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1. RESUMEN 

En la Pontificia Universidad Javeriana a través del grupo de Biotecnología Ambiental e 
Industrial (GBAI), se realizan estudios encaminados a esclarecer la  alta prevalencia de L. 
monocytogenes en alimentos listos para consumo, sin embargo, la información sobre 
serovariedades, aspectos moleculares y linajes es escasa, de tal manera que el primer paso 
es el establecimiento de un banco genómico de L. monocytogenes. En consecuencia para la 
realización de estudios epidemiológicos retrospectivos y prospectivos requerirán ADNg de 
alta calidad y concentración lo cual justifica la realización de este trabajo de grado. 

El objetivo fue construir un banco de ADN genómico (ADNg) conformado por 73  
aislamientos de Listeria spp., provenientes de investigaciones anteriormente realizadas por 
los laboratorios de Microbiología de Alimentos y Biotecnología Aplicada del Grupo de 
Biotecnología Ambiental e Industrial (GBAI), aisladas entre el período de 2002 – 2010.  

En la metodología experimental se realizó un cultivo líquido para cada cepa en caldo BHI 
suplementado con  3gL-1 de glucosa y se incubó a 37oC, 250r.p.m. durante toda la noche; 
posteriormente se empleó el protocolo para la extracción de ADN cromosomal de Listeria 
spp., estandarizado por el grupo (GBAI), de los 200µL de la extracción de ADNg se tomó 
165µL para ser conservados a -20ºC y los 35µL restantes fueron empleados para la 
determinación espectrofotométrica de la concentración y pureza del DNAg extraído a 
DO260nm y radio de DO260nm/DO280nm respectivamente, además del cálculo del rendimiento 
total, se cuantificó la concentración de proteínas en las muestras.  

Para la cuantificación de ADN de doble cadena para Listeria spp., se halló un promedio de 
243,7958 µg/mL con un máximo de 613,5300 µg/mL. Para la cuantificación de la pureza se 
obtuvo un promedio de 2,1167; el 8,21% de las muestras se encontraron dentro del radio de 
1,8-2,0; y el 89,04% entre el radio de 1,8-2,2. Se discute que la gran mayoría de las 
extracciones obtuvieron valores aceptables de pureza (89,04%), sin embargo, el 10,95% de 
las muestras se encuentran desviadas de la medida que caracterizan a una preparación pura. 
Para la concentración proteínas contaminantes el 72,60% de las muestras presentaron 
0,0000 µg/mL; se obtiene un promedio de 22,6747 µg/mL. Es posible señalar que la pureza 
posee un valor promedio aceptable, lo suficientemente adecuada para ser empleados en 
estudios moleculares epidemiológicos retrospectivos y prospectivos. En cuanto a los 
resultados de la electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), se empleó un muestreo 
aleatorio del 10% (8 aislamientos) del banco por la limitante de los reactivos en el 
presupuesto, se observaron bandas fuertes que corroboran la presencia de ADNg de alta 
calidad para la muestras, las cuales estiman la calidad total de banco. 
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2. INTRODUCCIÓN 

En el género Listeria se incluyen un grupo de bacterias Gram-positivas que son bacilos 
anaeróbicos facultativos, no esporulados. Este género está evolutivamente relacionado con 
los géneros: Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus y Staphylococcus (1). Se 
ha aislado Listeria spp., de diversas fuentes como suelo, agua, plantas, heces, vegetales, 
carnes, lácteos, peces, humanos asintomáticos y animales portadores (2).  
 
Listeria spp., habita en la materia vegetal muerta de forma saprófita. La distribución de este 
microorganismo en la naturaleza es muy amplia lo cual se debe a la capacidad de  
adaptación a diferentes condiciones ambientales; Listeria spp., puede multiplicarse en 
concentraciones altas de sal (10% (p/v) NaCl), a pH que oscilan entre 4,5 y 9 ± 0,2 y a 
temperaturas entre 0 y 45°C ±1 (3).  
 
Perteneciendo al género Listeria se encuentran ocho especies: L. monocytogenes, L. 
innocua, L. welshimeri, L. ivanovii, L. seeligeri, L. grayi, L. rocourtiae y L. marthii. Sólo 
dos L. monocytogenes y L. ivanovii, son patógenos y aunque presentan diferencias en la 
patogenicidad su ciclo de vida como parásito intracelular es muy parecido. L. 
monocytogenes es patógeno en humanos y en animales, a diferencia de L. ivanovii rara vez 
infecta a humanos y se ha visto más asociada con  infecciones en animales (4-6).  
 
L. monocytogenes produce una enfermedad invasiva y puede afectar al Sistema Nervioso 
Central (SNC) lo que conduce a la muerte.  De otro lado, puede dejar secuelas neurológicas 
y la forma no invasiva de la enfermedad produce el síndrome grastrointestinal. Aunque la 
listeriosis puede presentarse en personas aparentemente saludables, existen grupos muy 
sensibles como los neonatos, las mujeres embarazadas, los ancianos y las personas  
inmunosuprimidas, con una tasa de mortalidad que oscila entre 20 y 30% (7). Es importante 
destacar que las formas clínicas de la enfermedad varían de acuerdo al grupo infectado y se 
manifiestan como gastroenteritis, meningitis, meningoencefalitis, septicemia, aborto o 
infección prenatal.  
 
Por lo general mayor del 90% de los casos de listeriosis han sido por Enfermedades de 
Transmisión Alimentaria (ETA); aproximadamente el 10% restante obedece a infecciones 
en recién nacidos (a través de la madre infectada o por contagio en las salas de neonatos). 
En los brotes esporádicos y en las epidemias reportadas se  ha logrado relacionar una gran 
variedad de alimentos (actuando como vehículos); entre estos la leche, el queso, la 
mantequilla, el paté, la carne de res, la carne de cerdo, las aves, los vegetales, los productos 
del mar y particularmente los productos listos para ingerir (8).  
 
