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RESUMEN  

 

La listeriosis es una enfermedad transmitida por alimentos causada por Listeria 

monocytogenes, cuya presencia representa un riesgo importante para la salud pública en 

México, especialmente por su elevada incidencia en productos lácteos frescos. Esto resalta la 

importancia de implementar métodos de detección rápidos, sensibles y confiables para 

prevenir brotes y garantizar la inocuidad alimentaria. El objetivo de este trabajo fue detectar 

Listeria spp. en queso fresco mediante amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP), 

utilizando la región V1-V2 del gen 16S ARNr como marcador y comparar el método con 

técnicas convencionales. Se evaluaron cinco métodos de extracción de ácidos nucleicos y se 

optimizaron las condiciones de reacción para LAMP considerando variables como 

concentración bacteriana (1x101 a 1x109 UFC/ml), pureza del ADN, tiempos de incubación y 

costos. El protocolo establecido cuya detección se basó en el cambio colorimétrico y la 

cuantificación espectrofotométrica (ΔAbs = 434 – 560 nm), se comparó con PCR convencional 

y el método microbiológico establecido en la NOM-143-SSA1-1995. Los resultados obtenidos 

durante la estandarización de la técnica de LAMP demostraron que el método de ebullición fue 

el más eficiente, compatible y reproducible, permitiendo la detección de L. monocytogenes 

hasta 1x101 UFC/ml y L. innocua hasta 1x103 UFC/ml; además, alcanzó una sensibilidad de 

hasta 100 fg de ADN, superando entre 10 y 1000 veces a la PCR convencional, con tiempos 

de detección menores a 60 minutos. La evaluación del protocolo en un contexto real se probó 

en 30 muestras comerciales donde se evaluaron valores de pH cercanos a la neutralidad y 

alteraciones organolépticas asociadas a contaminación por deficiencias en el procesamiento. 

Las muestras positivas fueron aisladas e identificadas taxonómicamente mediante la 

secuenciación del gen 16S ARNr y el análisis filogenético, lo que confirmó la identidad de L. 

monocytogenes con alta similitud (>98%). El protocolo propuesto puede considerarse una 

herramienta de diagnóstico integral, rápida, sensible y de bajo costo, como alternativa para la 

detección de Listeria spp. en la industria alimentaria. 

 

Palabras clave: LAMP, 16S ARNr, Listeria spp., queso fresco, inocuidad alimentaria.  
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ABSTRACT  

 

Listeriosis is a foodborne illness caused by Listeria monocytogenes, which poses a 

significant public health risk in Mexico, particularly due to its high incidence in fresh dairy 

products. This underscores the importance of bringing about rapid, sensitive, and reliable 

detection methods to prevent outbreaks and ensure food safety. The objective of this study was 

to detect Listeria spp. in fresh cheese using loop-mediated isothermal amplification (LAMP), 

targeting the V1-V2 region of the 16S rRNA gene, and to compare the method with conventional 

techniques. Five nucleic acid extraction methods were evaluated, and the LAMP reaction 

conditions were optimized, considering variables such as bacterial concentration (1 x 10¹ to 1 

x 10⁹ CFU/ml), DNA purity, incubation times, and costs. The established protocol, whose 

detection was based on the colorimetric change and spectrophotometric quantification (ΔAbs 

= 434–560 nm), was compared with conventional PCR and the microbiological method 

described in NOM-143-SSA1-1995. The results obtained during the standardization of the 

LAMP technique demonstrated that the boiling method was the most efficient, compatible, and 

reproducible, allowing the detection of L. monocytogenes up to 1 x 10¹ CFU/ml and L. innocua 

up to 1 x 10³ CFU/ml. It also achieved a sensitivity of up to 100 fg of DNA, exceeding that of 

conventional PCR by 10 to 1000-fold, with detection times of less than 60 minutes. The protocol 

was evaluated under real-world conditions using 30 commercial samples, with pH values close 

to neutral and organoleptic defects associated with contamination from processing deficiencies. 

Positive samples were isolated and taxonomically identified by 16S rRNA gene sequencing and 

phylogenetic analysis, confirming their identity as L. monocytogenes with high similarity 

(>98%).  The proposed protocol can be considered a comprehensive, rapid, sensitive, and low-

cost diagnostic tool as an alternative for detecting Listeria spp. in the food industry.  

 

Keywords: LAMP, 16S rRNA, Listeria spp., fresh cheese, food safety. 
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I. INTRODUCCIÓN  

La seguridad alimentaria es uno de los principales retos a nivel global gracias a que el 

acceso de alimentos suficientes e inocuos se ha convertido en una prioridad en temas de salud 

pública. Lo anterior implica una especial atención en la reducción de las enfermedades 

transmitidas por alimentos (ETA´s). Específicamente la listeriosis, enfermedad transmitida por 

el consumo de alimentos contaminados con Listeria spp., destaca por sus altos porcentajes de 

incidencia en los países industrializados.  En México aún no es claro dicho porcentaje debido 

a la escases de registros epidemiológicos, sin embargo, las autoridades sanitarias relacionan 

la presencia del género Listeria en la mayoría de ETA´s en nuestro país.   

Dentro de este género, la especie más conocida es Listeria monocytogenes debido a 

que a diferencia de otros patógenos puede sobrevivir y multiplicarse a valores de pH ácidos, a 

altas concentraciones de NaCl y a bajas temperaturas, lo que aumenta el riesgo de 

contaminación en alimentos bajo refrigeración y listos para el consumo. Por otro lado, destaca 

la presencia de Listeria innocua al ser considerada como una bacteria “inofensiva” ya que 

carece de factores de virulencia, sin embargo, gracias a su capacidad de competir y superar a 

L. monocytogenes en los medios de cultivo selectivos puede llevar a resultados falsos 

negativos cambiando por completo el paradigma para su detección.  

En este sentido, se han implementado distintos métodos para la detección de Listeria 

spp., como los cultivos microbiológicos tradicionales y las técnicas de reacción en cadena de 

la polimerasa; sin embargo, a pesar de su gran efectividad estos métodos suelen ser lentos, 

costosos o requieren equipamiento sofisticado, lo que limita la aplicación en determinados 

contextos. Como consecuencia, han surgido métodos de detección innovadores basados en 

sistemas moleculares y sintéticos, como la amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP), 

la cual, se ha posicionado como una alternativa prometedora debido a que la amplificación es 

rápida y eficiente bajo condiciones isotérmicas, lo que presenta beneficios en términos de 

simplicidad y costo. En el presente trabajo, el objetivo es detectar Listeria spp. en diferentes 

tipos de quesos mediante amplificación isotérmica tipo LAMP usando como gen “blanco” el 

16S ARNr. Los resultados serán comparados con la reacción en cadena de la polimerasa y 

con el ensayo microbiológico.  
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II. ANTECEDENTES 

2.1. Seguridad alimentaria 

La seguridad alimentaria es un término dado cuando todas las personas tienen en todo 

momento acceso a alimentos nutritivos e inocuos (FAO, 1996). De acuerdo con el Fideicomiso 

de Riesgo Compartido, (2018) se basa en 4 pilares para lograr la salud y bienestar de quienes 

los consumen agrupando las necesidades de la sociedad actual a través de los siguientes 

enfoques:   

a) Disponibilidad de alimentos a nivel local o nacional. 

b) Estabilidad en los procesos de cultivo y almacenamiento.  

c) Acceso y control sobre los insumos, tecnología y conocimiento. 

d) Consumo a través de la existencia, inocuidad, dignidad y condiciones higiénicas.  

En consideración a ello las organizaciones mundiales propusieron el desarrollo de 

protocolos para preservar la calidad de los alimentos y enfocar una vigilancia activa para 

buscar una garantía de inocuidad (Sanchez-Hernandez, 2016) para aumentar el acceso de 

alimentos inocuos y reducir las enfermedades trasmitidas por alimentos (Bovay, 2016).  

 

2.2. Enfermedades transmitidas por alimentos  

La calidad nutricional y la inocuidad de los alimentos son factores importantes que 

repercuten en la salud y la calidad de vida de las personas. Para velar por la inocuidad de los 

alimentos, es necesario asegurar el acceso a alimentos libres de patógenos a fin de prevenir 

la transmisión de enfermedades de origen alimentario (Kopper, 2009). 

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA´s) son un problema que debe ser 

considerado en un ámbito de carácter social, tecnológico, económico, cultural y político. Por 

ser un problema recurrente las autoridades e instancias gubernamentales y otras instituciones, 

tanto del sector público como privado, deberían dirigir campañas de vigilancia y asistencia 
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continua a fin de prevenir o corregir situaciones que pueden ser muy peligrosas y que pueden 

afectar adversamente la salud de la población (Kopper, 2009; EFSA, 2022). 

En la sociedad actual, los cambios en los hábitos alimentarios como el consumo de 

alimentos envasados, comidas fuera del hogar, consumo de comidas preparadas y comidas 

rápidas han sido factores que contribuyeron a la identificación de distintos agentes causantes 

de ETA´s, entre los que destacan Campylobacter spp., Salmonella enterica, Salmonella typhi, 

Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Escherichia coli O157:H7, Shigella spp. y 

Listeria monocytogenes (González & Rojas, 2005; Olea et al., 2012).  

De acuerdo con el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica, México registró en 

2023, 3 millones 457 mil 964 casos de infecciones intestinales, con más de 23 mil casos por 

intoxicación alimentaria bacteriana, destacando en 5to lugar la gastroenteritis por listeriosis.  

 

2.3. Listeriosis  

La listeriosis es una enfermedad infecciosa causada por Listeria monocytogenes.  Se 

caracteriza por la presencia de síntomas que varían desde cuadros leves de gastroenteritis, 

hasta manifestaciones severas como meningitis, septicemia y abortos espontáneos en mujeres 

embarazadas (EFSA, 2022). Esta enfermedad es particularmente peligrosa para poblaciones 

vulnerables, incluidos los inmunocomprometidos y ancianos. Se estima que la tasa de 

mortalidad en los casos graves a pesar del tratamiento adecuado con antibióticos puede 

alcanzar hasta un 30% (Allerberger et al., 2023). 

De acuerdo con Ramos et al., (2021) y Vallejo et al., (2022), la relación entre el alimento 

consumido y la infección se ha establecido a partir de los pocos datos epidemiológicos. No 

obstante, estas estimaciones presentan una alta incertidumbre considerando que la cantidad 

real del patógeno en la porción consumida puede diferir de manera considerable respecto a la 

detectada debido a distintos factores como la distribución heterogénea del microorganismo en 

el alimento, el tiempo transcurrido desde el consumo y la toma de muestra, los cambios en la 

carga microbiana durante el almacenamiento e incluso el estado fisiológico del consumidor. En 
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consideración a ello, Sánchez (2024) reportó que un alimento que contiene concentraciones 

superiores de 1x10³ a 1x10⁷ UFC/g o ml puede ocasionar daños a la salud para la población 

en general, y valores inferiores a 100 UFC/g o ml para la población vulnerable.  

