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RESUMEN 

 

 

 

La serotipificación de Listeria monocytogenes es una herramienta comúnmente 

usada en la vigilancia epidemiológica como la primera caracterización de la bacteria 

proveniente de alimentos y aislados clínicos. En este trabajo se establecieron las 

condiciones de una PCR múltiplex como método de identificación del serotipo de 

Listeria monocytogenes, comparándola contra la técnica convencional de aglutinación 

con suero. Se obtuvieron 12 cepas de L. monocytogenes provenientes de leche, queso, 

alfalfa, materia fecal de cabra y  se utilizaron dos de referencia como control positivo. 

Se emplearon 5 pares de iniciadores diseñados con base en regiones variables del 

genoma de L. monocytogenes. Mediante la PCR multiplex se determinó que todas las 

cepas evaluadas pertenecen al serotipo 4b, obteniéndose fragmentos amplificados del 

tamaño esperado (entre 370 y 906 pares de bases). Asimismo las cepas fueron 

evaluadas por el método convencional de aglutinación en placa, con la cual no fue 

posible definir el serotipo de dos de las cepas evaluadas. Los resultados obtenidos 

mediante la PCR multiplex coincidieron con los obtenidos por el método convencional 

de aglutinación en placa para 10 de los 12 aislamientos (83.33%) así como para las 

cepas control. Los resultados de este estudio indican que la PCR multiplex podría 

considerarse como un método alternativo rápido y útil para una primera caracterización 

de los serotipos más frecuentemente encontrados de L. monocytogenes. Por lo cual, la 

serotipificación de Listeria monocytogenes mediante PCR representa una alternativa a 

la técnica de aglutinación en placa como sistema de clasificación.
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1. INTRODUCCIÓN  

 

Listeria monocytogenes es un patógeno bacteriano causante de  listeriosis la 

cual produce una letalidad alta en humanos y en animales domésticos (1).  

 

Las personas y los animales inmunosuprimidos, las mujeres embarazadas o 

animales preñados, los recién nacidos y ancianos representan mayor riesgo de contraer 

la infección. La ingestión de alimentos contaminados es considerada la principal fuente 

de infección en brotes y casos esporádicos de listeriosis (2).  

 

Puesto que esta bacteria tiene la habilidad de sobrevivir y crecer bajo 

condiciones adversas y en refrigeración, puede transmitirse a través del consumo de 

una amplia variedad de alimentos (3,4,5).  

 

Las enfermedades causadas debido al consumo de alimentos contaminados 

tienen un gran impacto económico y en salud pública a nivel mundial (6,7,8). En la 

industria pecuaria la listeriosis provoca pérdidas por el incremento de costos de 

producción de los animales, debido a las enfermedades y al incremento de la infertilidad 

y a los abortos (9). 

 

Debido a la importancia en cuanto a la caracterización de las cepas para las 

investigaciones epidemiológicas, han sido descritos diversos métodos de tipificación 

para este microorganismo. La serotipificación es un método de tipificación ampliamente 

usado en la vigilancia epidemiológica, siendo una de las primeras técnicas de 

diagnóstico desarrolladas para este patógeno (10,11,12).  

 

La serotipificación utiliza las reacciones serológicas de  los antígenos somáticos 

(O) y flagelares (H) de esta bacteria con una serie de antisueros específicos en un 

formato de aglutinación en placa y separa las cepas de L. monocytogenes en diversos 

serotipos. Sin embargo se ha visto que por lo menos el 95% de las cepas aisladas de 

alimentos y casos clínicos (humanos y animales) pertenecen a los serotipos  1/2a, 1/2b, 

1/2c, y 4b. Si bien el serotipo 1/2a es el más frecuentemente aislado de alimentos,  los 
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principales brotes de la forma invasiva son debido a las cepas pertenecientes al 

serotipo 4b. Por ello, se ha considerado que la designación del serotipo está asociada 

con el potencial de virulencia. La serotipificación por medio de la aglutinación es una 

herramienta útil para identificar los diferentes aislamientos de Listeria monocytogenes, 

pero está sujeta a la disponibilidad de los sueros y los costos elevados (10,11,12). 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Epidemiología 

A diferencia de algunos agentes patógenos responsables de diversos brotes que 

han marcado la historia de los humanos por siglos, la historia de Listeria 

monocytogenes es reciente. L. monocytoges fue aislada e identificada oficialmente 

como el agente etiológico de la listeriosis en 1924 (13,14). Sin embargo, fue reconocida 

como una causa de infección en humanos y se confirmó que era contraída por vía oral 

hasta después de la segunda guerra mundial (15).  

Las primeras descripciones de Listeria monocytogenes fueron realizadas en 

1926 por Murray y colaboradores cuando aislaron una bacteria corta Gram-positiva, de 

forma bacilar, que causaba enfermedad en los conejos y cobayas a la cual 

denominaron Bacterium monocytogenes porque infectaba a los monocitos de la sangre. 

En 1927, Pirie aisló un organismo parecido en el hígado de gerbos enfermos y lo 

denominaron Listerella hepatolytica en recuerdo al famoso cirujano Joseph Lister. 

Finalmente, en 1940 Pirie propuso el nombre de Listeria (15).   

A partir de dichos hallazgos, han sido descritas infecciones debidas a esta 

bacteria en una gran variedad de animales, que incluyen al ganado bovino, caprino, 

ovino,  aves,  roedores, peces y también en los humanos (16). En 1979 tuvo lugar un 

brote que afectó a 20 personas adultas enfermas en ocho hospitales de Boston, de 

acuerdo con los resultados obtenidos no se implicó a alimento alguno, pero los estudios 

de control de los casos indicaron que el rasgo común era el consumo de hortalizas 

crudas tales como apio, tomates y lechuga (17).  En la tabla 1, se muestran diversos 

brotes de listeriosis en distintos países. 

Desde 1980, al menos cinco brotes importantes de listeriosis humana 

relacionados con los alimentos han sido descritos en Europa y en América del Norte. El 

primero tuvo lugar en las provincias marítimas de Canadá durante 1981 (18). Fueron 

descritos treinta y cuatro casos en niños de edad perinatal y siete casos en personas 

adultas, con una mortalidad superior al 28%; el alimento implicado fue la ensalada de 

col y se atribuyó a la granja en la que habían sido cultivadas las coles. Estas habían 
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sido abonadas con estiércol de oveja de un rebaño en que habían muerto animales 

como consecuencia de la listeriosis. 

En 1983 hubo un brote en Massachusetts que supuso 42 casos en personas 

adultas y siete casos en niños de edad perinatal (19). Se produjeron 14 muertes y por 

los estudios del control de los casos, la infección se atribuyó a leche pasteurizada 

procedente a un rebaño con listeriosis. El brote que probablemente alertó al mundo con 

respecto al papel de los alimentos para difundir la listeriosis, tuvo lugar en California 

durante 1985 y afectó a 142 personas (93 niños de edad perinatal y 49 personas 

adultas) con 48 muertes. La cepa de L. monocytogenes fue aislada tanto en quesos 

estilo mexicano y en la planta donde fueron elaborados. El brote cesó después de que 

se hubiera retirado el queso del mercado (20). 

 En Europa, un brote se prolongó desde 1983 a 1987 y afectó a 122 personas, la 

mitad fueron niños de edad perinatal, con 31 muertes (21). El alimento responsable 

resulto ser un queso blando, de tipo vacherin, cuya retirada acabó con el brote.  