Se conoce que varias especies animales han sido infectadas por L. monocytogenes, sin 
embargo, la mayoría de casos han correspondido a rumiantes, con menor frecuencia los  
cerdos y aves, estos últimos considerados grandes portadores sanos. Las infecciones en 
animales por lo general son subclínicas, sin embargo la listeriosis puede aparecer de forma  
esporádica o epidémica, lo que tiene un gran impacto económico. La listeriosis en animales, 
ha permitido evidenciar el papel en la transmisión zoonótica, lo que puede ocurrir a través 
del contacto con el humano o al consumo de alimentos contaminados de origen animal (9).  
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L. ivanovii presenta tropismo diferencial por el útero grávido en rumiantes, pero en especial 
por las especies menores; en estos produce abortos, septicemia o enteritis, pero nunca 
encefalitis, forma clínica típica de la infección L. monocytogenes en rumiantes (10-12).  
 
Listeria spp. puede encontrarse en el ambiente de las fábricas, en los locales de expendio, 
en las viviendas de los consumidores, incluso en individuos sanos (13). Dentro de las 
especies del género se destaca L. monocytogenes, como patógeno re-emergente en 
alimentos por las características antes mencionadas y el alto potencial patogénico, 
resultando de gran interés para la seguridad alimentaria y la salud pública. 
 

3. JUSTIFICACIÓN Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
3.1 Planteamiento del problema 
La listeriosis fue descrita en 1926 como una enfermedad en conejos causada por Listeria 
monocytogenes (14). En mamíferos, L. monocytogenes causa abortos y encefalitis o 
meningoencefalitis; no obstante esta enfermedad se produce al mismo tiempo en mucho 
animales de una zona geográfica y ha sido observada en rebaños de vacunos y ovinos 
mucho antes que en el hombre (15-17). L. monocytogenes puede infectar una amplia gama 
de animales como cabras, cerdos, aves, pavos, patos y peces, entre otros (18). La forma 
septicémica de la enfermedad no es común en bovinos y por lo general se produce en 
animales recién nacidos; esta variante se caracteriza por depresión, inapetencia, fiebre y 
muerte. En rumiantes es común la forma encefálica, denominada también enfermedad en 
círculo, debido a la tendencia de los animales a dar vueltas en un sólo sentido. Los síntomas 
comprenden depresión, anorexia, caída o torcimiento de la cabeza hacia un lado 
(opistótono), parálisis facial y conjuntivitis. En un estudio realizado en 1972, la incidencia 
más alta de L. monocytogenes (24%) fue encontrada en vacas que experimentaron aborto, 
mientras que las vacas sanas provenientes de rebaños afectados o no, presentaron 
incidencias más bajas [rebaños afectados 6,7%, rebaños no afectados 1,7%] (19). El cultivo 
sistemático de deposiciones diarreicas de vacas con síntomas y/o abortos relacionados con 
L. monocytogenes, el cultivo de heces diarreicas de vacas sanas provenientes de rebaños 
con listeriosis y el cultivo de muestras diarreicas de vacas provenientes de rebaños no 
afectados por la enfermedad, han revelado diferencias en la presencia del microorganismo 
en este tipo de muestras; sugiriendo que podría existir una relación entre la utilización de 
ensilaje de baja calidad y el desarrollo de un brote de listeriosis en rumiantes domésticos 
(17). En Colombia, Gallego y colaboradores, determinaron la prevalencia y la función de 
Listeria spp., en el comportamiento reproductivo de los animales y su importancia desde el 
punto de vista de salud pública. Este estudio encontró prevalencias del 24,6% en leches, del 
2,7% en hisopados vaginales y del 9,5% en materia fecal. La presencia L. monocytogenes 
estuvo asociada a mayor número de servicios por concepción, mayor intervalo entre partos, 
menor producción de leche, presencia de vacas vacías (a la palpación) y problemas de salud 
de los animales. No se encontró asociación con la presencia de mastitis o vaginitis, el 
suministro de aguas residuales, el suministro de ensilajes y la presencia de animales de 
otras especies (20).   
 
El aislamiento de cepas de L. monocytogenes en humanos, animales y en alimentos ha 
permitido considerar la listeriosis una zoonosis emergente trasmitido principalmente por 
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alimentos. Este microorganismo ha sido causante de brotes epidemiológicos de listeriosis; 
siendo las mujeres embarazadas, los niños recién nacidos y los pacientes 
inmunocomprometidos especialmente susceptibles a la infección. En Colombia entre 1988 
y 1994 se realizaron estudios de búsqueda de L. monocytogenes  en leches crudas, 
pasteurizadas, quesos frescos y madurados; reportando incidencia de 34,2, 26,6, 22,8% 
respectivamente (16). Durante ese mismo período se observaron 19 casos de listeriosis: 
diez en adultos inmunosuprimidos, dos en mujeres embarazadas, seis en neonatos y uno en 
un  adolescente de 12 años, todos identificados como pacientes con listeriosis, según 
información documentada en FCVL (fundación clínica del valle de Lili) en Cali (16).    
 
Estudios realizados en Antioquia en 172 muestras procesadas mostraron una prevalencia de 
L. monocytogenes  de 33,1% en una amplia variedad de quesos blandos.  El nivel de 
contaminación descubierto en los alimentos, fue considerablemente mayor al encontrado en 
otros países  como Holanda (4,4%), Francia (4,6%) o Estados Unidos (12%) con 
prevalencia entre 5% y 12% en lácteos y en Brasil 10,7% en quesos (21).   
 
Un estudio preliminar del Laboratorio de Salud Pública de la Secretaría Distrital de Salud, 
Bogotá, determinó una incidencia del 5,3% de L. monocytogenes en productos cárnicos 
listos para el consumo humano (Información personal Dr. Herbert Vera referente de ambiente). En Colombia, a 
pesar de haberse detectado casos clínicos de listeriosis humana,  la identificación de L. 
monocytogenes aún no ha sido regularizada.  
 
De otro lado, L. ivanovii posee un tropismo diferencial específico hacia los rumiantes, en 
especial especies menores, en los que provoca abortos septicemia enteritis, pero nunca 
encefalitis que es la forma clínica típica de rumiantes infectados por L. monocytogenes. 
Este microorganismo puede invadir activamente el SNC, mientras que L. ivanovii tiene 
como órgano blanco el útero grávido (14). 
 