 

2.3.1. Incidencia epidemiológica  

En México aún no existe una estadística real de casos por listeriosis; sin embargo, los 

últimos estudios realizados en nuestro país para la detección de Listeria spp. en alimentos 

mostraron una incidencia del 2% en productos congelados, derivados lácteos, cárnicos y 

vegetales listos para el consumo (Sánchez et al., 2006).  El que no se realice la búsqueda y 

registro de este género bacteriano se debe a que el Sistema Nacional de Vigilancia 

Epidemiológica no considera a la listeriosis como enfermedad de notificación obligatoria. Ante 

tal situación aun no es claro si los cuadros de meningitis, intoxicaciones alimentarias asociadas 

con bacterias o gastroenteritis pudieran estar relacionados con Listeria spp. (Castañeda-

Ruelas et al., 2018; Gaona-Pineda et al., 2018).  

 

2.3.2. Exposición alimentaria  

La mayoría de los casos de listeriosis humana son de transmisión alimentaria (99%), es 

decir, de animales a personas a través del consumo de alimentos contaminados debido a la 

falta de higiene, a la inadecuada manipulación y a la contaminación cruzada (EFSA, 2022). 

De acuerdo con la cronología a partir de 1980, las hortalizas y productos cárnicos 

constituyeron los principales grupos de alimentos contaminados. Sin embargo, este patrón 

cambió con los nuevos hábitos alimenticios de la población destacando brotes derivados del 

consumo de productos lácteos, sobre todo de quesos (Orsi et al., 2016). Por otro lado, Burall 

et al., (2016) describieron una serie de brotes que involucraron alimentos atípicos como 

manzanas acarameladas, lo que aumento la interrogante de los patrones de crecimiento de L. 

monocytogenes.  
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2.3.3. Exposición en quesos  

Los lácteos son los productos más consumidos en México, gracias a que su comercio 

está influenciado por la búsqueda de los requerimientos proteicos que estos otorgan; sin 

embargo, es precisamente por ello que son los más susceptibles a la contaminación debido a 

su naturaleza altamente nutritiva (Secretaría De Economía, 2012). El queso, uno de los 

productos lácteos más antiguos y populares, es consumido en diversas formas y variedades 

en todo el mundo. En términos de seguridad alimentaria representa un desafío debido a su 

susceptibilidad a la contaminación microbiana (Gutiérrez & Torres, 2021).  En México la 

presencia de Listeria spp. destaca en quesos frescos (Secretaría De Economía, 2012) 

considerando su contenido de humedad (≥50%), baja acidez, bajo contenido de sal y la 

necesidad de refrigeración como método de conservación (Engstrom et al., 2020), lo que 

permiten el crecimiento de bacterias como L. monocytogenes (Ribeiro, 2023). 

 

2.4. Listeria spp. 

Listeria es un género de bacterias que se caracteriza por sobrevivir y proliferar en una 

amplia gama de ambientes como en el suelo y el agua, así como en el tracto digestivo de los 

animales. Resiste temperaturas de 37°C a -20°C; condiciones ácidas con un pH entre 4.6 a 

9.5 y a una actividad de agua (aw) de 0.92; incluso, puede crecer en concentraciones de 

salinidad elevada y en ausencia de oxígeno (Norhana et al. 2010); siendo capaz de contaminar 

una gran gama de alimentos (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Presencia de Listeria spp. en alimentos. 

Especie Tipo de alimento Referencias 

L. monocytogenes 

• Alimentos refrigerados (lácteos y 
cárnicos).  

• Alimentos listos para el consumo 
(RTE). preenvasados o 
mínimamente procesados. 

• Frutas y verduras.  

Carvalheira (2010); Ministry 
for Primary Industries, (2018); 

Dincer (2023) 
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L. innocua 

• Mariscos 

• Carne de cerdo, salami de pavo y 
de aves de corral 

Moura et al., (2019); Dincer, 
(2023) 

L. grayi • Haydari (platillo turco) Dincer (2023) 

L. seeligeri • Tarator (Sopa fría) Dincer (2023) 

L. ivanovii • Ensalada italiana Dincer (2023) 

L. newyorkensis 
• Leche cruda 

• Mariscos 
Chiara et al., (2015) 

L. fleischmannii • Quesos Den Bakker et al., (2013) 

L. rocourtiae • Muestra de lechuga precortada Orsi et al., (2024) 

 

Específicamente, Listeria monocytogenes es un bacilo Grampositivo corto, anaerobio 

facultativo, no formador de esporas, móvil, que se encuentra ampliamente distribuida en el 

medio ambiente (Castro et al., 2008).  Debido a su capacidad de sobrevivencia destaca su 

presencia en una gran variedad de alimentos (Matle et al., 2020). 

La habilidad de Listeria spp., para colonizar un amplio rango de ambientes se 

correlaciona con la presencia de 331 genes que codifican diferentes proteínas de transporte, 

esto ocasiona el éxito de su infección (Vázquez-Boland et al., 2001; Torres et al., 2005). A pesar 

de que el ciclo intracelular de L. monocytogenes es similar al de otras bacterias, como Bacillus 

subtilis, Escherichia coli, Clostridium spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., entre 

otras; el análisis de la secuencia de los genomas ha dado pauta a la descripción filogenética 

de las especies de Listeria para su diferenciación (Torres et al., 2005). 

De acuerdo con Vera et al., (2013) el proceso de infección de Listeria spp., comprende 

varias etapas: adhesión, invasión de la célula hospedera, fagocitosis inducida por el propio 

patógeno, lisis de la vacuola fagocítica, multiplicación intracelular y proliferación extracelular. 

De forma general al cruzar la barrera intestinal, la bacteria se absorbe desde el lumen intestinal, 

atravesando las células epiteliales y si el sistema inmune no es capaz de controlar 

eficientemente la infección, la bacteria seguirá multiplicándose y la infección puede 

diseminarse al torrente sanguíneo y a los ganglios linfáticos (Figura 1). Tras el ingreso al 

torrente sanguíneo, alcanza el hígado y el bazo, donde puede replicarse en el interior de 

macrófagos o células epiteliales (Vázquez-Boland et al., 2001; Vera et al., 2013). 
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Figura  1.  Ciclo de intracelular de L. monocytogenes. 1) Adhesión den la membrana celular, 2) Invasión de la 

célula huésped a través de la interacción de InlA y InlB con los receptores de superficie de la célula huésped. (B) 

Escape del fagosoma mediado por LLO, PlcA y PlcB. (D) Replicación en el citosol y desplazamiento a la superficie 

celular a través de la polimerización de actina, (E) promoviendo la propagación de célula a célula por (F) la ruptura 

de la vacuola mediada LLO. Elaboración propia basada en la ilustración de Lecturia, (2023). 

 

Por otro lado, L. innocua es una bacteria Grampositiva de forma bacilar, móvil, 

facultativamente anaerobia y no formadora de esporas (Castro et al., 2008).  A diferencia de 

L. monocytogenes, L. innocua es considerada no patógena, ya que carece de los factores de 

virulencia que le permiten a L. monocytogenes invadir y multiplicarse en las células del 

huésped (Orsi & Wiedmann, 2016). No obstante, se han reportado casos atípicos de 

infecciones por septicemia y meningitis en humanos y rumiantes (Moura et al., 2019).  Estos 

han sido identificados a partir de aislados hemolíticos atípicos procedentes de mariscos en 

Asia (Johnson et al., 2004), de carne de cerdo en América del Norte (Moreno et al., 2012) y de 

aves de corral en Europa (Milillo et al., 2012).  

A pesar de los casos reportados, se sabe poco sobre la diversidad filogenética y la 

patogenicidad de L. innocua por lo que su presencia en alimentos se sigue utilizando 
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exclusivamente como un indicador de condiciones higiénicas inadecuadas durante el 

procesamiento de alimentos, considerando que puede coexistir en ambientes contaminados 

con L. monocytogenes (Melian et al., 2019; Lecuit, 2020). En este sentido, la presencia de L. 

innocua en alimentos sigue siendo motivo de preocupación, ya que su resistencia a 

desinfectantes y su capacidad para formar biofilms pueden representar una amenaza para la 

inocuidad de los productos al ser un indicativo de posibles contaminaciones cruzadas con 

especies más peligrosas como L. monocytogenes (Bhosale et al., 2020; Lecuit, 2020).  

 

2.4.1. Diferencias filogenéticas entre L. innocua y L. monocytogenes.  

L. monocytogenes se caracteriza por tener una alta virulencia, lo que la hace destacar 

dentro de su género (Vera et al., 2013).  n 2001 se realizó la primera secuenciación del 

genoma completo de una cepa de L. monocytogenes y se comparó con el genoma de L. 

innocua siguiendo la premisa de que estas dos especies presentaban un alto grado de 

homología en la secuencia del A N ribosomal 1   (A Nr 1  ), siendo las de mayor cercanía 

taxonómicamente (Von Both et al., 1999; Glaser et al., 2001).  sto, permitió determinar que un 

10% de los genes eran diferentes en la especie patógena respecto de la no patógena gracias 

a una evolución desencadenada por polimorfismos y mutaciones en las secuencias 

nucleotídicas (Glaser et al., 2001;  oche et al., 2005; Vera et al., 2013).  

 specíficamente esta comparación reportó que el genoma de L. monocytogenes poseía 

un cromosoma circular de 2,944,528 pb con un promedio de G + C de 39%; mientras que L. 

innocua poseía un cromosoma circular de 3.011.209pb con un contenido promedio de G + C 

de 37% (Glaser et al., 2001). A partir de ello se logró la identificación de los 484 genes 

reguladores del crecimiento intracelular de Listeria spp., de los cuales, 41 genes fueron de L. 

monocytogenes ( acquet et al., 2004). De acuerdo con López et al., (200 ) esta identificación 

podría explicar el potencial específico para la virulencia de L. monocytogenes.  
 

 

2.4.2. Influencia de L. innocua en el crecimiento de L. monocytogenes 

La detección de L.  monocytogenes en muestras de alimentos representa un reto debido 

a su baja concentración y a la presencia simultanea de otras bacterias, especialmente de 
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aquellas que conforman su microbiota (Norton et al., 2001); por lo que, para facilitar su 

aislamiento, normalmente se emplean medios de cultivo selectivos para propiciar su 

crecimiento e inhibir el de otras especies.  

Pese a su uso, la eficacia del aislamiento se ve influenciada activamente por L. innocua, 

una especie estrechamente relacionada con L. monocytogenes. Esto es debido a la 

competencia por nutrientes, la sobrecarga bacteriana en placa y efectos de los componentes 

en el medio, ya que L. innocua muestra mayor adaptación a ciertos medios de enriquecimiento, 

acaparando los nutrientes y limitando el crecimiento de la especie patógena lo cual, favorece 

la alta concentración de otras colonias dificultando su identificación morfológica (Carvalheira 

et al., 2010).  

Esto genera un escenario donde L. innocua actúa enmascarando la presencia de L. 

monocytogenes y, por ende, compromete la sensibilidad y precisión de los métodos de 

detección. Sin embargo, este hecho no ha sido ampliamente estudiado debido a que muchos 

autores han sugerido que no existe tal influencia o encubrimiento por lo que se sigue 

considerando a L. innocua como una bacteria inofensiva (Petran & Swanson, 1993). 

 

Tabla 2. Evidencia reportada sobre la interacción competitiva entre L. innocua y L. 

monocytogenes. 