En Francia, se informó que de marzo a diciembre de 1992 se presentaron 279 

casos de listeriosis humana, produciéndose 63 muertes y 22 abortos. Se determinó que 

el alimento contaminado fue lengua de cerdo recubierta de una capa de gelatina (22). 

Listeria moncytogenes ha sido reportada en muestras de leche cruda de vaca, de 

cabra y de borrega. En algunos países como Canadá, Brasil, Costa Rica, Egipto, 

México, Nueva Zelanda e Italia, Listeria innocua ha sido aislada de leche cruda más 

frecuentemente que L. monocytogenes (23,24).  

En México la bacteria ya ha sido aislada de leche de vaca, en un estudio 

realizado en el estado de Jalisco, de las 100 muestras analizadas de leche sin 

pasteurizar de vaca, fueron positivas 7 para L. innocua y 2 para L. welshimeri (25); en 

otro estudio llevado a cabo en los alrededores de la Ciudad de México, de las 1300 

muestras de leche sin pasteurizar de vaca, fueron positivas para Listeria 

monocytogenes 6% (26).  También ha sido reportada la presencia de L. monocytogenes 

en quesos panela elaborados con leche de vaca, con un 65% de muestras positivas a 

Listeria spp, L. Murrayi 20%, L. innocua 15%, L. grayi 15% y L. monocytogenes 15% 

(serotipos 1/2a, 1/2b, 4b) (27). 
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L. monocytogenes es responsable de la mayor parte de las infecciones por 

Listeria que afectan al hombre, aunque se han publicado algunos casos de infección 

debidos a L. ivanovii (anteriormente L. monocytogenes serotipo 5) y L. seeligeri. En 

animales, es responsable de la mayoría de las infecciones, pero en ovejas el 10–15% 

de los casos de septicemia listérica se deben a L. ivanovii. Los serotipos más 

comúnmente aislados son los tipos 1 y 4. Antes de los sesenta se creía que el tipo 1 

existía en mayor proporción en Europa y África y el tipo 4 en América del Norte, pero 

posiblemente ha cambiado este patrón. Gray y Killinger (16) indicaron que los serotipos 

de Listeria están relacionados con el hospedero, el proceso patológico y el origen 

geográfico, esto se ha confirmado en general por los aislamientos realizados en 

alimentos, aunque las serotipos 1/2a y 1/2b presentan algunas diferencias geográficas. 

Los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b, han sido aislados en más del 95% de los casos humanos 

y animales. Otros, como el 1/2c, han sido encontrados como contaminantes de 

alimentos (4,11,12,28,29,30,31).  

En México existen pocos datos sobre la enfermedad y la epidemiología  debido a 

que no se diagnostica adecuadamente, en cambio éste patógeno cobra cada vez mayor 

importancia en salud pública a nivel mundial.  
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Tabla  1. Brotes de listeriosis en distintos países causada por Listeria monocytogenes 

proveniente de alimentos. 

País Año Casos Muertes Serotipo Alimento 

Halifx, Canadá 1981 41 18 4b Coles 

Masschussets, USA 1983 49 14 4b Leche 

Vaud, Suiza 1983-87 122 34 4b Queso 

California, USA 1985 142 48 4b Queso 

Reino Unido 1989-90 300 0 4b Paté 

Francia 1992 279 88 4b Lengua de 
cerdo 

Francia 1993 39 0 4b Paté de 
cerdo 

Francia 1995 36 0 4b Queso 
blando 

USA 1998-99 40 4 4b Carne 
fileteada 

Finlandia 1998-99 25 6 3a Manteca 

Francia 1999 29 7 NI Lengua de 
cerdo 

USA 2000 29 4 4b Pavo 
fileteado 

 USA 2000-01 12 0 4b Queso 

USA 2002 46 7 NI Pollo y pavo 

Canadá 2002 17 0 NI Queso 

    

 (32).  NI: serotipo no informado 
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Debido a que la listeriosis no es una enfermedad reportada en animales, se 

desconoce la incidencia exacta de infecciones por Listeria monocytogenes en el 

ganado. En Norteamérica, la mayoría de los casos sucede en ganado vacuno, con un 

menor porcentaje en ovejas, cabras. La variación estacional en el número de casos de 

listeriosis en animales ha sido observada frecuentemente. Sucede con mayor 

frecuencia al final del otoño, durante el invierno e inicio de la primavera, con la mayor 

incidencia durante febrero y marzo. Factores que generan estrés como son los cambios 

en la alimentación, enfermedades concurrentes, cambios de dentición, daños 

fisiológicos o virales en el revestimiento epitelial del tracto digestivo, introducción de 

nuevos animales al rebaño, cambios climáticos tales como lluvia excesiva o periodos de 

frío extremo, sobrepoblación en los corrales y en general malas prácticas en el manejo 

del ganado, son determinantes que podrían predisponer al animal a la infección 

(4,31,33).  

Ha sido documentado que en rumiantes se ha recuperado más frecuentemente 

L. monocytogenes serotipo 4b y 1/2. Los casos de encefalitis y septicemia en cabras 

han sido asociados a los serotipos 4b y 1/2, mientras que el aborto se ha asociado 

principalmente al serotipo 1/2. Asimismo, se ha observado que la seroprevalencia 

depende del área geográfica (9,31,34). 

 

2.2  Reservorio 

 

L. monocytogenes está ampliamente distribuida, se considera su hábitat natural 

la tierra, el agua, aguas negras y materia vegetal, especialmente la que se encuentra en 

descomposición. Se considera a la tierra como fuente de contaminación porque recibe 

material vegetal en descomposición, desechos de animales y aguas negras. El ensilado 

ha sido considerado una fuente de listeriosis en animales (3,24). 

Cuando las cabras han presentado septicemia o aborto, puede estar el 

organismo en cantidades grandes en heces, leche, fluidos del feto, placenta, feto y 

recién nacidos. El potencial zoonótico de estos materiales para los veterinarios y 

trabajadores que están en contacto con los animales es alto. Se ha detectado la 
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excreción de L. Monocytogenes en las heces de las personas sanas a las que se 

denomina portadores asintomáticos, trabajadores de rastros, laboratoristas que 

manejan esta bacteria y manipuladores de alimentos. También en las heces de una 

amplia variedad de especies de animales sanos tales como borregos, cabras y vacas 

en un porcentaje de 10 a 52% (9,31,33,35).  

Los rumiantes domésticos juegan un papel importante en mantener constante la 

presencia de listeria en el medio ambiente a través del ciclo fecal-oral, especialmente 

cuando se ha presentado un brote en la granja. La influencia de la dieta en la excreción 

de la bacteria ha sido estudiada especialmente en esta especie animal.  

Los portadores desarrollan al microorganismo a través de la transmisión 

secundaria la cual se transfiere de las heces del primer huésped a otro individuo, 

diseminándolo hacia las plantas procesadoras de alimentos, los mataderos y otras 

explotaciones animales (9,24,36,37). 

La salud animal constituye un factor determinante en la seguridad alimentaria 

porque ciertas enfermedades, denominadas zoonosis, como la brucelosis, la 

salmonelosis y la listeriosis, pueden transmitirse a las personas a través de alimentos 

contaminados por los microorganismos que las producen. Aunque la transmisión a 

personas puede realizarse por distintas vías, las infecciones a través de los alimentos 

son unas de las principales causas de la enfermedad. El problema reside en que los 

alimentos pueden contaminarse con patógenos zoonóticos de varias formas. Si un 

animal sufre una enfermedad determinada, sus tejidos y en particular, su carne o leche, 

pueden ser fuentes de infección para las personas si entran en la cadena alimentaria. 

