativo

27 Negativo

28 Negativo

29 Negativo

30 Negativo

Las pruebas confirmatorias realizadas a las 8 muestras de
queso blanco fresco consideradas como “Listeria presuntiva”,

fueron necesarias para descartar resultados reales positivos y
reales negativos; ya que el crecimiento en agar PALCAM de
Streptococcus spp. y Staphylococcus spp., producen colonias
muy similares a Listeria spp y pueden encubrir el crecimiento
real de Listeria spp

La Tabla 2 muestra las pruebas confirmatorias realizadas para
las 8 muestras de queso blanco fresco que resultaron como
“Listeria presuntiva”. Se pudo observar que las muestras N°5 y
N°10 tenian caracteristicas propias para L. monocytogenes, s
decir, colonias color verde oscuro con un halo negro y un hun-
dimiento central en agar PALCAM, bacilos gram positivos dis-
puestos en empalizada, motilidad positiva para la prueba SIM
en la forma de umbrella caracteristica, hemdlisis positiva y prueba
de CAMP con S. aureus positiva y reaccion acido/acido (A/A)
para el TSI. La muestra N° 16 aunque presentaba caracteristicas
morfologicas y bioquimicas para ser considerada como L.
monocytogenes, no ferment6 la ramnosa pero si fermento xilosa,
por lo que fue catalogada como L. seeligeri, mientras que la
muestra N° 3 resulto ser negativa para la prueba de CAMP con
S. aureus, por lo que fue catalogada como L. ivanovii.

En la Figura 1 se muestra la corrida electroforética de to-
das las muestras de queso y controles; se pudo observar que
el PCR amplifico para las muestras (N°5 y N°10) y para los
controles con L. monocytogenes, las bandas 938 pb para gé-
nero Listeria'y 750 pb para la especie monocytogenes. Se evi-
dencia que las muestras (N°3, N°16, N°24 y N°25) amplifica-
ron so6lo la banda 938 pb que corresponde al género Listeria
al igual que en los controles empleados sin L. monocytogenes;
no se observo amplificacion de bandas en el resto de las mues-
tras y en los controles sin este patdgeno.

Se encontrd una reproducibilidad en el ensayo del 100 %,
dado que solo las cepas de Listeria monocytogenes amplifica-
ron las bandas de 938pb y 750pb; mientras que la cepa de
Listeria ivanovii 'y Listeria seeligeri amplificaron la banda de
938pb. Las muestras de S. aureus CVCM 718, E. coli CVCM
304, S. bovis CVCM 648, no amplificaron ninguna de las ban-
das. El pool de muestra inoculada con L. monocytogenes
CVCM 446, L. ivanovii coleccion UC, S. aureus CVCM 764,
E. coli CVCM 304 y S. bovis CVCM 648, amplificaron las
bandas 938 pb y 750 pb que corresponden al género Listeria
y a la especie monocytogenes. La muestra inoculada con L.
ivanovii coleccion UC, S. aureus CVCM 764, E. coli CVCM
304 y S. bovis CVCM 648, amplificé solo la banda 938 pb
correspondiente al género Listeria (Figura 1). Con esto tam-
bién se demuestra la especificad del PCR, en que las muestras
sin el microorganismo no amplificaron, lo que significa que
el PCR tiene la capacidad de detectar negativos que verdade-
ramente son negativos y positivos que realmente son positi-
vos a la presencia del microorganismo. La concordancia esta-
distica observada para el método de PCR, indic6 que existe
un 100% de concordancia entre la respuesta obtenida en los
controles y las muestras analizadas.
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TABLA2
Pruebas confirmatorias realizadas a las muestras de “Listeria presuntiva” observadas
en el queso blanco fresco

Muestra

N° E C SIM H CAMP R X M TSI Resultado

3 + + + + - A/A L. ivanovii

5 + + + + + + - - A/A L. monocytogenes
10 + + + + + + - - A/A L. monocytogenes
12 + + - - - + A/A NEGATIVO
13 + + - - - + A/A NEGATIVO
16 + + + + + - + - A/A L. seeligeri
24 + + + + - + A/A L. ivanovii