Ensayo Evidencia Referencias 

Efecto de la acriflavina y el 
ácido nalidíxico en el 

crecimiento de Listeria spp. 
en medios de 

enriquecimiento 

La ventaja del crecimiento de L. innocua frente a 
L. monocytogenes se relaciona con las 
interacciones inhibidoras entre especies que se 
han atribuido a la producción de agentes 
similares a las bacteriocinas que actúan 
frenando o impidiendo activamente el 
crecimiento de L. monocytogenes  

Beumer et al., 
(1996)  

Detección de L. 

monocytogenes en muestras 
que contienen L. innocua. 

La mayoría de los inhibidores pueden 
corresponder a partículas de bacteriófagos 
defectuosas, denominadas monocinas. 

Curiale & 
Lewus, (1994) 
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Crecimiento de cultivos 
mixtos de Listeria 

monocytogenes y 
Listeria innocua en carne de 

cangrejo azul. 

Cuando se utilizaron niveles de inóculo inferiores 
a 50 UFC/g, no se observó diferencias 
significativas, pero al aumentar de 2 a 4 
unidades log 10 L. monocytogenes presento una 
tasa de crecimiento más rápida que L. innocua. 

Rawles & 
Croonenberghs, 

(1995) 

Modelado del crecimiento 
competitivo de L. 

monocytogenes y L. innocua 
en caldos de enriquecimiento 

Los aislados de L. innocua tienen una ventaja 
durante el cultivo de enriquecimiento ya que las 
concentraciones de acriflavina afectan los 
tiempos de generación en L. monocytogenes. 

Cornu & 
Flandrois, 

(2002) 

Influencia de L. innocua en el 
crecimiento de L. 

monocytogenes 

La inhibición de L. monocytogenes por L. 

innocua se relaciona con la actividad inhibidora 
causada por bacteriocinas. 

Carvalheira et 
al., (2010) 

 

 

2.5. Métodos de detección de Listeria spp. en alimentos 

Las técnicas de detección de Listeria spp. en alimentos no constituyen solo 

herramientas para identificar brotes epidémicos, sino también para prevenirlos (Sánchez-

Hernández, 2016).  En los últimos años, su detección ha tenido grandes avances, por lo que 

se ha descrito una variedad de métodos que van desde el aislamiento mediante técnicas 

convencionales hasta los más sofisticados métodos moleculares (Jooste et al., 2016).  

 

2.5.1. Métodos microbiológicos  

Los métodos microbiológicos han sido la base para la detección de patógenos en alimentos 

durante décadas. Se basan en el aislamiento e identificación de microorganismos patógenos 

mediante el cultivo en medios específicos.  

En México, la Norma Oficial Mexicana NOM-143-SSA1-1995 de carácter obligatorio, 

establece los lineamientos para el análisis microbiológico de L. monocytogenes en 25 gramos 

de muestra de alimento (Figura 2). Esta norma aplica tanto a productos nacionales como a 

importados y tiene como objetivo la identificación precisa de género y especie de cepas 

aisladas con el fin de garantizar la inocuidad alimentaria. A pesar de su efectividad, su uso ha 

sido limitado debido al tiempo y a la subjetividad de interpretación (Sánchez et al., 2014). 
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Figura  2. Medios selectivos que favorecen el crecimiento de L. monocytogenes A) Caldo soya tripticaseína con 

0,6 % de extracto de levadura (CSTEL), B) Medio de cloruro de litio feniletanol-moxolactam (LMP); C) Medio 

Oxford; D) Medio base Oxford (OXA) - Base de agar Columbia (NOM-143-SSA1-1995). Tomado de Shutterstock, 

(s.f); disponible en línea: https://www.shutterstock.com/es/search/cultivo-microbiol%C3%B3gico 

 

 

2.5.2. Métodos moleculares  

El avance de la biotecnología permitió el desarrollo de nuevos métodos para la 

detección de microorganismos en alimentos basados en la amplificación de ácidos nucleicos 

los cuales, proporcionan ventajas en cuanto a eficiencia y tiempo. 

 

2.5.2.1. PCR  

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) es una técnica 

molecular que permite la amplificación de secuencias específicas de ADN para obtener al 

mismo tiempo diferentes características genotípicas, como género y especie (Bartlett et al., 

2003).  La PCR se ha consolidado como una herramienta esencial para la detección rápida y 

especifica en alimentos superando las limitaciones de los métodos microbiológicos en cuanto 

tiempo, sensibilidad y especificidad (Chen et al., 2017).  Esto ha sido gracias a la identificación 

directa del patógeno sin necesidad de un cultivo prolongado, sobre todo cuando se encuentra 

en bajas concentraciones o en presencia de microbiota competitiva (Burbano et al., 2003).  

 

De acuerdo con Aristizábal et al., (2020) para lograr una detección efectiva, se emplean 

cebadores específicos dirigidos a genes altamente conservados lo que permite no solo 

confirmar la presencia de una bacteria si no también diferenciarla de otras especies 

(Doménech- áncheza & Vilab, 2004). Dependiendo de la especificidad que se desee en la 

  

 

 

 

 

A) B)  C)  D) 

https://www.shutterstock.com/es/search/cultivo-microbiol%C3%B3gico
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detección, diferentes regiones del ADN pueden ser usadas como "blanco" sin embargo, las 

más comunes son las que codifican factores de virulencia como genes de hibridación (Iñiguez 

Palomares., 2002).  

 

Tabla 3. Genes de virulencia utilizados para la detección de L. monocytogenes. 

                                        

iap  
(Proteína p 0  
de adherencia 
intracelular) 

Proteína de superficie que 
actúa como factor de 
invasión  nvolucrado en la 
adherencia y colonización 
de las células del huésped. 

 specíficamente L. monocytogenes 
y L. innocua tienen en común una 
parte considerable de dicho gen, 
por lo que se complica la detección.   

  iguez 
Palomares., 
(2002); Wang 
et al., (2010). 

hly A 

Β- hemolisina 
(Listeriolisina) 

Citolisina que codifica la 
hemolisina, una proteína 
que permite a la bacteria 
causar hemólisis para 
contribuir a la producción 
de la listeriolisina   (LL ) 
y permitir a la bacteria 
escapar de las vacuolas 
fagocíticas.  

 s el gen más utilizado para la 
detección de L. monocytogenes ya 
que tiene una región altamente 
conservada en su genoma y no se 
expresa en otras cepas hemolíticas 
como L. ivanovii y L. seeligeri. 
Cuenta con 1590 pb y los 
iniciadores dise ados a partir de él 
amplifican segmentos de tama os 
variables. 

  iguez 
Palomares., 
(2002); Tang 
et al., (2011); 
Vera et al., 
(2013); Fiore 
et al., (2023).  

ActA  
(actina) 

Polimeriza la actina que 
permite a L. 
monocytogenes moverse 
dentro de las células. 

 ste gen es característico de L. 
monocytogenes, pero algunas otras 
especies de Listeria pueden tener 
secuencias similares.  

Pillich et al., 
(2017) 

 

feoB  
(Proteína B de 
transporte de 
hierro ferroso) 

Modulan la expresión de 
genes involucrados en la 
captación de hierro 
permitiendo.  

 e encuentra en la mayoría de los 
organismos ya que su función es 
universal para el transporte de 
hierro ferroso. 

Álvarez-
Fraga, 
(2018); 

 risawat et 
al., (2022). 

 plcB 

(Fosfolipasa C) 

 s el primer gen que 
codifica PC-PLC para 
mediar la disolución de los 
fagosomas secundarios en 
el escape de la vacuola.  

Característico de L. 
monocytogenes por ser 
considerado un factor de virulencia 
de esta especie.  

 mith et al., 
(1995). 

plcA 

(Fosfolipasa C) 

 s el primer gen que 
codifica para P -PLC para 
medir la desestabilización 

 specífico para el diagnóstico de L. 
monocytogenes por ser 
considerado uno de sus factores de 

 mith et al., 
(1995); 
Vázquez-
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de los fagosomas 
primarios junto con la LL  
(Listeriolosina  ), es decir 
actúa como accesorio en el 
escape de la vacuola.  

virulencia, sin embargo, puede 
estar presente en otras especies. 

Boland et al., 
(2001). 

Mpl 
(Metaloproteas) 

Proteasa que favorece la 
diseminación de la 
bacteria mediante 
vacuolas, además codifica 
para la proteasa mpl, la 
cual procesa 
extracelularmente el 
propéptido PC-PLC.  

Característico de L. 
monocytogenes.  

Busch et al., 
(2022). 

prfA 
(Factor A, 
regulador 
positivo) 

Proteína citoplasmática 
que regula la expresión de 
varios factores de 
virulencia incluyendo la 
hemolisina, la fosfolipasa 
C y las proteínas que 
participan en el 
movimiento intracelular. 

Aunque L. monocytogenes tiene un 
sistema regulador prfA conservado, 
otras bacterias del género también 
lo poseen, pero en formas 
diferentes.  sto lo convierte en un 
marcador clave para diferenciarla 
de otras especies de Listeria.  

Vera et al., 
(2013); 

Cho et al., 
(2014) 

PC-PLC 
(Fosfatidilcolina-
fosfolipasa C)  

Media la disolución de la 
doble membrana de los 
fagosomas secundarios, 
formados después de la 
diseminación célula a 
célula 

Tipo de fosfolipasa C sintetizada 
específicamente por L. 
monocytogenes.  

 mith et al., 
(1995); Torres 
et al.,(2005).  

P -PLC 
(Fosfatidilinosito
l- fosfolipasa C)  

Ayuda en el escape de la 
primera vacuola fagocítica 
y copera con LL  en el 
desdoblamiento del 
fosfatidilinositol (P ), 
componente estructural de 
la bicapa lipídica de la 
célula hospedero. 

Tipo de fosfolipasa C sintetizada 
específicamente por L. 
monocytogenes. 

 mith et al., 
(1995) ; 

Torres et al., 
(2005). 

 

 

2.5.2.2. Amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP)  

La amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP, por sus siglas en inglés) es una 

alternativa al análisis basado en PCR, ideal para trabajar con gran rapidez bajo condiciones 
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isotérmicas y con un equipo de laboratorio mínimo (Frisch et al., 2021). Específicamente es 

una técnica emergente de amplificación de ADN o ARN (RT-LAMP); que ha ganado 

popularidad por su simplicidad (Notomi et al., 2000; Ma et al., 2019). Fue desarrollada en 2001 

por Natomi y desde entonces se ha utilizado para detectar patógenos (Umar et al., 2015).  

 

(a) 

 

(b) 

 
 

 

(c) 
 

 

Figura 3. Detección visual de muestras mediante LAMP mediante (a) fluorescencia inducida por calceína, 

combinada inicialmente con iones de magnesio, (b) turbidez inducida por pirofosfato y (c) cambio de pH. Tomado 

de Adams et al. (2010), Sánchez et al. (2014). 