A nivel mundial se ha despertado el interés en el  estudio de la genética y las ciencias 
biológicas, desarrollando mega proyectos para el almacenamiento de material biológico y/o 
genético de diversas especies, entre los más importantes  encontramos al proyecto del 
genoma humano y la cámara global de semillas. Generalmente enfocados a la producción 
de grandes bancos biológicos y de material genético, generadores de importantes 
desarrollos en los campos de la medicina, agricultura, genética económica y forense. 
Implicando optimizaciones, estandarizaciones y validaciones de técnicas moleculares que 
permitan extraer DNA de alta calidad y suficiente cantidad para su posterior preservación, 
recuperación o investigación. Sin embargo, continúa siendo dos los problema durante la 
fase de la extracción. El primero es tratar de maximizar el rendimiento de DNA; y el 
segundo  consiste en los factores que causan la contaminación del DNA y varios reactivos 
empleados en la extracción (Ej. detergentes, lisozima, NaOH, alcohol, EDTA y EGTA), 
que dificultan la amplificación por PCR, y finalmente causan múltiples inconvenientes en 
métodos de diagnostico y estudio molecular. Consecuentemente, los aislamientos 
recuperados de alimentos u otras fuentes requieren protocolos de extracción de DNA 
robustos que provean alto rendimiento de DNA con la menor cantidad de inhibidores que 
restrinjan la calidad de la PCR (22-25).  
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En Colombia diversos estudios realizados por el INVIMA, han demostrado una alta 
prevalencia de L. monocytogenes en alimentos listos para consumo, sin embargo la 
información sobre serovariedades, aspectos moleculares y linajes es escasa, por lo que no 
puede establecerse la dinámica del microorganismo dentro de la cadena de producción, por 
esta razón es importante que la Universidad Javeriana a través del grupo de Biotecnología 
Ambiental e Industrial, realice estudios encaminados a esclarecer estos aspectos, de tal 
manera que una primer paso es el establecimiento de un banco genómico de L. 
monocytogenes. 
 
3.2. Justificación de la investigación 
Actualmente la identificación de L. monocytogenes y Listeria spp., se realiza por métodos 
convencionales (catalasa, Gram, movilidad, nitratos, hemólisis, CAMP, carbohidratos, 
invasividad y serología), estas técnicas abarcan aproximadamente 15 días de estudio, 
existen otros estuches comerciales como MicroScan, Vitek, Api-Listeria de alta 
especificidad pero en todos se requiere partir de un cultivo puro del microorganismo; por 
otra parte en el país no está normada la  técnica  y no todas las empresas productoras de 
alimentos la realizan. 
 
Este trabajo se encuentra justificado en la necesidad de generar un banco de DNA 
genómico para Listeria spp., a partir de los aislamientos obtenidos por el Grupo de 
Biotecnología Ambiental e Industrial GBAI.  
 
Este trabajo de grado pertenece a un proyecto de investigación encaminado a la búsqueda 
de patrones de susceptibilidad antimicrobiana y de tolerancia a desinfectantes en 
aislamientos de Listeria spp., a partir de diferentes fuentes (humano, animales, alimentos y 
ambientes) y se enmarca dentro de las líneas de investigación i. Microorganismos 
emergentes en la industria de alimentos y ii. Biotecnología y biología molecular, del Grupo 
de Biotecnología Ambiental e Industrial GBAI. 
 
4. MARCO TEÓRICO Y REFERENCIAS CONCEPTUALES 
 
4.1. El género Listeria y su clasificación. 
Joseph Lister nombró el género que durante muchos años estuvo formado por una única  
especie, Bacterium monocytogenes, en la actualidad (L. monocytogenes). El adjetivo 
“monocytogenes” se aplicó debido a la amplia leucocitosis mononuclear observada en 
conejos infectados (26,  27). 
 
En los comienzos de las investigaciones el género Listeria fue incluido dentro de la familia 
Corynebacteriaceae, sin embargo, en la actualidad pertenece al grupo de bacilos Gram-
positivos no esporulados muy relacionados a Bacillus spp., Clostridium spp., Enterococcus 
spp. y Streptococus spp, (28). 
 
En general las especies del género Listeria son bacilos anaeróbicos facultativos de 0,4 y 
1,5μm, asporógenos, sin cápsula y móviles a temperaturas entre 10 y 25ºC. Han sido 
aislados de diversas fuentes ambientales, incluyendo suelos, agua, efluentes y una gran 
variedad de alimentos, así como, heces fecales de humanos y animales (10,  11,  29). En 
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este género se incluyen ocho especies: L. monocytogenes, L. ivannovi, L. seeligerii, L. 
innocua, L. welshimeri,  L. grayi, L. rocourtiae y L. marthii;  sólo dos de estas (L. 
monocytogenes, y L. ivannovi) son patógenas (4-6,  27). 
 
4.2. Listeriosis, aspectos de la enfermedad 
 
La enfermedad causada por L. monocytogenes, se conoce como Listeriosis (30). Esta 
enfermedad se define clínicamente cuando el microorganismo es detectado en sangre, 
líquido cefalorraquídeo (LCR) o en muestras de estériles como la placenta (30). En la 
mayoría de los casos de listeriosis neonatal precoz, el lactante se infecta in utero, casi 
siempre de forma transplacentaria, debido a que la madre ha adquirido la infección por 
transmisión alimentaria (31-33). 
 
Dos formas básicas de presentación de listeriosis pueden distinguirse: la listeriosis perinatal 
y la listeriosis en adulto; en ambas las formas clínicas corresponden a infección diseminada 
o infección local en el sistema nervioso central (SNC), (11). 
 
4.2.1. Listeriosis humana 
 
Por lo general L. monocytogenes entra al organismo a través del intestino después haber 
consumido alimentos contaminados (aún no se sabe si produce diarrea), invadiendo la 
mucosa intestinal y de allí se disemina por vía hematógena para infectar órganos como 
hígado, bazo, corazón, SNC y útero (34). La alcalinización del estómago, ya sea por 
bloqueadores H2 o por consumo de alcalinizantes, en una mucosa lesionada, permite el paso 
del microorganismo hacia el intestino.  
 