25 + + + + - + A/A L. Ivanovii

E: esculina; C: catalasa; SIM: sulfuro de hidrégeno, indol y motilidad; H: hemdlisis; CAMP: con S. aureus;
R: ramnosa; X: xilosa; M: manitol; TSI: lactosa, sacarosa y glucosa

La sensibilidad del ensayo de PCR se verifico al observar la
amplificacion de las bandas 938 pby 750 pb en la dilucion 1:16
con el control de Listeria monocytogenes 446

El método es altamente reproducible y estadisticamente
confiable, ya que el andlisis arroj6 un valor para kappa de 1,
valor que lo califica como de concordancia total o “casi per-
fecta”.

DISCUSION

El crecimiento presuntivo de Listeria spp en 8 de las 30
muestras analizadas en el presente estudio coincide con lo ex-
presado por diferentes investigadores, quienes sugieren que el
crecimiento de esta bacteria es de distribucién amplia en la
naturaleza, a causa de su resistencia a condiciones extremas
de temperatura, acidez y salinidad y su capacidad para multi-
plicarse a bajas temperaturas (14-16). Listeria monocytogenes
es una bacteria gram positiva, no esporulada responsable de la
listeriosis humana transmitidas por alimentos (ETA) y se ha
convertido en un importante problema de salud publica desde
el ultimo decenio (17). Puede causar enfermedades, entre ellas
la mastitis en vacas, por lo que ha sido escogida como modelo
experimental para el desarrollo de métodos de diagndstico
molecular para patdgenos transmitidos por la leche y esta con-
siderada como uno de los mas importantes patdégenos emer-
gentes (18-20)]. L. monocytogenes puede presentarse conjun-
tamente con microorganismos competidores y otras cepas de
Listeria spp., en muestras de alimentos, esta situacion hace
mas dificil el aislamiento del patdgeno por el método conven-
cional, ademas de ser un procedimiento demorado, por lo que
recurrir a la técnica molecular de PCR se puede identificar el
género Listeria y la especie monocytogenes.

La corrida electroforética de todas las muestras de queso y
controles el PCR amplifico las bandas 938 pb y 750 pb en
aquellas muestras y controles que contenian Listeria