 

2.5.2.2.1. Mecanismo de reacción colorimétrica  
 

Para llevar a cabo la reacción se necesita una mezcla compuesta por un tinte o indicador 

que tiene la capacidad de intercalarse entre las pares de bases de las dobles hélices de ADN, 

agua destilada (dH2O), el ADN objetivo, Bst polimerasa, transcriptasa inversa y una solución 

tampón LAMP optimizada (Tabla 4). Así mismo se necesitan de 4 a 6 cebadores: 2 cebadores 

externos F3 y B3, 2 cebadores internos FIP (F1C, F2) y BIP (B1C, B2) que ayudan en la 

formación de un bucle y 2 cebadores bucle F(FLP) y B(BLP) que aceleran la reacción mediante 

la unión adicional a sitios que no son accesibles por los cebadores internos (Figura 4) 

reconociendo un total de 8 secuencias distintas del ADN blanco, lo que le da la especificidad 

al método (Sánchez et al., 2014; Feng et al., 2018).  
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Tabla 4. Componentes necesarios para llevar a cabo en ensayo tipo LAMP. 

Compuesto Función Referencias 

Tinte o 
indicador 

intercalante 
fácilmente 
medible 

Indica la presencia del gen blanco para ser percibida visualmente. 

• Calceína.  Indicador fluorescente con iones de magnesio para 
conseguir el efecto de amortiguación e irradiar fluorescencia. 

• Pirofosfato. Indicador de turbidez ocasionada por el pirofosfato 
como producto secundario de la amplificación. 

• Rojo fenol (fenolsulfonftaleína).  Colorante aniónico 
hidrosoluble sensible al pH donde un cambio de color de rosa 
a amarillo indica amplificación. 

Sánchez et 
al., (2014). 

dH2O 
Resuspende los reactivos y evita que los ácidos nucleicos se 
degraden. 

Asuar, 
(2007). 

ADN objetivo 
Forma una estructura de mancuerna que se convierte rápidamente en 
un ADN de tallo y bucle mediante la síntesis de ADN autocebada. 
Esta estructura sirve como partida para la amplificación exponencial. 

Parida et al., 
(2008). 

Bst 
polimerasa 

Actúa como helicasa para abrir la doble cadena de ADN de 5'-3', se 
activa entre 60-65°C y se inactiva a 80°C. 

Sánchez et 
al., (2014). 

Transcriptasa 
inversa 

Sintetiza el ADN de doble cadena catalizando la retrotranscripción o 
transcripción inversa, además tiene actividad de desplazamiento. 

Parida et al., 
(2008). 

Solución 
tampón 
LAMP 

optimizada 
(mezcla 
maestra) 

Mezcla maestra a partir de:  
• dUTP y UDG termolábil antártico. Evita la amplificación de 

productos de reacciones anteriores que contienen uracilo y 
reducen la posibilidad de contaminación por arrastre (donde el 
producto de una reacción anterior puede servir 
inesperadamente como sustrato de una reacción posterior). 

• Transcriptasa inversa y ADN polimerasa. Buscan una 
amplificación rápida y robusta de dianas de ADN y ARN.  

New 
England 
Biolabs, 
(2024). 

Cebadores 

Actúan como punto de partida para la replicación del ADN. En 
presencia de la BST polimerasa, el cebador comienza la síntesis de 
una cadena única de ácido nucleico. pueden ser difíciles de diseñar, 
por lo que para lograr el éxito de la reacción es necesario una 
evaluación de 2 a 4 conjuntos completos de cebadores LAMP.  

New 
England 
Biolabs, 
(2024). 

 

 

La reacción de amplificación se lleva a cabo en dos pasos: no cíclico y cíclico. De 

acuerdo con Mori et al., (2009) el primer cebador en interactuar con el ADN blanco será el FIP 

el cual se une a su región complementaria F2c y comienza a sintetizar la hebra complementaria 

del ADN blanco, el siguiente cebador será el F3 uniéndose a la región F3c complementaria del 

ADN blanco (Kokkinos et al., 2014). En esta etapa la Bst polimerasa ocasiona que la doble 
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hebra se abra y la F3 pueda seguir con su camino. Al obtener la hebra complementaria los 

extremos formaran un bucle que servirá para la posterior síntesis de ADN. Finalmente, en la 

parte cíclica, FIP y BIP se unen a la hebra complementaria realizando la hibridación de las 

secuencias que se utilizaran para enviar las señales en la reacción (Notomi et al., 2002).  

 

Figura  4. Secuencia para la formación de bucles. A) En la fase de amplificación inicial, los cebadores internos 

(F P) se hibridan con el ADN diana e inician la síntesis de la cadena complementaria a la cadena 3’-5’. B) Al 

mismo tiempo, los cebadores externos (F3) también inician la síntesis de ADN para desplazar las cadenas de 

ADN recién sintetizadas desde los cebadores internos. C) El ADN monocatenario (ADNmc) liberado sirve como 

molde para la síntesis de ADN con los cebadores internos (BIP) y los externos (B3). E-G) El ADNmc liberado 

puede plegarse en una molécula con forma de mancuerna que sirve para iniciar la síntesis de ADN autocebado 

y como molde para nuevos ciclos de amplificación a través de los cebadores internos. Tomado de Zhang et al, 

(2023); CarriL et al, (2024). 

          No cíclico (fase de amplificación inicial)     Cíclico (fase de amplificación exponencial) 
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2.5.2.2.2. Kit WarmStart LAMP: acidificación del medio y viraje del rojo fenol 
 

El kit WarmStart LAMP incorpora un sistema de detección colorimétrica basado en el 

cambio de pH por acción del indicador rojo fenol el cual, permite el monitoreo de la reacción 

de amplificación de forma visual y sencilla. Este kit se suministra con la mezcla maestra 

WarmStart LAMP 2X, que contiene dos enzimas termoestables, una Bst ADN polimerasa y 

una transcriptasa inversa RTx las cuales, fueron diseñadas para actuar de forma sinérgica en 

presencia de inhibidores, aumentando la sensibilidad y reproducibilidad de la reacción (New 

England Biolabs, 2024).  Específicamente la Bst polimerasa posee una actividad de síntesis 

de ADN en dirección 5′→3′ con capacidad de desplazamiento de cadena, mientras que la 

transcriptasa inversa RTx permite la retrotranscripción de ARN en ADNc ampliando el rango 

de detección (New England Biolabs, s.f.; Poole et al., 2012).  

La actividad catalítica de estas enzimas se encuentra regulada por aptámeros basados 

en oligonucleótidos específicos, los cuales, funcionan como inhibidores reversibles 

dependientes de la temperatura (Dao Thi et al., 2020). A temperatura ambiente, los aptámeros 

permanecen asociados a las enzimas, bloqueando transitoriamente sus sitios activos evitando 

reacciones de cebado inespecíficas. Sin embargo, al alcanzar la temperatura óptima de 

amplificación (60–65 °C), la estructura secundaria de los aptámeros se desestabiliza, lo que 

provoca su disociación y la consecuente liberación de la actividad enzimática. Este mecanismo 

asegura que la amplificación isotérmica inicie únicamente bajo condiciones controladas, 

reduciendo de manera significativa la aparición de productos inespecíficos y la generación de 

falsos positivos durante la preparación y manipulación de las mezclas de reacción (Nichols et 

al., s.f; Wang et al., 2023). 

Durante el proceso de síntesis de ADN la Bst polimerasa cataliza la incorporación de 

desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) en el extremo 3′ de la cadena molde, formando un enlace 

fosfodiéster liberando 2 grupos fosfato o pirofosfato inorgánico (PI) y protones o iones 

hidrógeno (H+) como subproductos (Mori et al., 2001; Kottur et al., 2018). Dicho efecto crea 

una acumulación de protones en el medio ocasionando una disminución progresiva del pH 

derivado de su acidificación lo que provoca un cambio en el viraje del rojo fenol (Saifuddin et 

al., 2024). Esto genera una coloración en tonos rosados correspondiente a un pH neutro o 
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alcalino y una coloración en tonos amarillo o ámbar a un pH acido lo cual, constituye un 

indicador directo de la amplificación exitosa del ADN blanco (Dao Thi et al., 2020). 

Particularmente, el mecanismo de acción del rojo fenol en la detección colorimétrica se 

fundamenta en su capacidad para actuar como un indicador de pH, presentando dos picos 

máximos de absorbancia definidos, uno a 434 nm correspondiente a su forma acida o 

protonada (amarillo) y otro a 560 nm asociado a su forma desprotonada o básica (rosa) (Tanner 

et al., 2015; Dao Thi et al., 2020).  

 

 

Figura  5. Representación gráfica del espectro de absorbancia de rojo fenol en LAMP. En muestras negativas sin 

amplificación, predomina el pico en 560 nm (rojo/rosa). En muestras positivas con amplificación, la acidificación 

desplaza el equilibrio de los protones, aumentando la absorbancia en 434 nm y disminuyéndola en 560 nm. 

Elaboración propia basada en la información descrita en Zhang et al. (2014); Tanner et al. (2015); Daddy Gaoh et 

al. (2021) y AAT Bioquest, Inc. (2025). 

 

Para cuantificar este cambio cromático se calcula la diferencia de absorbancia entre 

ambas longitudes de onda (Δ D =  D₄₃₄ – OD₅₆₀) considerando un parámetro robusto y 

reproducible para diferenciar entre reacciones positivas y negativas (Tanner et al., 2015; Zhang 

et al., 2020; Nguyen et al., 2019).  En las muestras positivas, donde ocurre la amplificación, se 

observa un cambio neto en esta diferencia con valores de Δ D cercanos a 0.1, reflejando el 
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aumento de la señal amarilla y la disminución de la tonalidad roja (Lou et al., 2023). En 

contraste, las muestras negativas mantienen valores de Δ D entre 0 y 0.05, lo que indica la 

ausencia de un viraje significativo (Daddy Gaoh et al., 2021). De este modo, el rojo fenol 

funciona como un transductor óptico del cambio químico asociado a la amplificación, facilitando 

una lectura rápida, sensible y visualmente accesible sin necesidad de equipos de detección 

especializados, lo cual hace del kit WarmStart LAMP una herramienta útil. 

 

2.5.2.2.3. LAMP como herramienta de diagnóstico   
 

En comparación con la PCR (Tabla 5), este método no requiere un molde de ADN 

desnaturalizado (Nagamine et al. 2001), lo que permite una alta tolerancia en muestras a una 

temperatura constante, demostrando ser particularmente útil para el diagnóstico en áreas 

donde los recursos son limitados (Kaneko et al. 2007, Notomi 2015).  

 

Tabla 5. Comparación entre la amplificación isotérmica (LAMP) y la reacción en cadena la 

polimerasa (PCR).  