Por lo general la infección por L. monocytogenes comienza unas 20h después del consumo  
del alimento contaminado. Síntomas como náuseas, vómito y diarrea preceden las 
manifestaciones serias de la listeriosis. El período de incubación en adultos oscila entre 3 y  
70 días, en neonatos infectados la incubación oscila entre 1 y 4 semanas postnatales (35,  
36). 
 
L. monocytogenes se disemina por la sangre y llega al SNC, ocasionando meningitis 
supurativa aguda, cerebritis focal o multifocal, meningoencefalitis, absceso cerebral o 
espinal, listeriosis bulbar o romboencefalitis (37-39). La formación de masas de tejido 
inflamado formadas por muchas lesiones pequeñas (listeromas) y necrosis focal es 
característica de la enfermedad, lo cual depende del modo de infección, la dosis del 
microorganismo, la edad y la susceptibilidad del paciente (31,  40-42). La dosis infectiva de 
L. monocytogenes varía con el estado inmunológico del paciente, la concentración de 
patógeno en el alimento, la virulencia de la cepa, y la cantidad consumida (43,  44). 
 
4.2.2. Listeriosis animal 
 
En rumiantes, la listeriosis se manifiesta de cuatro formas, la infección del SNC lo que 
causa  meningoencefalitis en animales adultos y meningitis en animales jóvenes, 
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infecciones uterinas las que se caracterizan por generar abortos o septicemia en neonatos, la 
septicemia generalizada y la  mastitis (45). Se ha propuesto que la infección se favorece con 
las lesiones en la mucosas de la cavidad nasal o en la conjuntiva (46).  
 
De otro lado, es posible que los bovinos sean infectados vía tracto gastrointestinal con la 
consiguiente propagación vía hemática hacia el pedúnculo cerebral (47), donde L. 
monocytogenes se multiplica y se dispersa en el organismo. La forma encefalítica de la 
infección presenta signos neurológicos, como opistótono, andar en círculos, salivación 
excesiva y parálisis facial unilateral. En la etapa terminal, el animal experimenta temblores, 
cae y es incapaz de levantarse (17).  
 
L. monocytogenes produce infecciones oculares y queratitis en rumiantes, debido a la 
entrada directa de la bacteria en el ojo, la fuente de contaminación es el alimento, 
especialmente los ensilados (9). Por otro lado, L. monocytogenes puede invadir la unidad 
fetoplacentaria de una gran variedad de especies animales, lo cual puede o no desencadenar 
una septicemia. En rumiantes, el aborto ocurre generalmente en el tercer trimestre de 
embarazo y la bacteria se puede visualizar microscópicamente o recuperarse mediante 
cultivo del feto o de la placenta (17,  48). 
 
La mastitis en el ganado vacuno se presenta de dos formas, como infección subclínica o 
como infección supurativa; se ha detectado L. monocytogenes dentro de los neutrófilos en 
la leche (49) y la infección de las ubres puede ser crónica (45). 
 
4.3. Diagnóstico de Listeria  monocytogenes en alimentos  
 
En la industria de alimentos se utilizan métodos convencionales para la detección e 
identificación de L. monocytogenes. La ausencia o presencia detectada en 25g de alimento 
son las más frecuentemente empleadas, pero también se realizan recuentos UFC/g, cuando 
se necesita investigar sobre un riesgo en particular para la salud (50). 
 
Para la detección de microorganismos en alimentos, se requiere de una fase de pre-
enriquecimiento antes del aislamiento en agares selectivos. La concentración de L. 
monocytogenes puede ser aproximadamente del 102 UFC/g; por tal motivo el éxito de la 
detección depende del pre-enriquecimiento (51,  52).  
 
El enriquecimiento en caldos selectivos es el método más utilizado para el diagnóstico de L. 
monocytogenes en alimentos. En las distintas formas de caldos de enriquecimiento se 
integran sustancias que, como los antibióticos, suprimen o inhiben el crecimiento de la 
mayor parte de la carga microbiana permitiendo, el desarrollo de L. monocytogenes (52). 
Sin embargo, estas técnicas consumen mucho tiempo; la técnica “Gold Standard” para la 
detección de L. monocytogenes consume ~15 días (53).  
 
En los últimos  años, el número de casos de listeriosis reportados mundialmente ha 
aumentado, debido al incremento del número de personas con el riesgo de adquirir esta 
enfermedad y a la tendencia de ingerir este tipo de alimentos (carne de res, pollo y 
derivados lácteos) que por sus características se prestan con más facilidad para ser los 
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vehículos de transmisión; por otra parte el perfeccionamiento de las técnicas 
microbiológicas ha mejorado la capacidad de detección del patógeno (54,  55). En 
Colombia actualmente se continúan realizando estudios moleculares enfocados a técnicas 
de detección rápida y sensible como la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)  para L. 
monocytogenes en quesos, leche, carne de res y pollo; con el fin de minimizar el tiempo de 
detección y efectuar decisiones en el menor período de tiempo para la industria alimentaria; 
que en consecuencia permiten un control más detallado del proceso y las prácticas de 
limpieza e higiene en la manufactura y expendio de los productos alimenticios (16,  27,  
56). 
 
Las técnicas de mayor especificidad disponibles actualmente para uso rutinario en la 
detección e identificación de las especies del género Listeria se basan en el uso de sondas 
moleculares. Consisten en secuencias de ADN producidas sintéticamente que son 
complementarias a secuencias de ADN o ARN específicas para género y especie (27,  57,  
58). Las sondas de ADN deben marcarse con isótopos como C14, H3, P32, I125, para 
determinar si se ha dado la hibridación (59). Las sondas  genéticas  se aplican normalmente 
a las colonias cultivadas en medios selectivos o agar nutritivo (60,  61). Un ensayo de 
sondas de ADN con quimioluminiscencia llamado AccuPROBE® “Listeria monocytogenes 
Culture Identification Test” (Gen-Probe, San Diego, CA, USA) se utiliza para la 
confirmación rápida de L. monocytogenes de colonias necesariamente sobre medios de 
aislamiento primario o caldos de cultivo a través medida con un luminómetro GEN-PROBE 
(62). GENE-TRAK® L. monocytogenes Assay (Gen-Trak system, Framingham, MA, 
USA) es otro ensayo de este tipo disponible comercialmente (63). 
 