Por ello la salud humana se liga directamente a la salud animal y a la producción de 

alimentos de origen animal (38,39). 
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2.3 Enfermedad 

 

2.3.1 Características 

 

La listeriosis en animales constituye un problema económico, debido a que causa 

encefalitis denominada “enfermedad del círculo o rodeo” septicemia y a los abortos 

espontáneos en la hembra, así como infecciones asintomáticas. La encefalitis  por 

Listeria en rumiantes resulta fatal en el 60% de los casos  (33,40,41). 

Las evidencias indican que la listeriosis animal es sobre todo una enfermedad de 

transmisión alimentaria, siendo el ambiente la fuente principal de contaminación de los 

alimentos. El ensilado es la fuente más frecuente de listeriosis transmitida por 

alimentos. La mucosa intestinal es la vía de entrada principal, después de la ingestión 

oral. En los animales, las manifestaciones clínicas de la listeriosis incluyen encefalitis, 

septicemia y aborto, especialmente en ovejas, cabras y vacas. La forma septicémica es 

relativamente poco común y por lo general se produce en el recién nacido. Se 

caracteriza por depresión, inapetencia, descenso en la producción de leche, fiebre y 

muerte producida por el daño causado en el hígado y neumonía focal. La forma 

encefálica se denomina a veces “enfermedad en círculo” debido a la tendencia a dar 

vueltas en una dirección, y es la manifestación más común de la enfermedad en los 

rumiantes. Los signos comprenden depresión, anorexia, caída de la cabeza o 

torcimiento de la cabeza hacia un lado, parálisis facial unilateral y queratoconjuntivitis 

bilateral, salivación excesiva, visión y locomoción dañados en estados avanzados e 

incrementa la irritabilidad por lo que esta enfermedad es confundida con la rabia o 

envenenamiento. En las hembras preñadas, puede atravesar la placenta, entrar al feto 

donde se replica y causar aborto o nacimiento prematuro del producto muerto. El aborto 

se produce, por lo general, en la última etapa (después de 7 meses en vacas y 12 

semanas en ovejas). Normalmente sólo tiene lugar una forma clínica de listeriosis en un 

grupo particular de animales. También se ha descrito la oftalmitis ovina y se asocia la 

mastitis de rumiantes con la infección por L. monocytogenes (2,3,33,40,42,43). 
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2.3.2 Factores predisponentes 

 

La capacidad de desarrollar listeriosis clínica, está relacionada con la 

patogenicidad de la cepa, condición inmune y predisposición genética del hospedero. 

La gran mayoría de individuos con listeriosis tienen una condición predisponente a la 

infección relacionada con la inmunidad mediad por células T. Los factores de riesgo 

incluyen: estación del año, interferencia de alimentación en la granja, prácticas de 

manejo; enfermedad (malignidad), situaciones inmunosupresoras y estado fisiológico 

(extremos de la edad y animales preñados). Estos factores  indican que la ingestión de 

L. monocytogenes, en general no conduce a la enfermedad en ausencia de un factor de 

riesgo predisponente (33,43,44,45). 

 

2.4 Etiología 

 

L. monocytogenes fue clasificada en el Manual Bergey de Bacteriología 

Determinativa en la familia Corynebacteriaceae. Con base en una serie de estudios 

taxonómicos, bioquímicos, homologaciones de DNA y caracterizaciones de la fracción 

16 de RNAr, el género Listeria incluye las especies: L. fleischmanni, L. grayi, L. innocua, 

L. ivanovii, L. marthii, L. monocytogenes, L. rocourtiae, L. seeligeri, L. 

weihenstephanensis y L. welshimeri. Solo las especies L. monocytogenes  y L. ivanovii 

son consideradas como patógenas para humanos y animales; L. ivanovii raramente ha 

sido involucrada en patologías humanas, y L. seeligeri fue reportada sólo una vez como 

causante de meningitis en un adulto sano, pero en general es considerada no virulenta 

(15,46,47). 

L. monocytogenes es un bacilo corto Gram positivo, de 0.4-0.5µm de longitud, 

con extremos redondeados, algunas células pueden ser curvadas. Es una bacteria 

anaerobia facultativa, tiene la habilidad para crecer en un amplio rango de temperaturas 

(0-45ºC) y pH (4.4-9), siendo su desarrollo óptimo a 30-37ºC y pH neutro. Asimismo, 

puede sobrevivir en concentraciones de sal de 20-30%. Sin embargo puede ser 

eliminada a 60ºC. En cultivos jóvenes ocasionalmente se agrupan en cadenas cortas 
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formando empalizadas paralelas o arreglos en forma de “V” o “Y”. Los  cultivos viejos 

(3-5 días), principalmente las cepas rugosas, presentan formas filamentosas de 6.0-

20.0µm de longitud. No forman esporas, no tienen cápsula. Cuando el germen crece 

entre 20 y 25˚C, se produce flagelina que se une en la superficie, dando lugar a flagelos 

perítricos, lo cual le da una movilidad característica en forma de tumbos o giros, pero a 

37˚C su producción es reducida en forma considerable (15,36,48).  

Las especies de Listeria crecen en medios simples con valores de pH de 5 a 9 

En medios sólidos, como agar nutritivo, forman colonias de 0.5-1.5 mm, circulares, 

translúcidas, con apariencia de gotas de rocío, convexas, con una textura fina y margen 

entero. Cuando se exponen a la luz blanca a un ángulo de 45˚C, se observan azul 

grisáceo o verdoso con apariencia de vidrio esmerilado. Si el medio contiene 

carbohidratos fermentables, las colonias pueden alcanzar hasta 3 mm de diámetro. En 

agar sangre a 37˚C por 48h, las colonias pueden ser de 0.2-1.5mm, semejantes a gotas 

de rocío, translúcidas, de color blanco grisáceo hasta opaco con la edad. La hemólisis 

puede observarse en agar sangre, pero la zona de hemólisis es tan débil, que es 

necesario remover la colonia de la superficie. Todas las especies de Listeria son 

catalasa positiva, oxidasa negativa, rojo de metilo y Voges Proskauer positivos e Indol 

negativo. La caracterización a nivel de especie se basa en la actividad hemolítica sobre 

agar sangre de carnero, (prueba de CAMP) y en la fermentación de carbohidratos. En la 

tabla 2 se muestran algunas pruebas bioquímicas para la diferenciación fenotípica de 

Listeria monocytogenes (15,29,36,48,49,50,51). 
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Tabla 2. Diferenciación fenotípica de Listeria monocytogenes 

Características L. monocytogenes L. innocua L. ivannovi L. seeligeri L. weishmeri L. grayi 

Hemólisis  + - + (+) - - 

CAMP 
S. aureus 
R. equi 

 
+ 
- 

 
- 
- 

 
- 
+ 

 
(+) 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

Fermentación: 
Manitol 

L-ramnosa 
D-Xilosa 

- 
+ 
- 

- 
V 
- 

- 
- 
+ 

- 
- 
+ 

- 
V 
+ 

+ 
V 
- 

Hidrólisis de 
hipurato 

 
+ 

 
+ 

 
+ No determinado No determinado  

- 

Reducción de 
nitratos - - - No determinado No determinado - 

Patogenicidad 
Murina + - + - - - 

(31)  V: variable; (+): reacción débil; +: >90% reacciones positivas; –: sin reacción. 
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2.5 Tipificación 

 

La identificación reglamentaria de L. monocytogenes no exige ninguna 

tipificación específica de los aislados. Sin embargo, los esquemas de tipificación 

pueden ser de utilidad en las investigaciones epidemiológicas, en el seguimiento de los 

casos medioambientales y en la vigilancia de los casos de salud pública. Listeria 

monocytogenes puede tipificarse mediante diferentes aproximaciones incluyendo el 

serotipado, el fagotipado, la electroforesis de enzimas multilocus (MEE), el análisis del 

ADN mediante enzimas de restricción (empleando enzimas con alta frecuencia de corte 

y electroforesis en gel convencional o utilizando enzimas con baja frecuencia de corte y 

electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) para separar los fragmentos), 

tipificación basada en la secuencia de los ácidos nucleicos y la amplificación aleatoria 

del ADN polimórfico (RAPD) (11,12,29,31,52).   