monocytogenes; mientras que, las muestras que no contenian
Listeria monocytogenes; amplificaron s6lo la banda 938 pb
correspondiente al género Listeria, resultado éste que con-
cuerda con lo reportado por Scotter y col., (20); esto explica
la especificidad de la técnica para detectar negativos que ver-
daderamente son negativos y positivos que realmente son
positivos a la presencia del microorganismo. En los carriles 7
y 8 dela corrida electroforética (Figura 1C), correspondien-
tes a las muestras 12 y 13 de queso blanco criollo que habian
sido catalogadas como Listeria presuntiva no amplificaron la
banda 938 pb ni la 750 pb correspondiente a género y espe-
cie respectivamente de Listeria monocytogenes. La seleccion
de estas muestras como Listeria presuntiva fue debido a que
el agar PALCAM, a pesar de ser un agar selectivo para Listeria,
permite el crecimiento de otros microorganismos como el
Streptococcus cuya morfologia de crecimiento de la colonia,
en relacion al color de la misma es similar, lo que no ocurrid
con el PCR que al tener una alta especificidad, permite la
identificacion exacta por tratarse de una técnica molecular.
El ADN cromosomal de la cepa control de L.
monocytogenes 446 empleada, evidencid una alta especifici-
dad y sensibilidad a la técnica ya que los primers empleados
amplificaron las bandas de 938 pb y 750 pb especificas para
género y especie respectivamente. Los primers LU1, Ul y
LF, LR utilizados en el ensayo de PCR permitieron la detec-
cion simultanea del género Listeria y de la especie
monocytogenes. Este hallazgo es importante en los casos en
que la asociacion de L. monocytogenes con otras especies de
Listeria y con otros géneros bacterianos pueda ocurrir. Igual-
mente se demostrd que los primers LU, Ul y LF, LR, tienen
una alta afinidad por la secuencia blanco correcta y son espe-
cificos y sensibles para L. monocytogenes (4,10). Otros in-
vestigadores han utilizado primers que amplifican un tnico
producto de alguno de los genes caracteristicos de la especie
monocytogenes y no descartan la reaccion cruzada con otros
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FIGURA 1
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Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en TAE IX. Teiiido con 0,2 pg/ml de bromuro de etidio. A. Carril 1: marcador de peso molecular
100pb (Gibco BRL), carril 2: Listeria monocytogenes CVCM 446, carril 3: Listeria ivanovii coleccion UC, carril 4: Listeria seeligeri
coleccion UC, carril 5: Escherichia coli CVCM 304, carril 6: Staphylococcus aureus CVCM 718, carril 7: Pool de muestra de Streptococcus
bovis CVCM 648, Escherichia coli CVCM 304, Staphylococcus aureus CVCM 718, carril 8: muestra N° 1 queso blanco criollo, carril 9:
muestra N° 2 queso blanco criollo. B. Carril 1: muestra N°10 queso blanco criollo, carril 2: muestra N° 3 queso blanco criollo, carril 3:
muestra N° 5 queso blanco criollo, carril 4: muestra N°4 queso blanco criollo, carril 5: Listeria monocytogenes CVCM 446, carril 6: Listeria
ivanovii coleccion UC, carril 7: muestra N° 6 queso blanco criollo, carril 8: Pool de muestras de Listeria monocytogenes CVCM 446,
Streptococcus bovis CVCM 648, Escherichia coli CVCM 304, Staphylococcus aureus CVCM 718, carril 9: marcador de peso molecular
100pb (Gibco BRL). C. Carril 1: marcador de peso molecular 100pb (Gibco BRL), carril 2: Listeria monocytogenes CVCM 446, carril 3 al
5: muestra N° 7 al 9 queso blanco criollo, carril 6 al 10: muestra N° 11 al 15 queso blanco criollo. D. Carril 1: muestra N° 15 queso blanco
criollo, carril 2: marcador de peso molecular 100pb (Gibco BRL), carril 3: muestra N° 16 queso blanco criollo, carril 4 al 9: muestra N° 17
al 22 queso blanco criollo. E. Carril 1: muestra N° 23 queso blanco criollo, carril 2: muestra N° 24 queso blanco criollo, carril 3: muestra N°
25 queso blanco criollo, carril 4: muestra N° 26 queso blanco criollo, carril 5: marcador de peso molecular 100pb (Gibco BRL). F. Carril 1
al 4: muestra N° 27 al 30 queso blanco criollo, carril 5: marcador de peso molecular 100pb (Gibco BRL).
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géneros bacterianos presentes en la muestra (21,22). La am-
plificacion del fragmento que identifica la especie
monocytogenes, es importante para descartar reacciones cru-
zadas con la hemolisina del Streptococcus. Makino y col., (22)
utilizaron primers LAl y LB1 que amplificaban un fragmento
de ADN de 626pb, que identificaban el género Listeria y no la
especie. Otros autores, aplicaron primers para identificar tan-
to el género Listeria como la especie monocytogenes, pero su
especificidad, comparada con los que amplifican fragmentos
del gen de la listeriolisina O (hlyA), ha sido menor (23-26).

Se concluye que el tiempo de demora del PCR para la de-
teccion de L. monocytogenes es mucho mas corto, en compa-
racion con el método tradicional Agar PALCAM, el cual re-
presenta un buen método de aislamiento microbiologico pero
con el requerimiento de una confirmacion a través de pruebas
bioquimicas, lo que alarga el tiempo para la identificacion y
reporte del microorganismo.
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