El método de hibridación de colonias se ha utilizado con buenos resultados para detectar L. 
monocytogenes  (72). Basados en las secuencias del fragmento, cuatro oligonucleótidos han 
sido sintetizados y evaluados como sondas específicas para L. monocytogenes (73). Sin 
embargo, otras técnicas moleculares son necesarias para identificar serotipos y discrimar 
entre las especies y lograr su caracterización molecular. 
 
4.4. Caracterización  molecular de Listeria  spp.   
 
En la actualidad se conocen varios métodos para la tipificación de cepas de L. 
monocytogenes, pero aún no se conoce si todas las cepas de L. monocytogenes son o no 
capaces de causar enfermedad. La virulencia de un microorganismo es un factor 
determinante de los eventos complejos que desencadenan la enfermedad; en este sentido el 
riesgo de listeriosis parece ser más alto en la medida en que la cepa es más virulenta. La 
virulencia de L. monocytogenes aún no es comprendida totalmente pero se ha observado 
que de las 13 serovariedades descritas, sólo 3 (4b, ½a y ½b) son responsables de todos los 
casos esporádicos de listeriosis y de las epidemias humanas que han aparecido en el mundo; 
mientras que el serotipo ½ ha sido encontrado en alimentos y ambientes de plantas de 
producción (70).  Tampoco es claro si la distribución de los serotipos de L. monocytogenes 
se relaciona con la patogenicidad o con las características ecológicas y fisiológicas de la 
bacteria. Los serotipos varían en virulencia y podría ocurrir que sólo unas pocas cepas 
virulentas colonicen los ambientes donde se procesan los alimentos, los contaminen y 
produzcan listeriosis. 
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Discriminar entre cepas de L. monocytogenes permitiría reconocer posibles fuentes de 
infección en casos humanos y establecer el origen o las rutas de contaminación en la 
industria de los alimentos, a fin de desarrollar estrategias de intervención que prevengan la 
enfermedad y la pérdida de los productos (74). Debido a la distribución de esta bacteria en 
el ambiente, para el sector salud y para la seguridad alimentaria la meta ha sido conocer las 
fuentes de contaminación del patógeno, e identificar el serotipo de las cepas. La 
serotipificación facilita posibilidad de distinguir cepas o grupos de cepas en estudios 
epidemiológicos y conocer la relación entre los aislamientos, identificar los brotes de 
enfermedad, identificar la fuente de infecciones aún en los  casos esporádicos y determinar 
los modos de transmisión de listeria (70,  75).  
 
La serotipificación con antisueros es una herramienta útil, sin embargo no es accesible para 
laboratorios comunes de control de calidad de alimentos, por dificultades técnicas, costos 
de las pruebas y la dificultad para la consecución de los antisueros (70); por estos motivos 
se ha visto limitado el desarrollo de estudios al respecto en Colombia. De otro lado la 
serotipificación clásica por si sola no aporta información directa sobre las variaciones 
moleculares de los diferentes aislamientos y no permite encontrar relaciones clonales entre 
los aislamientos. A diferencia, los estudios de tipificación molecular permiten establecer 
una relación clonal que sumada a la serotipificación previa, permiten encontrar cambios 
ligados o no a variaciones intraserotípícas; este tipo de estudio contribuye a establecer o 
determinar la dinámica poblacional en relación al ambiente de aislamiento o tipo de 
muestra entre otros (70).    
 
El presente trabajo de grado tiene como objetivo la elaboración de un banco de DNAg de 
los aislamientos de Listeria spp., del laboratorio de microbiología de alimentos con la 
concentración, pureza y calidad necesaria que permita hacer estudios moleculares 
retrospectivos y prospectivos de las mismas. Estos estudios permitirán la futura elaboración 
de estudios epidemiológicos regionales que aclaren el panorama nacional al respecto. 

5. OBJETIVOS  
5.1. Objetivo general 
 
Construir un banco de ADN genómico (ADNg) de los aislamientos de Listeria spp., 
aislados de diferentes fuentes (humanos, animales y alimentos), provenientes de 
investigaciones anteriormente realizadas por los laboratorios de Microbiología de 
Alimentos y Biotecnología Aplicada del Grupo de Biotecnología Ambiental e Industrial 
(GBAI), aisladas entre el periodo de 2002 – 2010. 
 
 
 
5.2. Objetivos específicos 
4.2.1. Extraer  el ADN genómico (ADNg) de 73  aislamientos de Listeria spp. del 
laboratorio de Microbiología de Alimentos del Grupo de Biotecnología Ambiental e 
Industrial (GBAI), aisladas entre el período de 2002 – 2010. 
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6. METODOLOGIA  
6.1 Diseño de la investigación. 
El presente trabajo de grado fue un estudio Mixto (retrospectivo y prospectivo) de carácter 
descriptivo y de corte transversal el cual se realizó en los laboratorios de Microbiología de 
Alimentos y Biotecnología Aplicada del Grupo de Biotecnología Ambiental e Industrial 
(GBAI), Departamento de Microbiología de la Facultad de Ciencias. Pontificia Universidad 
Javeriana, Bogotá. D.C.  
 
6.1.1 Población de estudio y muestra. 
Se tomó la población universo para su estudio en su totalidad, la cual estuvo conformada 
por un banco de 73 aislamientos.  
 
6.1.2 Variables del estudio. 

Tabla 1. Clasificación de las Variables del Estudio 

Variables 

Tipo de Variable 

Unidad de 
Medición 

Según las 
interrupciones 

entre 
sucesivos 
valores  

Según la 
orientación 
descriptiva 

Según los 
niveles de 
medición 

Banco de 
Aislamientos de 

Listeria spp. 
Discreta Independiente Cuantitativa 

Nominal Adimensional 
Concentración 

DNAg Extraído Continua Dependiente Cuantitativa 
de Razón µg/mL 

Pureza DNAg 
Extraído Continua Dependiente Cuantitativa 

de Razón Adimensional 
 
6.2 Métodos. 
6.2.1 Cultivo líquido del aislamiento.  
A partir del Banco de Células de Trabajo (BCT), previamente conservado a -80oC, se tomó 
un vial (1mL) del aislamiento conservado en Caldo BHI suplementado con 20% (v/v) de 
glicerol (27,  53,  76-78); con este se inoculó en 5 mL de BHI suplementado con  3gL-1 de 
glucosa y se incubó a 37oC, 250r.p.m. durante toda la noche.  
 