Propiedad LAMP, RT-LAMP PCR 

Amplificación  ADN (LAMP) y ARN (RT-LAMP) ADN (PCR) y ARN (RT-PCR) 

Temperatura  60-65°C Variación de ciclos  

Tiempo  15 a 60 min 90 min o mas  

Tipo de enzima  
Bst polimerasa (Activa entre 60-65°C 

e inactiva a 80°C) 
 Taq polimerasa (Activa a temperaturas  

superiores a 70 °C) 

Primers Complejo (2-3 juegos) Sencillo  

Simplicidad de 
detección 

Cambio de color (pH), presencia de 
turbidez blanca (pirofosfato de 

magnesio), fluorescencia (calceína) 
Uso de geles de agarosa y luz UV 

Equipos  Baño María o termobloque Termociclador 

Costos 
$ 25, 302.78 WarmStart® LAMP Kit - 

500 reacciones por kit 
$204,837.75 Termociclador (inversión 

inicial) - 96 reacciones por corrida  

Especificidad Moderadamente (falsos positivos) Altamente especifico 

*Tomado de Wang, (2008); Sánchez et al., (2014). 
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Estudios recientes han demostrado que LAMP es altamente sensible y específica para 

la detección de patógenos en alimentos, lo que la convierte en una herramienta prometedora 

(Mori, 2009). En consideración a esto se propone el uso de la amplificación isotérmica mediada 

por bucle (LAMP) y por bucle de transcripción inversa (RT-LAMP) a partir de la premisa de que 

son métodos rápidos, sensibles, y puede llevarse a cabo en dispositivos de calefacción simples 

tales como baño maría o termobloques y que los resultados pueden observarse a simple vista 

(Palomino-Camargo et al. 2014; Sánchez et al., 2014).  

A pesar de ello, la reacción puede verse afectada por una serie de factores tanto 

intrínsecos como extrínsecos entre los cuales destacan la temperatura, el diseño y 

concentración de los cebadores, los iones divalentes y la presencia de inhibidores en las 

muestras biológicas (Tabla 6). 

  

Tabla 6. Factores que afectan la reacción de amplificación isotérmica mediada por bucle. 

Factor Efecto sobre la reacción Referencias 

Temperatura  
(60- 65°C) 

Fuera del rango la Bst polimerasa pierde eficiencia, 
reduce la amplificación o genera productos inespecíficos 
como fragmentos no relacionados con el ADN diana o 
estructuras de bucle erróneas.   

Parida et al., (2008); 
Nam et al., (2023); 

Oscorbin & Filipenko, 
(2023). 

Diseño y 
concentración de 

cebadores 

LAMP utiliza de 4 a 6 cebadores, lo que incrementa la 
especificidad, pero también eleva el riesgo de 
amplificación inespecífica y formación de dímeros.  

Nagamine et al., 
(2002) 

Mg2+ 

Al ser un cofactor su concentración debe optimizarse, ya 
que una cantidad insuficiente reduce el rendimiento, 
mientras que un exceso provoca amplificaciones 
inespecíficas. Por otro lado, la formación de pirofosfato 
como subproducto provoca una turbidez irregular de 
acuerdo con dicha concentración.  

Pavlov et al., (2004); 
En et al., (2008) ;  
Tomlinson et al., 

(2010). 

CO2  

atmosférico 

El aire contiene CO₂ (400 ppm). Cuando la mezcla de 
reacción está varios minutos expuesta al ambiente 
absorben suficiente CO₂ del aire que se disuelve en el 
líquido donde se hidrata formando ácido carbónico 
(H₂CO₃) lo que libera protones (H⁺) y baja el pH del 
medio:   2ܪ+ 2ܱܥO ⇌ ܱܥܪ + +ܪ⇌ 3ܱܥ2ܪ−

3. 

Dao Thi et al., 
(2020), Shahid et al., 

(2022). 
 

dNTPs 
Una concentración desequilibrada provoca competencia 
por el Mg2+ en el medio, lo cual, limita la cantidad 
disponible para la Bst y como consecuencia produce una 

Zou et al., (2020) ; 
Yeni et al., (2024),  
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inhibición enzimática. Además, el desequilibrio favorece 
las uniones parciales de cebadores y a su vez afecta la 
sensibilidad de detección al necesitar más ciclos de 
desplazamiento para alcanzar un nivel detectable.  

Inhibidores 

Algunos compuestos derivados de las muestras pueden 
interferir al secuestrar el Mg²⁺ disponible, afectar la 
fuerza iónica del medio, formar micelas en la mezcla de 
reacción, desnaturalizar proteínas rompiendo 
interacciones hidrofóbicas e incluso afectar la solubilidad 
de dNTPs y cebadores.  

Nwe et al., (2024); 
Sakatoku et al., 

(2024).  

pH  

La polimerización del ADN libera iones de hidrógeno, lo 
que disminuye el pH del medio y permite la detección 
colorimétrica, sin embargo, la concentración del buffer o 
el pH de la muestra puede afectar la actividad de la Bst 
o acidificar el medio y favorecer un falso positivo.  

Tanner et al., (2015). 

Calidad de la 
muestra   

 El ADN degradado o fragmentado (<200 pb) limita el 
reconocimiento por los cebadores, además la Bst, al no 
tener suficiente molde, reduce la amplificación. Por otro 
lado, los contaminantes como ARN, proteínas residuales 
o trazas de los reactivos de la extracción generan 
resultados poco reproducibles al inhibir la Bst, 
secuestrar cofactores esenciales, degradar el ADN 
molde o interferir con la hibridación de los cebadores.  

Kaneko et al., 
(2007); Schrader et 

al., (2012). 

 

 

Actualmente se han desarrollado diferentes ensayos de LAMP y RT-LAMP específicos 

para detectar Listeria spp (Tabla 7) en alimentos utilizando sus factores de virulencia, sin 

embargo, pese al éxito de los experimentales aun no es común su uso en la industria 

alimentaria o en los laboratorios de diagnóstico (Wang et al., 2012; Jordan & McAuliffe, 2018). 

 

Tabla 7. Detección de L.monocytogenes en alimentos mediante LAMP. 

Ensayo Resultados Referencias 

Desarrollo y evaluación de 
un método de LAMP para 

detectar L. monocytogenes 

en leche cruda 

Se diseñaron tres pares de cebadores para reconocer 
ocho secuencias distintas del gen iap (proteína 
extracelular P60, proteína asociada a la invasión 
IAP).  Las condiciones se optimizaron para 40 min a 
63 °C y se indicó que LAMP era 103 veces más 
sensible que la PCR convencional. 

Wang et al., 
(2010). 



37 

 

 

Detección rápida y sensible 
de L.  monocytogenes 

mediante LAMP en 
muestras de pollo 

Se diseñaron seis cebadores para identificar ocho 
regiones del gen hlyA. El ensayo se realizó en 40 min 
a 65 °C en un baño de agua y se indicó que LAMP 
fue 100 veces más sensible que el ensayo de PCR.  

Tang et al., 
(2011). 

Detección rápida de L. 

monocytogenes en carne 
cruda, vegetales y mariscos 

mediante LAMP 

Se desarrollo un método LAMP en tiempo real para la 
detección rápida del gen hlyA a 63 °C con un 
turbidímetro en tiempo real de de loopamp. Los 
límites de detección fueron 6 UFC/tubo y la 
sensibilidad en LAMP fue mayor que la de la PCR. 

Shan et al., 
(2012). 

Desarrollo de método 
LAMP rápido y sensible 

para detectar L.  

monocytogenes en la leche 

Se identificó el gen prfA en muestras de leche 
contaminada artificialmente. El ensayo LAMP se vio 
menos influenciado por los compuestos de la leche 
que el ensayo de PCR en tiempo real. 

Cho et al., 
(2014) 

Desarrollo de una prueba 
de detección rápida de L.  

monocytogenes. en carne 
de pollo cruda mediante 

LAMP 

Se diseñaron un juego de cebadores para identificar 
el gen de la fosfatidilcolina-fosfolipasa C.  El método 
logró resultados en 90 min y no exhibió reactividad 
cruzada con otras especies de Listeria.  

Wachiralurpa
n et al., 
(2017). 

Desarrollo una tira reactiva 
con LAMP como prueba 
rápida para la detección 
de L. monocytogenes en 
productos alimenticios 

congelados 

Se evaluaron cinco conjuntos de cebadores LAMP 
para la detección de fragmentos del gen feoB 
(proteína B de transporte de hierro ferroso). La 
temperatura óptima para el conjunto de cebadores 
fue de 60 °C y 61 °C. 

Srisawat et 
al., (2022). 

LAMP basada en genes 
Mpl para la detección de L. 

monocytogenes en 
muestras de productos 

cárnicos, quesos, productos 
de pescado y ensaladas 

RTE 

Se dirigieron seis cebadores a la secuencia del gen 
mpl de L. monocytogenes. La amplificación se realizó 
a 64 °C durante 40 min con un límite de detección de 
5 pg de ADN o 275 UFC por reacción. El ensayo tuvo 
un éxito del 100 % en detectar de 0.4 a 4 UFC g-1 de 
alimento después del enriquecimiento.  

Busch et al., 
(2022). 

Ensayo de LAMP para la 
detección de L. 

monocytogenes en jamón 
cocido 

Se diseño un conjunto de seis cebadores dirigidos a 
ocho regiones del gen hly A; el ensayo se realizó en 
30 minutos a 65 °C y se reportó una especificidad y 
sensibilidad del 100% con respecto a un qPCR. 

Fiore et al., 
(2023). 

 

Desarrollo de un método 
LAMP para la detección 

rápida de L. 

monocytogenes en 
alimentos   

Se diseñaron seis cebadores para el gen actA. El 
ensayo se realizó a 65 °C por 30 minutos donde solo 
las muestras líquidas cambiaron por presencia de L. 

monocytogenes.  Mostró ventajas frente a la PCR.  

Chen et al., 
(2023). 
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Desarrollo de un ensayo 
visual para la detección 

ultrasensible de L. 

monocytogenes en leche y 
carne de pollo  

Se modifico un bucle helicoidal que aísla el ADN y 
forma una estructura de hélice autocebada que 
amplifica a 65 °C por 75 min. Se diseño un juego de 
seis cebadores específicos para el gen hlyA. Los 
límites de detección fueron 120 UFC/mL. El ensayo 
mostró sensibilidad 100 veces mayor que la PCR. 

Prasad et al., 
(2024). 

Detección simplificada de 
LAMP basado en genes de 
la región V1-V3 ARNr 16S 

para la identificación de 
Listeria monocytogenes y 

Listeria spp. en leche cruda. 

Se desarrollo un protocolo que detectó 100 µg de 
ARNr 16S V1-V3 puro, así como 1 UFC/ml y 1 x 10³ 
UFC/ml de monocultivos de L. monocytogenes y L. 

innocua con límites de detección en leche cruda de 
10 UFC/ml y 1 x 10³ UFC/ml respectivamente. La 
presencia de L. monocytogenes se confirmó 
mediante PCR y ensayos microbiológicos (NOM-143-
SSA1-1995) mostrando una concordancia entre 
ensayos con un valor Kappa de 0.74. 

Barboza-
Corona et al., 

(2026). 

 

 

 

2.5.2.3. Uso del gen 16S del ARNr como marcador molecular 
 

 l gen 1   A Nr, también conocido como ADN ribosomal 1  , es un gen de 

mantenimiento que posee 1500 nucleótidos, una estructura altamente conservada y nueve 

regiones hipervariables(V1-V9) (Baker et al. 2003) las cuales, proporcionan información valiosa 

para la clasificación filogenética entre especies y permite el dise o de oligonucleótidos para el 

diagnóstico (Valenzuela-González et al., 2015). Particularmente, se ha denominado un 

marcador universal ya que se encuentra presente en todos los organismos conocidos; además, 

gracias a su gran variabilidad no solo permite distinguir los organismos más distantes, sino 

también los más cercanos (Valenzuela-González et al., 2015).  Además, su estructura 

secundaria estable, permite una alineación precisa entre secuencias homologas lo cual es 

fundamental para realizar comparaciones filogenéticas confiables ( odicio & Mendoza 2004). 