 

2.5.1Serotipificación 

 

Aunque L. monocytogenes posee un potencial zoonótico evidente, también es un 

importante contaminante medioambiental, de relevancia a nivel de salud pública. Se 

dispone de una tipificación de cepas de dicha especie patógena, establecida mediante 

una variedad de métodos y con fines de investigación epidemiológica, pero aún no ha 

sido resuelta la cuestión de si todas las cepas son o no capaces de causar enfermedad. 

Las especies de Listeria se caracterizan por poseer antígenos cuya combinación da 

origen a 16 serotipos (1,11,12,29,31). 

 

La serotipificación es uno de los métodos fenotípicos más comúnmente utilizados 

para la subtipificación y es una herramienta útil para los estudios epidemiológicos de L. 

monocytogenes. Las variaciones antigénicas usadas en la serotipificación en las 

superficies celulares, incluyen antígenos somáticos (O), capsulares (K) y flagelares (H). 

Las estructuras terciarias diferentes de estos antígenos reaccionan con anticuerpos 

monoclonales y policlonales específicos del torrente sanguíneo de un animal 
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hospedero. Diferentes cepas pueden entonces ser asignadas serotipos basados en sus 

patrones de  reacción con un panel de anticuerpos.  

La serotipificación de este patógeno inició en 1969.  Las especies de Listeria 

poseen múltiples marcadores de superficie tales como los antígenos somáticos (O) y 

flagelares (H) que demuestran especificidad de grupo y pueden ser utilizados como 

objetivos para la serotipificación. Los antígenos somáticos (O) de Listeria han sido 

separados en 15 subespecies (l-XV), y los antígenos flagelares en 4 subtipos (A-D). Los 

serotipos de cepas individuales de Listeria son determinados a través de sus 

combinaciones únicas de antígenos O y H. En el análisis de los antígenos O y H grupo-

específicos de Listeria a través de la aglutinación en placa, por lo menos 13 serotipos 

son reconocidos en L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4ab, 4c, 4d, 

4e, 7), varias en L. seeligeri, una en L. ivanovii, y algunas en L. innocua, L. welshimeri y 

L. grayi (Tabla 3). Los antígenos H son útiles para la identificación de Listeria spp. 

Porque el antisuero generado contra estos no produce reacción cruzada con otras 

especies bacterianas. Los factores H-antigénicos A, B y C pueden ser usados para 

detectar todas las especies de Listeria excepto para L. grayi, la cual puede ser 

identificada por la detección del factor H-antigénico (10,53).  

 

No todos de los aislados reportados en la literatura son tipificables usando este 

protocolo y algunas veces se producen reacciones cruzadas entre los serotipos de este 

patógeno. Además, la serotipificación aporta poder discriminatorio relativamente bajo. 

Por ejemplo, la mayoría de los brotes de listeriosis son causados por cepas de los 

serotipos 4b, 1/2a y 1/2b, lo cual hace la serotipificación de uso limitado para las 

investigaciones epidemiológicas. En 1996, la Organización Mundial de la Salud (WHO 

por sus siglas en inglés), llevó a cabo un estudio de subtipificación internacional para 

este patógeno usando la serotipificación. La reproducibilidad interlaboratorio fue del 

61.3% y la reproducibilidad intralaboratorio varió del 33 al 100% dependiendo de los 

diferentes serotipos con un valor medio de 91%. Las principales limitaciones de la 

serotipificación son su costo elevado y ocupa mucho tiempo debido a la necesidad para 

mantener y manejar antisueros monoclonales y policlonales, y por lo tanto, es mas 

accesible para laboratorios de referencia que realizan la serotipificación rutinariamente. 

Otro problema asociado a la serotipificación es que los antígenos de cepas diferentes 
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podrían tener reacción cruzada con diferentes anticuerpos y algunas cepas podrían no 

expresar antígenos en sus superficies.  

Sin embargo la serotipificación se ha desempeñado bien para la subtipificación 

de L. monocytogenes. La serotipificación ha sido usada para evaluar la concordancia 

epidemiológica de otros diversos métodos de subtipificación. Los métodos moleculares 

de subtipificación que proveen datos concordantes con la serotipificación son 

generalmente considerados significativos epidemiológica y filogenéticamente 

(11,12,29,54,55,56). 

 

             Tabla 3. Esquema para la tipificación serológica de Listeria. 

Serotipo Antígeno O Antígeno H Especie 

1/2a 
1/2b 
1/2c 
3a 
3b 
3c 
4a 

4ab 
4b 
4c 
4d 
4e 
7 

l, ll  
I, ll 
I, II 

II, IV 
II, IV 
II, IV 

(V), VII, IX 
V, VI, VII, IX 

V, VI 
V, VII 

(V), VI, VIII 
V, VI, (VIII), (IX) 

XII, XIII 

A, B  
A, B, C 

B, D 
A, B 

A, B, C 
B, D 

A, B, C 
A, B, C 
A, B, C 
A, B, C 
A, B, C 
A, B, C 
A, B, C 

L. monocytogenes  

5 (V), VI, (VIII), X A, B, C L. ivanovii 

6a 
6b 

V, (VI), (VII), (IX), XV 
(V), (VI), (VII), IX, X, XI 

A, B, C 
A, B, C L. innocua 

 (III), XII, XIV E L. grayi 

     

(29) Los antígenos entre paréntesis podrían no estar presentes en todos los aislados 
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2.5.2 Tipificación molecular 

 

Actualmente, la identificación de L. monocytogenes se realiza por métodos 

convencionales, que requieren mínimo de 5 días para declarar si un alimento está libre 

de Listeria y 10 días adicionales para reconocer la especie. Sin embargo, en la industria 

de alimentos estos métodos no permiten la toma de decisiones rápidas, causando 

incrementos en el costo de producto final por concepto de cuarentena antes de su 

liberación. Por este motivo, se busca estandarizar técnicas rápidas y sensibles como la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) que permitan detectar el patógeno en 

alimentos crudos o procesados. Estas técnicas permitirían llevar un control más 

eficiente del proceso de producción, monitorear las prácticas de limpieza e higiene y 

tomar decisiones a corto plazo  (29,57,58,59). 