6.2.2 Extracción de ADNg. 
Se cultivaron las bacterias durante 12 horas a 37ºC y 250 r.p.m. (5mL de caldo BHI.). 
Luego se centrifugó 1mL del cultivo durante 10´ a 3000 r.p.m., a temperatura ambiente. 
Posteriormente se resuspendieron las células en 1mL de tampón TE IX (10mM Tris-HCl 
(pH 8,0 ± 0,2),1mM EDTA (pH 8.0 ± 0.2)), aplicando vortex por 1 minuto y centrifugando 
nuevamente, inmediatamente se repitió el procedimiento de centrifugación durante 10´ a 
3000 r.p.m.; decantando el sobrenadante por inversión  del tubo eppendorff. Luego se 
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resuspendió el “pellet” resultante en 200μl de (tampón TE 1x, 2mg/mL de lisozima), 
incubando durante 30´ a 37ºC. 
 
Transcurrido el período la incubación con lisozima, se añadió 300μl de (tampón TE 1x, 1% 
(v/v) de SDS, 100μg/mL proteinasa K), mezclando por inversión varias veces. 
 
Se incubó a 65ºC durante 1h. Posteriormente se añadió 84μl de una solución 5M de NaCl y 
60μl de una solución de CTAB (10% p/v CTAB disuelto en 0.7M de NaCl), mezclando por 
inversión. Se incubó nuevamente a 65ºC durante 20´, transcurrido el tiempo se añadió 
600μl de una mezcla de fenol y cloroformo (24:1), aplicando vortex por un minuto.  
 
Se centrifugaron las muestras a 12000 r.p.m., 4ºC, 10´; para luego separar la fase acuosa en 
otro tubo eppendorff. Luego se añadió a la fase acuosa 600μl de 2-propanol, incubando 30´ 
a temperatura ambiente (14ºC). Se centrifugó a 12000 r.p.m., 10´. Consecutivamente se 
decantó el isopropanol e invertieron los tubos eppendorff destapados por 24 horas. Para 
finalizar añadiendo 200μl de TE 1X, aplicando vortex durante 1 minuto y congelando a -
20°C las muestras hasta su empleo. Posteriormente fueron resuspendidas en 20µl de agua 
estéril para PCR (64). 
 
6.2.3 Cuantificación de Proteínas y pureza de DNA. 
La pureza y concentración de los DNA obtenidos se determinó según la relación entre la 
absorbancia a 260nm, 280nm y 320nm de longitud de onda en un espectrofotómetro 
Biospect 1601 Shimatsu DNA/Protein/Enzyme Analizer. Las unidades de medición para la 
cuantificación de las proteínas y el DNA fueron dadas en μg/mL. (79). 
 
6.2.4 Electroforesis de DNAg. 
El material de alta calidad en la extracción se verificó a través de un muestreo aleatorio del 
10% (8 aislamientos) del banco (73 aislamientos) por la limitante de los reactivos en el 
presupuesto, empleando la técnica de  electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) 
preparado en tampón TAE 1X (40mM Tris-Acetato, 1mM EDTA pH 8,0 ± 0,2), y se tiñó 
en una solución con 5μg/mL de bromuro de etidio, corrido a 80 voltios con una fuente de 
poder Pharmacia Biotech EPS-300 durante una hora y fotografiados bajo luz ultravioleta.  
 
6.3 Recolección de la información. 
6.3.1 Determinación espectrofotométrica de la concentración y pureza del DNAg 
extraído 
Se cuantificó la presencia de DNA, leyendo las muestras a 260 nm y 280 nm de longitud de 
onda; la DO260nm permitiendo el cálculo de la concentración de acido nucleico de las 
muestras. Una DO260nm igual a 1 corresponde aproximadamente a 50µg/mL de DNA de 
doble cadena. El radio entre las lecturas  a 260nm y 280nm (DO260nm/DO280nm) permitió 
estimar la pureza del ácido nucléico. Una preparación pura de DNA tiene un radio 
DO260nm/DO280nm de 1,8-2,0. Si se encuentra contaminación con proteína o fenol, el radio 
será significantemente menor a 1,8 (79).  
 
6.4 Análisis de información. 
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6.4.1 Calculo del rendimiento total de DNAg extraídos. 
El rendimiento total fue obtenido multiplicando la concentración de DNAg por el volumen 
total de la muestra purificada. Rendimiento total (µg) = Concentración de DNAg x 
Volumen total de la muestra (mL), (80).  
 
6.4.2 Análisis de la calidad del DNAg extraído en la electroforesis  
En la electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) del muestreo aleatorio, se evaluó 
cualitativamente su calidad de la siguiente manera: [--] Sin bandas, [+-] barrido, [++] 
bandas fuertes; indicando ausencia de DNAg, degradación parcial de las moléculas del 
DNAg, y alta calidad de DNAg, respectivamente (81,  82). 
 
6.4.2 Conservación de los DNAg extraídos. 
Los DNAg obtenidos fueron conservados a -20oC, en tubos debidamente rotulados, para su 
posterior utilización. 
 
7. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
Se realizó la determinación espectrofotométrica de la concentración de DNAg, pureza y 
concentración de proteínas; calculando el rendimiento total para cada una de la 73 muestras 
de Listeria spp.; las cuales fueron procesadas a través de los protocolos anteriormente 
descritos en la metodología del presente trabajo. 
 
Para la cuantificación de ADN de doble cadena para Listeria spp., se halló un promedio de 
243,7958 µg/mL con un máximo de 613,5300 µg/mL. Figura 1. A. En la figura se observa 
una relación directamente proporcional entre la concentración y el rendimiento total, en 
razón de ser calculado a través de la multiplicación de la concentración de ADN por el 
volumen total de la muestra (80, 81).  
 