Acinas et al., (2004) reportaron que las especies del género Listeria contienen   copias 

del gen 1   A Nr con ligeras variaciones entre ellas.  sta heterogeneidad intragenómica 

representa una ventaja para la subtipificación intraespecífica y la diferenciación entre especies 

(Hellberg et al., 2013). Gracias a este conjunto de características el gen 1   A Nr ha sido 

ampliamente utilizado en el desarrollo de métodos moleculares como PC  y LAMP, dirigidos a 

regiones específicas que permiten una detección rápida, sensible y especifica de bacterias.  
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Figura  6. Árbol filogenético a partir de la alineación de la región V1-V2 del gen del ARNr 16S de Listeria 

monocytogenes y bacterias de importancia alimentaria. Azul: Bacterias del ácido láctico. Verde: contaminantes 

comunes en productos lácteos. Amarillo: patógenos transmitidos por alimentos, morado: cepas del género 

Bacillus, rosa: cepas de Listeria. De acuerdo con la simbología de Bootstrap el soporte de rama puede ser bajo 

(0-0.25), moderado (0.05) y alto (0.75-1) (Barboza-Corona et al., 2026). 
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III. JUSTIFICACIÓN  

Dentro del panorama actual, resalta la detección de las bacterias del género Listeria 

debido a que las matrices alimentarias a las que afectan, como los productos lácteos, suelen 

ser de las principales fuentes de ingreso económico en nuestro país (Gallegos-Daniel et al., 

2023). Tradicionalmente, la identificación de este patógeno se ha basado en el uso de cultivos 

microbiológicos combinados con pruebas bioquímicas, así como en técnicas de amplificación 

de ácidos nucleicos, como la PCR. Actualmente se ha empleado la técnica LAMP, técnica de 

amplificación que, en comparación con los antes mencionados, destaca por su simplicidad 

operativa, menor tiempo de análisis y la posibilidad de visualizar los resultados a simple vista, 

lo que potencialmente reduce los costos de detección (Sánchez et al., 2014). 

En los últimos años se han realizado ensayos para evaluar la detección específica de 

L. monocytogenes en alimentos, utilizando como genes diana sus factores de patogenicidad 

(prfA, hlyA, feoB, lmo0753, plcB y actA). Por lo que proponer un ensayo basado en el uso del 

gen 16S ARNr, basado en su eficiencia en productos lácteos, podría representar una ventaja 

significativa debido a que contiene nueve regiones hipervariables (V1–V9), útiles para la 

identificación y diferenciación entre especies.  Además, dado que la diferencia genética entre 

L. monocytogenes y L. innocua es mínima, esta detección permitiría identificar 

simultáneamente ambas especies.  

Dicho enfoque no solo garantizaría la seguridad alimentaria y disminuiría el número de 

brotes (Melian et al., 2019), sino que también contribuiría al cumplimiento de la política de 

tolerancia cero a Listeria establecida en los programas de vigilancia y monitoreo de inocuidad 

alimentaria, fortaleciendo las estrategias de control microbiológico implementadas por las 

autoridades sanitarias y agroalimentarias (SENASICA, 2023). 
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IV. HIPÓTESIS  

La amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) permite detectar Listeria spp. en quesos 

frescos de manera más rápida, específica y sensible que la PCR y la NOM-143-SSA1-1995. 

 

V. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GENERAL   

Detectar Listeria spp. en queso fresco mediante LAMP, utilizando como marcador el gen 16S 

ARNr, y comparar el método con técnicas convencionales. 

 

5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Estandarizar un método de extracción de ácidos nucleicos de Listeria spp. en 

monocultivos y en muestras de queso fresco inoculadas artificialmente, compatible con 

LAMP y PCR.  

2) Implementar la detección con LAMP en muestras de queso fresco, utilizando como 

blanco el gen 16S ARNr de L. monocytogenes y L. innocua.  

3) Comparar LAMP, PCR y la NOM-143-SSA1-1995 para detectar Listeria spp. en quesos 

frescos inoculados artificialmente. 

4) Probar la especificidad de la detección por LAMP en muestras de queso fresco 

comerciales.  
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS  

El trabajo se desarrolló en el Laboratorio de Microbiotecnología y Biología Sintética 

Microbiana y en el Laboratorio de Microbiología y Tecnología de la Leche de la Universidad de 

Guanajuato, División Ciencias de la Vida en el Campus Irapuato-Salamanca. 

 

6.1. Selección de la matriz alimentaria  

Considerando la alta incidencia de Listeria spp. en productos lácteos, la técnica se 

evaluó en muestras de queso fresco. Para el desarrollo de este proyecto se trabajó con un 

queso comercial proveniente de una tienda de autoservicio bajo la marca Aguascalientes, 

queso fresco ranchero de leche entera pasteurizada, con un contenido neto de 220 g. La 

elección de este producto se basó en respetar la denominación bajo la Norma Oficial Mexicana 

NOM-121-SSA1-1994, la cual define la elaboración de quesos frescos tomando como materia 

prima leche cruda de vaca. En este contexto, se trabajó con un queso con alto contenido de 

humedad, sabor suave y sin corteza que se almaceno en condiciones de refrigeración (4°C). 

Para fines experimentales, la matriz alimentaria fue manipulada en el Laboratorio de 

Microbiología y Tecnología de la Leche en un área aséptica siguiendo los lineamientos de la 

Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009 la cual, establece los requisitos mínimos de 

buenas prácticas de higiene que deben observarse en el procesamiento y manipulación de 

alimentos para reducir la probabilidad de una posible contaminación cruzada o un falso 

positivo.  

 

6.2. Inoculación  
 

6.2.1. Preparación del inóculo  

A partir de las cepas de L. innocua ATCC 3309 y L. monocytogenes ATCC 19115 se 

realizó una siembra en placa para obtener un cultivo puro. Esta siembra fue por estría cruzada 

en agar base Oxford, los cuales, se incubaron a 37 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo, 

se observó el crecimiento y se seleccionó una colonia aislada de cada especie para ser 
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suspendida en glicerol estéril al 50% y almacenada a -80 °C. Asimismo, se preparó el inóculo 

inicial; se tomó una colonia aislada con un palillo estéril y se transfirió a 5 ml de caldo Soya 

Tripticaseína (TSB) para ser incubados a 37 °C durante 24 h en agitación constante. Una vez 

obtenido el inóculo, se cuantificaron las bacterias presentes en el medio de cultivo a través del 

método directo (recuento en placa de diluciones seriadas) e indirecto (espectrofotometría), 

para obtener tanto las unidades formadoras de colonias (UFC) como las absorbancias de 

densidad óptica a 600 nm (OD600).  

El análisis por método directo se basó en la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-

1994 para la cuenta de bacterias aerobias en placa. Se realizaron nueve diluciones seriadas 

1:10 en buffer fosfato (pH 7.2). Se colocó 1 ml del inóculo inicial con 9 ml de buffer y se llevó 

al vortex, enseguida se tomó 1 ml de dicha dilución y se adicionó 9 ml de buffer fosfato y así 

sucesivamente hasta llegar a la dilución 1x10-9 UFC/ml. Se prepararon placas del medio Agar 

base Oxford de acuerdo con las instrucciones del fabricante, se etiquetaron y se vertieron 100 

μl (0.1 ml) de cada dilución. Para homogeneizar la muestra, se realizaron 6 movimientos de 

derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de 

atrás a adelante sobre una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporación 

del inóculo en el medio y se dejó solidificar. Como control negativo, se incluyeron una caja sin 

inóculo y otra con diluyente como testigos de esterilidad. Finalmente se incubaron las cajas en 

posición invertida a 37°C durante 48 ± 2 horas. Transcurrido el tiempo, se observó el 

crecimiento y se seleccionaron las cajas para lectura. Se contaron todas las colonias 

desarrolladas en las placas seleccionadas, incluyendo las colonias puntiformes, registrando 

únicamente aquellas donde aparecieron entre 25 y 250 UFC para disminuir el error en la cuenta 

por aglomeración (>250) o por escasez (<25) y evitar resultados estadísticamente no 

representativos.  

Por otro lado, el análisis por el método indirecto se basó en medir la Densidad Óptica 

de las diluciones a una absorbancia de 600nm (OD600). Se utilizó el espectrofotómetro 

GloMax Multi Jr.  marca Promega, modelo E6081 y se configuró la longitud de onda a 600nm, 

se llenó una cubeta limpia y sin rayones con 1 ml de agua como blanco y se realizó la primera 

lectura. En seguida se llenó una segunda cubeta con 1 ml del inóculo original y así 
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sucesivamente hasta obtener la lectura de todas las diluciones. Dichas lecturas se 

consideraron en un rango límite entre 0.1 y 0.8, si la lectura resultaba mayor a 0.8 se realizaba 

una dilución adicional con agua y se multiplicaba por el factor de dilución.  

 

6.2.2. Inoculación de la muestra  

Con base a la NOM-110-SSA1-1994 se ajustó el inóculo a 1.423 x109 UFC/ml y se 

adicionó a la matriz alimentaria. Se tomaron 10 ml del cultivo ajustado y se adicionaron 90 ml 

de buffer fosfato pH 7.2 como diluyente. Respetando dicha relación, se pesaron 10 g de queso 

fresco, se colocaron en un recipiente estéril de tamaño adecuado, se adicionaron 90 ml de la 

solución obtenida y se incubó a 4°C durante 24h. Esto se repitió con cada una de las diluciones 

seriadas. Para homogeneizar y asegurar una distribución uniforme del inóculo, las muestras 

se molieron en una licuadora durante 1 a 2 min para imitar los movimientos peristálticos de un 

stomacher. Se transfirió la suspensión a un tubo con taparrosca y se permitió que las partículas 

grandes se sedimentaran. Finalmente, se tomó 1 ml del sobrenadante y se mezcló con 9 ml 

de buffer fosfato pH 7.2 en otro tubo estéril, obteniendo así una muestra representativa.  

 

 

6.3. Estandarización del método de amplificación isotérmica mediada por 
bucle (LAMP)  

6.3.1. Extracción de ADN genómico   

Para la extracción de ADN total bacteriano, se tomó 1 ml de monocultivo de L. 

monocytogenes y L. inncoua. Respecto a la especie a evaluar, se centrifugó a 10,000 rpm 

durante 5 minutos y se decantó el sobrenadante. De acuerdo con las instrucciones del kit de 

extracción de ADN genómico Monarch, para provocar la lisis celular y liberar los ácidos 

nucleicos, el sedimento se centrifugó a 1,000 × g durante 1 minuto y se resuspendió en 100 µl 

de PBS frío. De inmediato, se añadió 1 µl de proteinasa K y 3 µl de ARNasa al pellet 

resuspendido y se mezcló agitando brevemente en vórtex para asegurar que las enzimas se 

dispersaran eficientemente. Asimismo, se añadieron 100 µl de tampón de lisis celular y se agitó 

en vórtex. Una vez que se obtuvo una solución viscosa, se incubó durante 5 minutos a 56 °C 
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en un termobloque con agitación a 1400 rpm. Para la unión y elución del ADN genómico se 

añadió 400 µl de tampón de unión de ADN genómico a la muestra y se mezcló mediante 

agitación vertical durante 5-10 segundos. Enseguida, se transfirieron 600 µl de la mezcla 

obtenida a una columna de purificación preinsertada en un tubo de recolección, donde se 

centrifugó primero durante 3 minutos a 1000 g para unir el ADN genómico, y después durante 

1 minuto a 12,000 g. Se transfirió la columna a un nuevo tubo de recolección, donde se 

agregaron 500 µl del tampón de lavado y se agitó ligeramente de forma manual. 