La introducción de métodos de biología molecular en los laboratorios de 

microbiología supone un gran apoyo para obtener diagnósticos sensibles y específicos 

en el menos espacio de tiempo posible. Estos métodos no sustituyen, sino que 

complementan los métodos microbiológicos tradicionales. El análisis integrado de todos 

ellos está llevando a resultados más fiables y eficaces. De entre todas las técnicas 

moleculares utilizadas, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) ha adquirido un 

gran valor diagnóstico, permitiendo la detección de agentes etiológicos, y de sus 

genotipos de virulencia y resistencia, con gran sensibilidad y rapidez. Desde algunos 

años, ha tomado gran interés el desarrollo de las denominadas PCR múltiples, 

reacciones que consiguen amplificar simultáneamente y en un único tubo diferentes 

secuencias diana, permitiendo la detección e identificación simultánea de distintos 

genes de interés (29,58,60,61)  

En el caso de una PCR multiplex, lo que se persigue es amplificar 

simultáneamente en un único tubo distintas secuencias específicas, lo cual 

necesariamente implica que los reactivos mezclados y el programa utilizado sean 

suficientes y adecuados para permitir la detección de cada diana y no inhibir la de las 

demás. Con este fin, algunos parámetros, como la concentración de magnesio y de 

cebadores, y el tipo y la cantidad de ADN polimerasa, pueden ajustarse 
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experimentalmente. Para otros, en cambio, debe realizarse un diseño exhaustivo previo 

(29,58,60,61). 

Las enfermedades infecciosas son una de las cargas más pesadas para la 

población y muchas de estas infecciones son originadas o complicadas por agentes 

bacterianos. Por tanto la humanidad se encuentra en una situación en la que es 

prioritaria la optimización de la lucha contra las enfermedades infecciosas. Como parte 

de este objetivo global, la microbiología necesita optimizar el nivel de especificidad, 

sensibilidad y rapidez, en la detección de agentes infecciosos y de sus genes de 

virulencia y de resistencia, lo cual permitirá ejecutar programas adecuados de 

prevención y tratamiento de estas enfermedades. Para lograr este propósito, la 

constante optimización de la PCR multiplex se plantea como una gran alternativa que 

permitirá la detección simultánea de un número cada vez mayor de dianas, a partir de 

un número también creciente de tipos de muestras y necesitando una cantidad menor 

de ácido nucleico molde (62). 

 

El procedimiento adoptado en las investigaciones de brotes es la caracterización 

del serotipo que provee información valiosa para una clasificación de los grupos de las 

cepas. La información que proporciona la serotipificación permite discriminar entre 

aislados que probablemente pertenecen a un brote y aquellos que no son parte de él y 

así disminuir el número de cepas las cuales necesitan ser caracterizadas por un método 

de subtipificación como la electroforesis en campo pulsado (PFGE) para incrementar la 

discriminación. Además la serotipificación es ampliamente usada en la vigilancia 

epidemiológica de la listeriosis humana. Para la industria alimentaria, donde la 

presencia de L. monocytogenes es un problema, el trazado de las cepas contaminantes 

dentro de la cadena alimentaria y el ambiente de la planta es de vital importancia y la 

serotipificación es una herramienta útil para este fin (11,59,63,64). 

 

Por lo anterior, se han probado diversos ensayos como una alternativa que 

proporcionen la misma información que la serotipificación sin las desventajas descritas. 

Existe un formato de inmunoensayo, usando en conjunto un kit disponible 

comercialmente, el cual fue descrito por Palumbo (65). Posteriormente han sido 

propuestos diversos métodos moleculares basados en PCR ó su combinación con otros 
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ensayos, algunos de ellos basados en la metodología descrita por Doumith y col. con 

algunas modificaciones (66-74). 

Doumith y col. (64) describieron un nuevo ensayo de PCR multiplex para separar 

los cuatro principales grupos de serotipos de las cepas de L. monocytogenes (1/2a, 

1/2b, 1/2c y 4b) en cuatro grupos distintos. Los genes marcadores seleccionados para 

dicho PCR fueron lmo0737 y lmo1118, identificados en la secuencia de la cepa de L. 

monocytogenes EGDe (1/2a), y ORF2819 y ORF2110, identificada en la secuencia de 

la cepa de L. monocytogenes CLIP 80459 (4b). El gen prs, específico de las cepas del 

género Listeria fue seleccionado como control de amplificación interno.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 En México existen pocos datos sobre la listeriosis y su epidemiología debido a 

que no se diagnostica adecuadamente, por otro lado éste patógeno cobra cada vez 

mayor importancia en salud pública a nivel mundial. Las pérdidas económicas que la 

listeriosis puede causar al productor se reflejan en la disminución en la producción de 

leche por la mastitis en el ganado crónicamente, por la mortalidad debida a los 

síntomas nerviosos, abortos, además del problema de salud pública que puede 

generar. 

Los métodos de tipificación se han convertido en una herramienta valiosa 

durante la investigación de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos. 

Anteriormente los brotes causados por microorganismos provenientes de alimentos 

eran de escala local, ligados generalmente a una zona o evento social y 

frecuentemente atribuidos a un manejo inapropiado de los alimentos. Actualmente, los 

brotes pueden involucrar alimentos que son elaborados y distribuidos a otros lugares 

dentro o fuera del país donde se producen, lo que ha ocasionado que algunos casos de 

enfermedades sean difusos geográficamente, dificultando la detección, investigación y 

control de los brotes.  

El análisis rutinario para la serotipificación de L. monocytogenes con el método 

tradicional de aglutinación es una herramienta útil para identificar los diferentes 

aislamientos, pero está limitado por los costos, la disponibilidad de los antisueros y la 

habilidad técnica para llevar a cabo el ensayo, ya que la reproducibilidad y especificidad 

de dicha prueba no siempre son satisfactorias. En el mercado nacional difícilmente se 

consiguen los antisueros para la serotipificación de Listeria monocytogenes, además, 

estos métodos no permiten la toma de decisiones rápidas. Por lo anterior, es necesario 

contar con pruebas alternas para este sistema de clasificación, como la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) que permite una mejor discriminación de Listeria 

monocytogenes en los serotipos más importantes, de una forma rápida y específica, útil 

para estudios epidemiológicos y de trazabilidad en la industria de los alimentos. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

 

 Estandarizar una PCR múltiplex como método de identificación de serotipos de 

Listeria monocytogenes, comparándola con la técnica de aglutinación convencional. 

 

4.2 Objetivos particulares 

 

1.-Obtener el ADN de las cepas control y las cepas de Listeria monocytogenes 

mediante el método de fenol-cloroformo para su posterior uso en un ensayo de PCR. 

2.-Estandarizar las condiciones de una PCR Multiplex utilizando cinco pares de 

iniciadores para la identificación  de serotipo de Listeria monocytogenes. 

3. Comparar la especificidad de la PCR multiplex contra la prueba de aglutinación con 

antisueros para la identificación de serotipo de Listeria monocytogenes.  

 

5. HIPÓTESIS 

 

 Si la PCR multiplex diferencia los principales serotipos de Listeria 

monocytogenes, entonces es posible utilizar esta técnica para su identificación. 
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6. CUADRO METODOLÓGICO 

 

 

  

OBJETIVO GENERAL 

Estandarizar una PCR múltiplex como método de identificación de serotipos de Listeria 
monocytogenes, comparándola con la técnica de aglutinación convencional. 

Objetivo Particular 1 

Obtener el ADN de las cepas control y 
las cepas de Listeria monocytogenes 

mediante el método de fenol-cloroformo 
para su posterior uso en un ensayo de 

PCR. 