Para la cuantificación de la pureza se obtuvo un promedio de 2,1167. La literatura sugiere 
que una preparación completamente pura tiene un radio DO260nm/DO280nm de 1,8-2,0.  (81,  
82). El 8,21% de las muestras se encontraron dentro del radio de 1,8-2,0; y el 89,04% entre 
el radio de 1,8-2,2. Se discute que la gran mayoría de las extracciones obtuvieron valores 
aceptables de pureza (89,04%), sin embargo, el 10,95% de las muestras se encuentran 
desviadas de la medida que caracterizan a una preparación pura. 
 
   
Para la concentración proteínas contaminantes el 72,60% de las muestras presentaron 
0,0000 µg/mL. Sin embargo se obtiene un promedio de 22,6747 µg/mL, esta desviación en 
la media se debe principalmente a tres datos extremos de 232,4100; 302,2700 y 500,2300 
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(µg/mL). La causa se atribuye a un posible error de manipulación en el operario, es 
probable que en la extracción de la fase acuosa se tomara parte de la interfase y la fase 
orgánica en donde se concentran contaminantes tales como proteína y fenol. La suposición 
se corrobora al correlacionar en la Figura 1. B. Los datos extremos de pureza y 
concentración de proteínas. En dicha grafica se observa una relación directamente 
proporcional la pureza y concentración de proteínas con respecto cada cepa del banco, se  
deduce que un banco altamente puro no deberá contener proteínas dentro de su 
composición, lo cual es posible detectar una vez se realiza la lectura por espectrofotometría 
y se obtiene un radio DO260nm/DO280nm de 1,8-2,0; debido a que dentro de la molécula de 
ADN, mas exactamente en las bases purinas y pirimidínas se absorbe la luz UV a una 
longitud de 260 nm (83); razón por la cual, las lecturas contaminadas con valores menores 
de 1,8 son intensamente absorbidas a 280 nm por los polipéptidos de las proteínas. Por lo 
tanto, es posible detectar contaminantes en las muestras, una vez se realiza el proceso de 
espectrofotometría. (84).      
  
Entre las posibles causas que generan desviaciones entre los valores que sugieren los 
autores, se fundamentan principalmente al factor humano (manipulación y experiencia); la 
posible contaminación del DNA; y varios reactivos empleados en la extracción como son 
los detergentes, la lisozima, el NaOH, los alcoholes, y el EDTA los cuales producen 
interferencias con los resultados esperados, sin embargo, es posible señalar que los 
resultados experimentales que se derivaron de este ensayo para cuantificar la pureza, 
poseen valores aceptables de pureza lo suficientemente adecuados para ser empleados en 
estudios moleculares epidemiológicos retrospectivos y prospectivos (20,  21,  23). Para 
posteriores construcciones de bancos genómicos se sugiere una validación del operario, 
especial para el método a emplear, con una desviación estándar < 0.365 debido a que es 
frecuente encontrar desviaciones y variaciones entre operarios. (Tabla 2). 
 
En el mercado existen diversos métodos y Kits comerciales para la extracción de ADN, en 
un estudio en Alemania que realizó Weiss A. (2007), comparó diferentes estrategias y Kits 
para la extracción de ADN genómico; el encontró rendimientos de DNA para los Kits 
comerciales desde 1,58 hasta 13,08 µg; con concentraciones de 63,1 y 87,72 µg/mL en 
Ultra CleanTM Soil DNA Isolation Kit y Quantum Prep® AquaPure Genomic DNA 
Isolation Kit respectivamente (83). En nuestro estudio se empleo una estandarización de la 
técnica de extracción de ADN genómico realizada por el grupo de investigación (GBAI) 
con base en el protocolo descrito por Sambrook 2001 (54,  56,  79), en el cual se obtuvo en 
promedio un rendimiento total de 8,5329 µg con un máximo de 21,4736 µg; con 
concentraciones en promedio de 243,7958 µg/mL con un máximo de 613,5300 µg/mL.  
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En cuanto a los resultados de la electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), se empleo un 
muestreo aleatorio del 10% (8 aislamientos) del banco de ADNg (Figura 2). En la figura se 
observa la migración de las moléculas de ADN genómico de alto tamaño molecular, 
mostrando bandas fuertes que corroboran la presencia de ADNg de alta calidad para la 
muestras, las cuales estiman la calidad total de banco. (84) 
 
La concentración y rendimiento total promedio de 243,7958 µg/mL y 8,5329 µg  
respectivamente. Fueron obtenidos con amplia variación entre las muestras del ensayo 
experimental, se sugiere que estos factores están asociados a la falta de experiencia del 
operario en momentos “claves” del protocolo, generando amplios rangos de desviación 
estándar y coeficientes de variación. Es importante destacar que todo proceso, protocolo o 
estandarización son factibles de mejorar continuamente, sugiriendo adicionalmente la 
validación del operario para el método en futuros estudios. 
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Tabla 1. Cuantificación de la concentración del ADN, concentración de proteínas y pureza del 
banco de ADN genómico (ADNg) de Listeria spp. 

Muestra a ADNg Concentrado 

Código b 
Concentración 

Proteínas 
(µg/mL) 

Concentración 
ADN (µg/mL) 

Pureza DO 
(260/280 nm) 

Rendimiento 
Total (µg) 