Inmediatamente, se centrifugó durante 1 minuto a 12,000 g y se desechó el flujo continuo. 

Dentro de la misma columna, se añadieron 500 µl de tampón de lavado y se centrifugó durante 

1 min a 12,000 g. Una vez obtenido el flujo, se desecharon el tubo de recolección y se colocó 

la columna en un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml al que se añadieron 50 µl de agua libre de 

nucleasas precalentada (60 °C); se incubó durante 1 min a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 12,000 g durante 1 min. Finalmente, el ADN genómico obtenido se usó como 

control positivo en las reacciones de amplificación. 

 

6.3.2. Extracción de ácidos nucleicos en muestras de queso fresco  

Previo a la extracción, se transfirieron 1.5 ml de las suspensiones de queso inoculadas 

en diferentes diluciones a un tubo estéril de 2 ml, el cual se centrifugó durante 5 minutos a 

10,000 rpm con el fin de separar la fase lipídica de la suspensión. Una vez centrifugado se 

obtuvo una muestra relativamente limpia y se transfirió 1 ml a otro tubo estéril de 2 ml. Para la 

extracción se implementaron cinco métodos con el objetivo de evaluar su compatibilidad con 

la técnica de amplificación por lo que en cada ensayo se utilizaron dos controles positivos 

(monocultivos de L. innocua y L. monocytogenes), cuatro controles negativos (agua, 

Escherichia coli, queso fresco sin inocular y caldo TSB) y nueve diluciones representativas (de 

1×109 a 1×101 UFC/ml). 

 

6.3.2.1. Solución salina tamponada con fosfato (PBS)+ Tween 20  

La muestra se centrifugó durante 10 min por 6500 g a 4°C y se descartó el 

sobrenadante. El pellet obtenido se lavó con la solución salina tamponada con fosfato (PBS) y 
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se centrifugó a 1600 g durante 5 min a 4 °C; dicho lavado se realizó 2 veces. Tras el segundo 

lavado se adiciono 100 µl de la solución PBS al 0.05% + Tween 20 y se llevó a ebullición 

(100°C) durante 12 min. Transcurrido el tiempo se dejó enfriar la muestra y se llevó a 

centrifugar a 1600 g durante 5 min; el sobrenadante obtenido fue utilizado para la reacción 

(Longhi et al., 2003). 

 

6.3.2.2. Ebullición  

Se centrifugaron las muestras de queso inoculadas artificialmente durante 5 min a 

11000 rpm. El sobrenadante se decantó y se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril 

(ddH2O) durante 5 min a 6500 rpm. El pellet se resuspendió en 1ml de agua destilada estéril 

(ddH2O) y se llevó a ebullición (100°C) durante 10 min. Una vez provocada la lisis, se centrifugó 

a 8000 rpm durante 30 s. Finalmente, el sobrenadante fue transferido a otro tubo y fue utilizado 

para la reacción de amplificación (Shao et al., 2011). 

 

6.3.2.3. Solución tampón de lisis fenol-cloroformo  

Se mezclaron 500 µl de muestra con 500 µl de NaCl al 0,9% y se centrifugó durante 3 

min a 10000 rpm; se eliminó la fase lipídica con un hisopo estéril y el sobrenadante se transfirió 

a otro tubo estéril al cual se añadieron 400 µl de solución de lisis (2% Triton X-100, 1% SDS, 

100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8) y 5 µl de proteinasa K (20 mg/ml, Qiagen). La mezcla se 

incubó durante 2 horas a 50°C. Transcurrido el tiempo, se añadió 1 ml de NaCl 1.5 M y se 

homogenizó en vórtex. Se realizó un lavado, dos veces, con 500 µl de una solución de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico 25:24:1; se centrifugó a 12.000 rpm durante 4 min y se 

transfirieron 500 µl del sobrenadante a otro tubo estéril. Se agregó 1 ml de etanol al 70%, se 

mezcló y se centrifugó a 3500 rpm durante 10 min; se decantó el sobrenadante, se dejaron 

secar los tubos y el botón se resuspendió en 25 µl de agua destilada estéril (ddH2O) (Marianelli 

et al., 2008).  
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6.3.2.4. CTAB 2%  

De acuerdo con el protocolo propuesto por SENASICA, (2020), para provocar la lisis 

celular y liberar los ácidos nucleicos se tomaron 500 µl de la dilución de queso fresco inoculado 

en un tubo estéril de 2 ml y se agregaron 1.5 ml de buffer CTAB 2% (bromuro de 

hexadeciltrimetilamonio) previamente calentado a 80 °C y 100 µl de SDS (dodecilsulfato 

sódico) al 10 % (p/v). La mezcla se incubó en baño María a 80 °C por 30 min. Transcurrido el 

tiempo se atemperaron los tubos y posteriormente se colocaron en la centrífuga durante 5 min 

a 16 000 x g. Un mililitro del sobrenadante se transfirió a un tubo estéril y se agregaron 1 ml 

de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1) y 30 µl de acetato de sodio 3 M (pH 5.2). La muestra 

se mezcló por inversión y se colocó en la centrífuga a 16 000 × g durante 10 min. 

Posteriormente se transfirieron 850 µl del sobrenadante a un tubo estéril de 2 ml, se 

adicionaron 500 µl de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), se mezcló por inversión y se 

centrifugó a 16 000 × g durante 10 min. Una vez obtenido el sobrenadante, se transfirieron 850 

µl a un tubo estéril de 1.5 ml con 500 µl de etanol absoluto o 2-propanol y se mezcló por 

inversión y se centrifugó a 16 000 x g por 10 min. Se decantó el sobrenadante, procurando no 

tirar la pastilla, y se lavó con 1 ml de etanol al 70 %. Se centrifugó a 16 000 x g por 10 min, se 

decantó el sobrenadante y la pastilla se dejó secar a temperatura ambiente. Finalmente, se 

resuspendió en 100 µl de agua libre de nucleasas.  

 

 
 

6.3.2.5. Extracción modificada por Parayre 

La muestra se homogeneizó en 10 ml de citrato trisódico estéril al 2 % (p/v) en vortex 

durante 1 min y enseguida se transfirió 1 ml de la suspensión a un tubo estéril para ser 

centrifugado a 10000 g durante 10 min a temperatura ambiente. Se decantó el sobrenadante 

y se eliminó la capa lipídica formada con ayuda de una pipeta; el pellet obtenido se resuspendió 

en 400 μl del buffer de  lisis enzimática (20 mM Tris HCl pH 8, 2 mM EDTA, 1,2 % Triton X100, 

20 mg/ml de lisozima) y se incubó a 37 °C durante 1 h. Transcurrido el tiempo de incubación 

se dejó enfriar y se a adió 25 μl de proteinasa K (20 mg/ml, Qiagen), 200 μl del buffer AL (10 

ml de Tris-HCl 1.0 M  pH 7.5, 200 ml de Tris-HCl 1 M pH 7.5, 10 ml de EDTA 0.5 M, pH 8,12.5 

ml de SDS al 10%, 5 ml de NaCl 5 M y 67.5 ml de ddH2O) y se incubó a 70 °C durante 30 min. 
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Se centrifugó a 10,000 g durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirió 

a otro tubo y se adicionaron 200 μl de etanol absoluto a 4°C, se centrifugó a 10000 g durante 

10 min y se eliminó el sobrenadante. Se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendió 

en 20 µL de ddH2O (Parayre et al., 2007). 

 

6.3.3. Cuantificación por espectrofotometría y verificación de la integridad del ADN 

total   

Se cuantificó 1 µl de ADN genómico, así como de los ácidos nucleicos, mediante 

espectrofotometría para determinar su concentración en ng/µl. Se utilizó un espectrofotómetro 

NanoDrop 2000c de Thermo Scientific™ y se siguieron las instrucciones del fabricante para su 

uso. Para calibrar el espectrofotómetro, se colocó 1 µl de agua y posteriormente las muestras. 

La pureza del ADN genómico y de los ácidos nucleicos se evaluó mediante valores de 

absorbancia entre 1.7 y 2.0 para determinar la relación A260/A280. Para verificar su integridad, 

las muestras de ADN se separaron en geles de agarosa al 1% (1 g de agarosa en 100 ml de 

TAE). Además, se depositaron 2 µl de marcador molecular 1 kb Plus ADN Ladder-Invitrogen™ 

de Thermo Scientific y 5 µl del material genético junto con 1 µl de buffer de carga (6X) en cada 

muestra. Se encendió la cámara de electroforesis con una potencia de 120 V durante 20 

minutos y se dejó correr. Transcurrido ese tiempo, se colocó el gel en el transiluminador a 302 

nm y se observaron los fragmentos amplificados de ADN.  

 
 

 

6.4. Ensayo colorimétrico LAMP   

6.4.1. Síntesis de cebadores   

Se sintetizaron cinco cebadores para la reacción de LAMP diseñados a partir de la 

secuencia obtenida de L. monocytogenes en NEB LAMP, la cual consta de dos cebadores 

externos, Forward Outer Primer (F3) y Backward Outer Primer (B3), y dos cebadores internos, 

denominados Forward Inner Primer (FIP) (F1C, F2) y Backward Inner Primer (BIP) (B1C, B2). 

Cada par se compuso de dos secuencias distintas correspondientes a las secuencias sentido 
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y antisentido del ADN diana de tal manera que ayudaron en la formación del bucle. Además, 

un cebador de bucle Forward Loop Primer (LF) para acelerar la reacción de amplificación 

mediante la unión adicional a sitios inaccesibles para los cebadores internos.  Dada esta 

estructura, las secuencias utilizadas fueron aquellas reportadas por Mendoza-Valerio et al. 

(2024), cuyos oligonucleótidos fueron diseñados a partir de las secuencias del gen 16S ARNr 

en la región hipervariable V1-V3 de L. monocytogenes (Tabla 8).  

 

Tabla 8. Oligonucleótidos y secuencia para L. innocua y L. monocytogenes. Tomado de 

Barboza-Corona et al., (2026). 

Oligonucleótidos Secuencia   ’→  ’  
Posición en el gen 

16S (L.  innocua) 

Posición en el gen 16S    

( L. monocytogenes) 

LF TGCCTGTAAGTTGGGGATAACT 69-90 130-151 
B3 AGTTGGTAGGGTAATGGCCT 195-214 255-274 
F3 CAAAGTTAGTGGCGGACGG 29-47 90-108 
BIP GCTATCGCTTACAGATGGGC 159-178 219-238 
FIP ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACC 88-112 149-173 

 

Con base en la tabla 9, se preparó un stock de los cebadores LAMP 10X del cual se 

tomaron alícuotas para simplificar la elaboración de las reacciones individuales. Fueron 

conservadas en agua libre de nucleasas y almacenadas a –20 °C.  