Actividad 1 

Crecimiento de las 
cepas en caldo BHI 

Actividad 2 

Extracción ADN método 
fenol-cloroformo 

Objetivo Particular 2 

Estandarizar las condiciones 
de una PCR Multiplex 

utilizando cinco pares de 
iniciadores para la 

identificación  de serotipo de 
Listeria monocytogenes. 

 

Actividad 1 

Estandarización de 
PCR. 

 

Actividad 2 

Evaluación de las 
cepas 

Objetivo Particular 3 

Comparar la especificidad de la PCR 
multiplex contra la prueba de 

aglutinación con antisueros para la 
identificación de serotipo de Listeria 

monocytogenes.  

Actividad 1 

Crecimiento de las 
cepas en caldo BHI 

Actividad 2 

Aglutinación en placa 

Resultados 

Discusión 

Conclusiones 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Bacterias 

Tabla 4. Cepas evaluadas. 

CEPA  FUENTE 

LMC1 ATCC 43249 

LMC2 Hospital SSA, D.F. México 

AC1 Alimento, Edo. México 

AC2 Alimento, Edo. México 

AC3 Alimento, Edo. México 

LC1 Leche, Guanajuato 

MFC1 Materia fecal, Guanajuato 

MFC2 Materia fecal, Guanajuato 

MFC3 Materia fecal, Querétaro 

QC1 Queso, Edo. México 

QC2 Queso, Edo. México 

QC3 Queso, Edo. México 

QC4 Queso, Edo. México 

QC5 Queso, Edo. México 

 

Se evaluaron 12 cepas de L. monocytogenes, de las cuales 3 fueron obtenidas 

de alfalfa, 1 de leche de cabra, 3 de materia fecal de cabra y 5 de queso de cabra 

(75,76). Además fueron empleados como controles una cepa de Listeria 

monocytogenes  ATCC 43249 serotipo 1/2a y una cepa donada por el hospital Manuel 

Gea González (SSA). Las cepas fueron replicadas en caldo BHI a 37°C en agitación 

(180 rpm) y se mantuvieron almacenadas en caldo BHI suplementado con glicerol y 

suero bovino (1:1:1) a -70°C hasta su uso. 
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7.2 Extracción de DNA 

Las cepas de Listeria fueron crecidas en caldo BHI por 24 horas a 37˚C en 

agitación, separadas del medio por centrifugación a 4125 Xg durante 10 minutos y 

resuspendidas en 2.5ml de amortiguador TE (Tris HCI 10Mm, EDTA 1Mm), se adicionó 

y mezcló por inversión 2mg/ml de lisozima incubándolas 2 horas a 37˚C; fueron 

agregados y mezclados 125µl de SDS (preparado al 20%) y 50µg/ml de proteinasa K 

manteniéndolas a 37˚C por 1 hora; después fue mezclado con 84µl de NaCl 5M y 60µl 

de Bromuro de hexadecil-trimetil-amonio CTAB (CTAB 10% w/v en NaCl 0.7M) y 

mantenido a 65˚C durante 20 minutos. Posteriormente se añadió y mezcló un volumen 

de fenol-cloroformo 1:1 y fueron centrifugadas a 4125 Xg por 10 minutos, el 

sobrenadante se puso en contacto con 5µg/ml de RNAsa y se mantuvo una noche a 

temperatura ambiente (77). 

Para separar el DNA se mezcló con un volumen de fenol-cloroformo 1:1 y se 

centrifugó 10 minutos a 4125 Xg, la fase acuosa superior fue transferida a tubos 

eppendorf, se mezcló por inversión con dos volúmenes de etanol y fue mantenido 2 

horas a -20˚C, finalmente se centrifugó a 9000 Xg por 10 minutos, se decantó el 

sobrenadante, se permitió que el tubo secara por una noche a temperatura ambiente y 

el DNA fue resuspendido en amortiguador TE. 

 

7.3  Serotipificación molecular mediante PCR multiplex 

Fue utilizada una PCR multiplex según el protocolo reportado por Doumith y col. 

(64), la cual separa los cuatro principales serotipos de L. monocytogenes aisladas de 

alimentos y pacientes (1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b) en distintos grupos: I) 1/2a, 3a; II)1/2b, 3b, 

7; III)1/2c, 3c; IV)4b, 4d, 4e y un quinto grupo general para todas las especies de 

Listeria. Se  emplearon 5 pares de iniciadores que están diseñados con base en 

regiones variables del genoma de este patógeno las cuales son específicas para los 

diferentes serotipos y amplifican fragmentos de tamaños que van de 370 a 906 pares 

de base (Tabla 5 y 6). La reacción se llevó a cabo en un volumen de 25 l que contenía 

50 mM TrisHCl pH 8.3, 10 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.2 mM  desoxinucleótidostrifosfato, 

2U de Polimerasa termoestable, 2.5 l de DNA  y 10µl de la mezcla de iniciadores (1µl 
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de lmo 0737, 1.5µl de lmo 1118, 1µl de ORF 2819, 1 µl de 2110 y 0.5µl de prs). La 

amplificación se llevó a cabo con una desnaturalización inicial a 94°C durante 5 

minutos, seguida de 35 ciclos 1 minuto a 94°C, 90 segundos a 57°C y 2 minutos a 

72°C,  y finalmente una extensión a 72° durante 10 minutos. Se utilizó como control 

positivo la cepa ATCC y como control negativo el DNA fue reemplazado por agua 

destilada estéril. 10 l de los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en 

geles de agarosa al 1% (0.5 g/ml de bromuro de etidio) y visualizados en 

transiluminador de luz UV. El tamaño de los productos de PCR se obtuvo comparando 

su posición en el gel con la de un marcador de tamaño conocido, utilizando el 

coeficiente de movilidad relativo o Rf. 

 

7.4 Serotipifiación mediante aglutinación en placa 

 Las cepas fueron evaluadas por el método convencional de aglutinación en 

placa.  Para ello se utilizó un kit de serotipificación disponible comercialmente (BD Difco 

Listeria Antisera and Antigens) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, el cual  

contiene aglutininas para los serotipos 1 y 4 (Listeria O antisuero tipo 1, Listeria O 

antisuero tipo 4 y Listeria O antisuero poli (10). 

 

El reactivo Difco Listeria O Antisera tipos 1, 4 y Poly son antisueros de conejo 

policlonales liofilizados. Listeria O Antisera Tipos 1 y 4 son específicos para los 

serotipos respectivos de L. monocytogenes mientras Listeria Antiserum Poly contiene 

aglutininas para todos los serotipos de L. monocytogenes. 

 

Las 12 cepas aisladas se cultivaron en agar BHI a 37ºC por 24 horas. Fueron 

centrifugadas a  5000 rpm y resuspendidas en buffer PBS. Las suspensiones obtenidas 

fueron colocadas en baño maría a 80-100˚C durante 1 hora. Se preparó una  solución 

de 1:20 de Difco  Listeria Antiserum deseado en una solución de NaCl al 0,85%.En un 

portaobjetos, se colocó  una gota del antisuero diluido y una gota de suspensión 

bacteriana y se observó presencia o ausencia de grumos. Se utilizó como control 

negativo el buffer PBS. 
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Tabla 5. Iniciadores utilizados en la PCR múltiplex para la determinación de serotipo reportados por Doumith y col. (64). 