 LMA-PUJ 30 20,5800 116,0100 2,0279 4,0604 
LMA-PUJ 37 0,0000 251,8600 2,0566 8,8151 
LMA-PUJ 39 0,0000 85,8040 2,1574 3,0031 
LMA-PUJ 40 0,0000 82,6770 2,0783 2,8937 
LMA-PUJ 46 12,2610 153,4500 2,0396 5,3708 
LMA-PUJ 47 0,0000 87,0300 2,0897 3,0461 
LMA-PUJ 48 0,0000 99,8020 2,1087 3,4931 
LMA-PUJ 54 41,8650 100,5200 2,0000 3,5182 
LMA-PUJ 55 0,0000 92,9840 2,1370 3,2544 
LMA-PUJ 57 0,0000 443,1130 2,1283 15,5090 
LMA-PUJ 58 0,0000 60,0650 2,1786 2,1023 
LMA-PUJ 61 0,0000 423,2900 2,1054 14,8152 
LMA-PUJ 62 0,0000 89,7410 2,2070 3,1409 
LMA-PUJ 63 302,2700 163,1060 1,8524 5,7087 
LMA-PUJ 67 0,0000 42,9900 2,0888 1,5047 
LMA-PUJ 68 0,0000 339,1000 2,1263 11,8685 
LMA-PUJ 70 0,0000 296,3000 2,1487 10,3705 
LMA-PUJ 72 0,0000 351,4800 2,1315 12,3018 
LMA-PUJ 73 8,0350 453,3200 2,0472 15,8662 
LMA-PUJ 74 232,4100 257,1900 1,9463 9,0017 
LMA-PUJ 76 1,0110 213,7000 2,0488 7,4795 
LMA-PUJ 77 0,0000 150,3000 2,1185 5,2605 
LMA-PUJ 79 11,4970 158,5000 2,0405 5,5475 
LMA-PUJ 80 0,0000 196,1900 2,0527 6,8667 
LMA-PUJ 82* 0,0000 142,4200 2,1311 4,9847 
LMA-PUJ 84 107,8500 229,0900 1,9938 8,0182 
LMA-PUJ 86 0,0000 286,6100 2,1135 10,0314 
LMA-PUJ 105 130,1900 11,7560 1,3417 0,4115 
LMA-PUJ 107 17,2800 18,5253 1,9432 0,6484 
LMA-PUJ 108 0,0000 32,8010 2,2609 1,1480 

LMA-PUJ 109* 0,3430 14,6620 2,0465 0,5132 
LMA-PUJ 110* 31,0770 382,3400 2,0395 13,3819 
LMA-PUJ 116* 60,9450 8,5470 1,5000 0,2991 
LMA-PUJ 117 0,0000 385,4700 2,1100 13,4915 

LMA-PUJ 118* 0,0000 261,2400 2,0953 9,1434 
LMA-PUJ 120 0,0000 467,1600 2,1018 16,3506 
LMA-PUJ 121 0,0000 9,7570 2,1220 0,3415 
LMA-PUJ 122 0,0000 245,0900 2,0823 8,5782 
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LMA-PUJ 125 106,6600 12,6890 1,4421 0,4441 
LMA-PUJ 128 36,1710 130,4800 2,0161 4,5668 
LMA-PUJ 129 0,0000 161,1600 2,0588 5,6406 
LMA-PUJ 130 0,0000 308,7000 2,0906 10,8045 
LMA-PUJ 133 0,0000 187,7700 2,1046 6,5720 
LMA-PUJ 134 0,0000 272,2400 2,1524 9,5284 
LMA-PUJ 136 0,0000 132,9800 2,1453 4,6543 
LMA-PUJ 142 0,0000 22,8800 2,2278 0,8008 
LMA-PUJ 143 0,0000 128,6700 2,1622 4,5035 
LMA-PUJ 144 0,0000 246,9300 2,1442 8,6426 
LMA-PUJ 146 0,0000 234,5500 2,1261 8,2093 
LMA-PUJ 147 0,0000 340,8500 2,1119 11,9298 
LMA-PUJ 149 0,0000 339,0600 2,1142 11,8671 
LMA-PUJ 150 0,0000 147,1200 2,1757 5,1492 

LMA-PUJ 151* 0,0000 176,2000 2,1896 6,1670 
LMA-PUJ 152* 0,0000 333,9400 2,1390 11,6879 
LMA-PUJ 154 0,0000 453,7900 2,1078 15,8827 
LMA-PUJ 155 0,0000 533,4200 2,0935 18,6697 
LMA-PUJ 160 0,0000 423,6300 2,0885 14,8271 

LMA-PUJ 161* 0,0000 362,8000 2,1195 12,6980 
LMA-PUJ 163 0,0000 597,1300 2,0925 20,8996 
LMA-PUJ 164 0,0000 483,8500 2,1074 16,9348 
LMA-PUJ 169 0,0000 337,9900 2,1029 11,8297 
LMA-PUJ 170 0,0000 552,2700 2,0658 19,3295 
LMA-PUJ 171 500,2300 500,6700 1,9362 17,5235 
LMA-PUJ 172 0,0000 493,1000 2,1083 17,2585 
LMA-PUJ 176 0,0000 581,1400 2,0937 20,3399 
LMA-PUJ 177 0,0000 4,3750 2,6071 0,1531 
LMA-PUJ 178 0,7880 8,7810 2,0385 0,3073 
LMA-PUJ 179 0,0000 458,3900 2,1178 16,0437 
LMA-PUJ 181 0,0000 486,5600 2,1000 17,0296 
LMA-PUJ 185 0,0000 4,6930 3,7895 0,1643 
LMA-PUJ 186 0,0000 500,2600 2,1295 17,5091 
LMA-PUJ 194 33,7882 20,5053 3,5293 0,7177 
LMA-PUJ 195 0,0000 613,5300 2,0914 21,4736 

a  Volumen final de extracción de ADNg = 165 µL  por muestra.       Fuente: Propia del grupo de investigación GBAI. 
b  

Laboratorio de Microbiología de Alimentos - Pontificia Universidad Javeriana (LMA-PUJ) 
* Muestras aleatorias tomadas para el análisis de la calidad del DNAg extraído en la electroforesis  
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Figura 2. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) del muestreo 
aleatorio del banco de ADNg. [++]  Bandas fuertes indicando alta concentración de ADNg extraído. 

 

8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

Se extrajo el ADN genómico (ADNg) de los 73 aislamientos de Listeria spp. (100%) del 
laboratorio de Microbiología de Alimentos del Grupo de Biotecnología Ambiental e 
Industrial (GBAI).  
Se concluye que factores como la variabilidad en los datos, amplios rangos de desviación 
estándar y oscilantes coeficientes de variación son atribuidos a la experticia del personal en 
momentos “claves” de la extracción de ADNg. Las posibles causas que generaron estas 
desviaciones se fundamentaron al factor humano (manipulación y experiencia); la posible 
contaminación del DNA; y varios reactivos empleados en la extracción como son los 
detergentes, la lisozima, el NaOH, los alcoholes, y el EDTA los cuales producen 
interferencias con los resultados esperados. 

Para posteriores construcciones de bancos genómicos se recomienda realizar una validación 
del operario. 
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