INICIADOR SECUENCIA 
AMPLIFICADO 

(pb) 
ESPECIFICIDAD 
SEROVARIEDAD 

PROTEÍNA 
CODIFICADA 

lmo0737  
lmo0737  

F 5´AGGGCTTCAAGGACTTACCC 3´ 
R 5´ACGATTTCTGCTTGCCATTC 3´ 

 
691 

1/2a, 1/2c,             
3a y 3c 

Desconocida 
No similitud 

lmo1118  
lmo1118 

F 5´AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 3´ 
R 5´CGGCTTGTTCGGCATACTTA 3´ 906 1/2c y 3c Desconocida 

No similitud 

ORF2819  
ORF2819 

F 5´AGCAAAATGCCAAAACTCGT 3´ 
R 5´CATCACTAAAGCCTCCCATTG 3´ 471 1/2b, 3b, 4b,          

4d  y 4c 
Regulador 

transcripcional 

ORF2110  
ORF2110 

F 5´AGTGGACAATTGATTGGTGAA 3´ 
R 5´CATCCATCCCTTACTTTGGAC 3´ 597 4b, 4d y 4c Proteína secretada 

prs 
prs 

F 5´GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 3´ 
R 5´CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG 3´ 370 Todas las especies 

de Listeria 
fosforibosil 

pirofosfato sintetasa 
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Tabla 6. PCR Múltiplex para la serotipificación molecular de L. monocytogenes 

reportado por Doumith y col. (64). 

 

Serotipos 
Lmo118 

(906 pb) 

Lmo0737 

(906 pb) 

ORF2110 

(597 pb) 

ORF2819 

(471 pb) 

Prs  

(370pb) 

Grupo 

PCR (2) 

1/2 a 

3a 
- + - - + Gp 1 

1/2 c 

3c 
+ + - - + Gp 2 

1/2b 

3b 

7 

- - - + + Gp 3 

4b 

4d 

4e 

- - + + + Gp 4 
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8. RESULTADOS  

8.1 Serotipificación molecular mediante PCR multiplex. 

 En la tabla 7 se muestran los resultados de la PCR múltiplex, todas las especies 

de Listeria amplifican el fragmento del gen prs (370pb). En este estudio se encontró que 

11 de las 12 cepas probadas pertenecen al grupo 4. La excepción fue la cepa 

procedente de leche la cual pertenece al serotipo 4a o 4c. En las figuras 1 y 2 se  

muestran las imágenes de las amplificaciones de la PCR múltiplex para la 

serotipificación molecular de las cepas de L. monocytogenes, en las que se obtuvieron 

los amplificados del tamaño esperado. 

  

 

8.2 Serotipìficación con antisueros. 

 En los resultados de la serotipificación de L. monocytogenes mediante 

aglutinación en placa se observó que dos cepas, una de leche (LC1) y una de materia 

fecal de cabra (MFC1) no pudieron ser tipificadas por este método. Además se 

determinó que las cepas pertenecen al serotipo 4 (Tabla 8). Las imágenes de la 

aglutinación en placa son mostradas en las figuras 3, 4 y 5. 

 

 

8.3 Comparación de las técnicas utilizadas para la serotipificación de la cepas de 

L. monocytogenes. 

En la Tabla 9 se resumen los resultados obtenidos en el presente estudio y se 

comparan con los resultados de un estudio previo en el que se realizó una tipificación 

parcial de las cepas de L. monocytogenes (76). Relacionando los resultados de la 

serotipificación mediante aglutinación con la serotipificación molecular mediante PCR 

múltiplex y PCR-RFLP, se puede diferenciar específicamente los serotipos de las cepas 

evaluadas excepto en el caso de la cepa de leche de cabra la cual fue identificada 

como serotipo 4a, 4c o 4b. Obteniéndose así, 11 cepas y la cepa control LMC2 

pertenecientes al serotipo 4b y la cepa ATCC 43249 confirmada como serotipo 1/2a. 
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Tabla 7. Resultado de la serotipificación molecular de las cepas de L. monocytogenes 

mediante PCR Múltiplex.  

 

CEPA  SEROTIPO PCR 

LMC1 1/2a o 3a 

LMC2 4b, 4d o 4e 

AC1 4b, 4d o 4e 

AC2 4b, 4d o 4e 

AC3 4b, 4d o 4e 

LC1 4a o 4c 

MFC1 4b, 4d o 4e 

MFC2 4b, 4d o 4e 

MFC3 4b, 4d o 4e 

QC1 4b, 4d o 4e 

QC2 4b, 4d o 4e 

QC3 4b, 4d o 4e 

QC4 4b, 4d o 4e 

QC5 4b, 4d o 4e 
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Figura 1.  Amplificados de PCR Múltiplex: Carril 1 Marcador de tamaño (100 pb), 2-
LMC1 (L. monocytogenes ATCC 2349), 3-AC1, 4-AC2, 5-AC3, 6-LC1, 7-MFC1, 8-
MFC2, 9-MFC3, 10–control negativo. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Amplificados de PCR Múltiplex: Carril 1 Marcador de tamaño (100 pb), 2-
LMC2, 3-QC1, 4-QC2, 5-QC3, 6-QC4, 7-QC5, 8-control negativo. 
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Tabla 8. Resultado de la serotipificación de L. monocytogenes mediante aglutinación en 

placa. 

CEPA  SEROTIPO 

LMC1 1 

LMC2 4 

AC1 4 

AC2 4 

AC3 4 

LC1 --- 

MFC1 --- 

MFC2 4 

MFC3 4 

QC1 4 

QC2 4 

QC3 4 

QC4 4 

QC5 4 

Control negativo --- 
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Figura 3. Resultados de la aglutinación en placa con los antisueros Poli, 1 y 4 (Difco), para la serotipificación de las cepas de L. 

monocytogenes. LMC1 Y LMC2 (Cepas control), y las tres cepas aisladas de alfalfa (AC1, AC2, AC3). 

 

 

 

 

Poli 

1 

4 

           LMC1                         LMC2                        AC1                           AC2                          AC3 Cepa 

Antisuero 
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Figura 4. Resultados de la aglutinación en placa con los antisueros Poli, 1 y 4 (Difco), para la serotipificación de las cepas de L. 

monocytogenes. Cepa aislada de leche de cabra (LC1), Tres cepas de materia fecal de cabra (MFC1, MFC2 Y MFC3), y una 

de queso de cabra (QC1). 

 

 

Poli 

1 

4 

           LC1                         MFC1                        MFC2                           MFC3                          QC1 Cepa 

Antisuero 
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Figura 5. Resultados de la aglutinación en placa con los antisueros Poli, 1 y 4 (Difco), para la serotipificación de cepas de L. 

monocytogenes. Cepa de queso de cabra (QC2, QC3, QC4 Y QC5) y el control negativo.  

 

 

Poli 

1 

4 

           QC2                          QC3                         QC4                            QC5                   Control negativo   Cepa 

Antisuero 
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Tabla 9.Comparación de la serotipificación mediante aglutinación con la serotipificación 

molecular mediante PCR múltiplex y PCR-RFLP. 

CEPA 
SEROTIPIFICACIÓN 

AGLUTINACIÓN MOLECULAR 
PCR MULTIPLEX 

MOLECULAR 
PCR-RFLP (76) 

LMC1 1 1/2a o 3a 1/2a o 1/2c 

LMC2 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

AC1 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

AC2 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

AC3 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

LC1 --- 4a o 4c 1/2b, 3b o 4b 

MFC1 --- 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

MFC2 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

MFC3 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

QC1 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

QC2 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

QC3 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

QC4 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 

QC5 4 4b, 4d o 4e 1/2b, 3b o 4b 
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9.-DISCUSIÓN 

 

En la PCR multiplex las amplificaciones de los cuatro fragmentos serotipo-

específicos permiten la separación de las cepas de L. monocytogenes en cuatro 

grupos. El grupo 1 comprende cepas de las serovariedades 1/2a y 3a (amplificación 

únicamente del fragmento de DNA del gen lmo0737); el grupo 2 comprende cepas de 

los serotipos 1/2c y 3c (amplificación de un fragmento del gen lmo0737 y uno del gen 

lmo1118); el grupo 3 comprende cepas de los serotipos 1/2b, 3b y 7 (amplificación de 

un fragmento del gen ORF2819); y el grupo 4 comprende cepas de los serotipos 4b, 4d 

y 4e (amplificación de un fragmento del  gen ORF2819 y uno del gen ORF2110) (64). 

Con la prueba de PCR multiplex fue posible definir el serotipo de todas las cepas 

evaluadas, no así con la prueba de aglutinación en placa. 

Los resultados obtenidos mediante PCR multiplex coincidieron con los obtenidos 

por el método convencional de aglutinación en placa para 10 de las 12 cepas (83.33%) 

así como para las cepas control. Sin embargo con la prueba de aglutinación en placa no 

fue posible definir el serotipo de dos de las cepas evaluadas procedentes de leche 

(LC1) y materia fecal de cabra (MFC1), las cuales mediante la PCR múltiplex fueron 

determinadas con su pertenencia al serotipo 4 (a ó c) y 4 (b, d ó e) respectivamente. La 

cepa control LMC2  y 11 cepas obtenidas de alfalfa, materia fecal y queso, se 

determinaron con su pertenencia al serotipo 4 (b, d ó e). Asimismo, se corroboró el 

serotipo de la cepa control de L. monocytogenes ATCC 43249 con su pertenencia al 

serotipo 1/2a de acuerdo a datos obtenidos de la ATCC. Los resultados en el presente 

trabajo coinciden con los obtenidos en un estudio realizado previamente utilizando la 

técnica de PCR-RFLP (76), con las cepas evaluados en este trabajo (Tabla 9). En dicho 

estudio los productos del PCR obtenidos de la identificación especie específica de este 

patógeno (fragmento de 450  pares de bases del gen iap) fueron digeridos con la 

enzima de restricción Hind lll, los fragmentos generados permiten una distinción entre 

dos grupos de serotipos de Listeria monocytogenes: en el grupo 1 (serotipos 1/2a y 

1/2c) producen dos fragmentos, uno de 365 y otro de 88 pb. En el grupo 2 

(serovariedades 1/2b, 3b, y 4b), no corta los fragmentos previamente amplificados 

(68,76).  
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En el presente trabajo se encontró que 11 de las 12 cepas probadas pertenecen 

al serotipo 4b, estos resultados coinciden con lo reportado en diversos estudios en 

América, Asia y Europa en los que se ha encontrado que la mayor parte de los casos 

de listeriosis, brotes o casos esporádicos en humanos en las últimas décadas, han sido 

causados por cepas de L. monocytogenes pertenecientes al serotipo 4b. Sugiriendo 

que estas cepas podrían poseer propiedades de virulencia únicas (56,78,79,80,81).  

Relacionando la distribución de los serotipos con su origen geográfico, Hofer y col. (82) 

observaron el predominio del serotipo 4b en todas las regiones de Brasil durante los 

periodos de 1969 y 1972-2000. En un estudio realizado en Portugal  por Pintado y cols. 

(83), aislaron 24 cepas de Listeria monocytogenes a partir de quesos elaborados con 

leche de oveja, 20 de las cuales  fueron identificadas como serotipo 4b. Ramaswamy y 

col. (84) reportaron que el brote más invasivo fue causado por cepas de la serotipo 4b. 

Moledo de Vasconcelos y col. (73) reportaron la presencia de L. monocytogenes en una 

muestra clínica de fluido cerebro-espinal de un recién nacido prematuro, el aislado fue 

identificado como serotipo 4b.  

 

 La especificidad y precisión de este método de PCR fue evaluada por Doumith y 

col. (64) primero con 12 cepas de referencia de los serotipos de L. monocytogenes y 

posteriormente fueron confirmadas con 222 cepas de Listeria aisladas de humanos y 

alimentos. Asimismo, la ausencia de amplificación del fragmento de 1/2b serotipo-

específico en dos cepas de L. seeligeri (serotipo 1/2b) indicó una especificidad alta de 

este método de PCR para la especie de L. monocytogenes. 

 

 La PCR múltiplex descrita no distingue entre los serotipos de L. monocytogenes 

1/2a de 3a, 1/2c de 3c, 1/2b de 3b y 7, o 4b de 4d y 4e. Tampoco distingue los serotipos 

4a y 4c de otras especies de L. monocytogenes. Sin embargo, los serotipos 3a, 3b, 3c, 

4a, 4c, 4e, 4d y 7 son muy infrecuentes en alimentos y raramente aislados de casos de 

listeriosis en humanos. Los datos registrado por el Centro Nacional de Referencia en 

Francia han mostrado que los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b los cuales son separados 

por este método de PCR en cuatro perfiles de PCR distintos, representaron el 98% de 

los 5,000 aislados coleccionados de alimentos y pacientes durante tres años. Estas 
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observaciones sugieren la adaptabilidad de este método de clasificación como una 

alternativa para la serotipificación, en particular para la vigilancia e investigaciones 

epidemiológicas (64). 

 

 Diversos métodos basados en PCR han sido descritos para la rápida subdivisión 

interespecie de L. monocytogenes. Sin embargo estos métodos subdividen las cepas 

de L. monocytogenes en dos o tres subgrupos en los cuales los serotipos 1/2a y 1/2c 

y/o 1/2b y 4b no son separados (66,67,68,85). Burocki y Call (69) describieron una 

metodología de PCR que distingue entre los serotipos de L. monocytogenes en cinco 

grupos distintos, sin embargo se requiere llevar a cabo 2 o 3 ensayos de PCR 

independientes para obtener dicha clasificación y no es capaz de distinguir entre cepas 

de L. monocytogenes serotipo 4b y cepas de L. innocua. 

 

 El método de PCR múltiplex descrito por Doumith y col. (64), evaluado en este 

estudio provee mayor capacidad de discriminación empleando diversos genes 

marcadores y permite la correcta clasificación de las cepas de L. monocytogenes en un 

solo PCR múltiplex. Siendo un ensayo altamente específico para L. monocytogenes, 

proporcionando así en el mismo ensayo la confirmación de la especie patogénica y con 

resultados de fácil interpretación.  
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10. CONCLUSIONES 

 

1. La técnica de PCR multiplex estandarizada permitió identificar eficazmente los 

serotipos de las cepas de Listeria monocytogenes evaluadas en forma 

específica. 

 

2. La PCR multiplex fue más específica para la identificación de serotipo de Listeria 

monocytogenes, comparándola contra la prueba de aglutinación con antisueros. 

 
 

3. La serotipificación molecular de Listeria monocytogenes mediante PCR puede 

ser una alternativa para el método de tipificación por aglutinación con antisueros.  
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