 

 

Tabla 9. Mezcla de cebadores LAMP 10X y su concentración.   

Cebador Concentración 10X (stock) Concentración 1X (final) 

PIF 1  μM 1.  μM 
BIP 1  μM 1.  μM 
F3 2 μM 0.2 μM 
B3 2 μM 0.2 μM 

LF (Bucle) 4 μM 0.4 μM 
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6.4.2. Reacción LAMP 

6.4.2.1. Kit comercial WarmStart Colorimetric LAMP 2X 

Considerando las instrucciones del fabricante, la mezcla se estandarizo con un volumen 

final de 12 μl a partir de las siguientes concentraciones:   μl de la mezcla maestra Warm tart 

Colorimetric LAMP 2X (ADN y A N) (N B M1800 ), 1 μl de la mezcla de cebadores LAMP 

10X, 1 μl (~10 ng) de ADN correspondiente a la muestra y 4 μl de agua libre de nucleasas.  

Dependiendo del número de muestras, se realizó una mezcla maestra para agilizar y simplificar 

la preparación de las reacciones, reduciendo errores, contaminación y gasto innecesario de 

reactivo.  ste “mix” contuvo todos los componentes necesarios para la reacción excepto la 

muestra de ADN, la cual, fue incorporada de forma individual en cada tubo de reacción. Una 

vez obtenidas las reacciones, se homogeneizó en vórtex y se incubó en un ThermoShaker 

modelo MS-100 a diferentes tiempos (30 min - 120 min) y temperaturas (60 °C – 65 °C) según 

el método de extracción de ADN. Para determinar el tiempo exacto de reacción, el cambio de 

color se evaluó a los 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 min. Al observar un tono amarillo en el 

control negativo, se detuvo el tiempo de incubación y se consideró terminada la amplificación.  

Adicionalmente, las muestras se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2% 

(p/v) en solución tampón TAE 1X, teñidas con 2 µL de bromuro de etidio. Se dejaron correr a 

120V durante 20 min y se observaron en un transiluminador UV a 302 nm para comprobar la 

amplificación bacteriana mediante el bandeo. 

 

6.4.2.2. Cuantificación del color  

Una vez estandarizados los tiempos de reacción (Tabla 10) por método de extracción, 

se cuantificó el color obtenido por absorbancia 434 (amarillo) menos 560 (rojo) en un lector 

Multi-Modal de Microplacas Synergy™ HTX modelo HTXS1LFA con el software de análisis de 

datos de microplacas BioTek Gen5 2.06 (Dao Thi et al., 2020). Se preparó una microplaca con 

8 μl correspondientes a cada muestra, controles positivos y controles negativos, se colocó en 

el equipo y se dió lectura.  Dentro de los comandos se seleccionó la microplaca negra con 384 

pozos de fondo transparente y, para la descripción de las lecturas, se modificó a un espectro 
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con 454 y 560. Los pozos fueron leídos por defecto, arrojando un conjunto de datos 

correspondientes a su intensidad de color, restando la absorbancia de 434 a la de 560 para 

determinar la densidad del color presente y dar una idea aproximada del color que está siendo 

percibido visualmente.  

 

6.5. Sensibilidad de detección  

Para determinar la sensibilidad práctica del método de extracción se evaluaron distintas 

concentraciones de ADN genómico para estimar el rendimiento y la compatibilidad de cada 

método con la técnica de amplificación, así como el límite mínimo de detección (UFC/ml).  

 

 

6.5.1. Concentración de ADN genómico  

De acuerdo con la metodología descrita en el punto 6.3.1, se extrajo ADN genómico a partir 

de 1 ml de inóculo de L. monocytogenes y L. innocua, siguiendo las instrucciones del kit de 

extracción Monarch. Posteriormente, se cuantificó la concentración de ADN de cada muestra 

en ng/µL mediante espectrofotometría utilizando 1 µL del producto obtenido. Para tomar un 

punto de partida, durante la estandarización se ajustó la concentración de todas las muestras 

a 100 ng/µL ± 2; por lo tanto, las concentraciones superiores a 100 ng/µL se diluyeron con 

agua libre de nucleasas hasta alcanzar la concentración deseada.  

Para evaluar el límite de detección, se realizaron once diluciones seriadas a partir de la 

concentración estandarizada, hasta alcanzar una concentración final de 1 ag/µL, que se 

considera el límite mínimo de cuantificación del ADN. Estas diluciones se utilizaron como 

templado para la reacción de LAMP, preparada según lo descrito en el punto 6.4.2.1, 

empleando la mezcla maestra WarmStart Colorimetric LAMP 2X (NEB M1800S). Una vez 

obtenidas las reacciones, se homogeneizaron y se incubaron a 65 °C en un termobloque 

durante 60 minutos. Finalmente, se realizó la cuantificación colorimétrica del producto 

amplificado, tal como se detalla en el punto 6.4.2.2 y una electroforesis en geles de agarosa al 

2% para determinar la capacidad mínima de detección del ensayo.  
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6.5.2. Concentración de microorganismos viables (UFC/ml)    

Para determinar la concentración límite de microorganismos viables y a su vez evaluar la 

reproducibilidad de los métodos de extracción aplicados en las matrices alimentarias, se 

realizaron diluciones seriadas de 1×10⁹ a 1×10¹ UFC/ml a partir de las muestras inoculadas de 

queso fresco (descrito en el punto 6.2) con L. innocua y L. monocytogenes, se realizaron las 

extracciones de material genético conforme al método seleccionado. La sensibilidad del 

método se evaluó mediante reacciones de LAMP, utilizando 1 µL de cada extracción como 

molde, de acuerdo con las especificaciones del fabricante del kit WarmStart Colorimetric LAMP 

2X (NEB M1800S) establecidas en el punto 6.4.2.1. Las reacciones se homogeneizaron e 

incubaron en un termobloque a 65 °C en distintos intervalos de tiempo. Posteriormente, se 

realizó la cuantificación colorimétrica del producto amplificado (apartado 6.4.2.2) y una 

electroforesis en gel de agarosa al 2% para determinar el límite de detección del ensayo. 

 

 

6.6. Especificidad del ensayo  

Para confirmar la especificidad de la técnica, el material genético de ensayos positivos 

se corroboro por PCR punto final y por cultivos microbiológicos siguiendo la metodología de la 

NOM-143-SSA1-1995 para la detección de L. monocytogenes.   

 

6.6.1. Evaluación con PCR  

Para la amplificación se utilizó el protocolo establecido por Burbano et al., (2006) el cual, 

se basa en detectar los oligonucleótidos LM1 (sentido: 5'- GCTTAATAACCCCTGACCG-3’) 

que amplifican un regulador transcripcional perteneciente a la familia MerR para Listeria 

monocytogenes con 260 pb y SPP1 (sentido: 5'-GAGTAGACACAAAGGAAT-3'; antisentido: 5'- 

GCTTTGAACATCCAGATA-3') que amplifica para la proteína codificada ferritina que contiene 

hierro para Listeria spp. con 427 pb. Como molde para la reacción se utilizaron el ADN 

genómico obtenido en el punto 6.3.1 y el material genético de las muestras de queso fresco 

obtenido en el punto 6.3.2.2, que describe el protocolo de Ebullición. Las condiciones de la 
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PCR se optimizaron para llevarse a cabo en una mezcla de reacción de 10 µL con 2 µL del 

ADN de muestra (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Componentes para la mezcla de PCR. 

Componente Cantidad 10X Cantidad 1X  

dH2O 71.5 μl 7.15 μl 
Buffer 10 μl 1 μl 
MgSO4 10 μl 1 μl 
dNTPs 2 μl 0.20 μl 

FW 2 μl 0.20 μl 
RV 2 μl 0.20 μl 
Taq 0.5 μl 0.05 μl 
ADN 2 μl 0.20 μl 

Volumen final 100 μl 10 μl 

 

Para llevar a cabo la amplificación se utilizaron los siguientes parámetros de ciclado: 

una desnaturalización inicial a 94 °C durante 2 min; seguida de 30 ciclos de a 94 °C durante 

30 s, una hibridación a 56 °C durante 30s, una extensión inicial a 72 °C durante 1 min y una 

extensión final a 72 °C durante 5 min (Tabla 11). Los productos de amplificación se observaron 

en un gel de agarosa al 2% (p/v) en solución tampón TAE 1X, teñidos con 2 µL de bromuro de 

etidio, a 120 V durante 15 min, y fueron observados bajo luz ultravioleta para compararlos con 

el marcador molecular 1Kb plus.  

 

Tabla 11. Condiciones de amplificación optimizadas para PCR. 

                N°                        °                

Desnaturalización inicial 1 94 02:00 

Templado de oligos 

30 

94 00:30 

Hibridación 5  00:30 

 xtensión inicial 72 01:00 

 xtensión final 1 72 05:00 
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6.6.2. Evaluación con el método microbiológico de la NOM-143-SSA1-1995   

La presencia o ausencia de Listeria también fue corroborada a través del método 

microbiológico de acuerdo con la NOM-143-SSA1-1995. Se tomó 1 ml de la suspensión de 

queso fresco inoculado de manera representativa. Se colocó en caldo de enriquecimiento TSB 

con piruvato de sodio al 0.1 % (p/v) y se incubó a 30 °C por 48 h. Transcurrido el tiempo se 

sembró en un medio selectivo de agar base Oxford específico para Listeria spp. Como control 

positivo se utilizó un cultivo en placa de L. innocua ATCC 3309, y como controles negativos se 

utilizaron caldo de enriquecimiento sin inocular y caldo de enriquecimiento inoculado con 

Escherichia coli. Transcurrido el período de incubación, se observó el crecimiento 

característico de Listeria en placa con colonias y halos negros. Según el número de UFC, se 

reportó la ausencia o presencia de Listeria en 25 ml de muestra.  

 

6.6.3. Evaluación en productos comerciales  

Se realizó un mapeo en zonas aledañas a la ciudad de Irapuato, Guanajuato para 

adquirir muestras en comercios locales, incluyendo establecimientos formales e informales, y 

evaluar la ausencia o presencia de Listeria spp. a partir del protocolo estandarizado. Con base 

en una estadística paramétrica, se seleccionaron 30 muestras para respetar los criterios de 

normalidad y tener un panorama más robusto para el posterior análisis.  

 

6.6.3.1. Toma de muestra  

Las muestras fueron designadas con un código numérico del 1 al 30 y su 

correspondiente repetición (R) según la fecha de compra y de procesamiento, para facilitar su 

trazabilidad durante el análisis experimental. Una vez rotuladas, cada muestra fue manipulada 

en condiciones asépticas y pesada en una balanza analítica con el objetivo de estandarizar la 

cantidad empleada conforme lo indica la NOM-143-SSA1-1995; es decir, una porción 

representativa de 25 g del alimento, incluyendo tanto la superficie externa como la parte interna 

según lo descrito en el punto 6.6.2. 
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6.6.3.2. Caracterización organoléptica y determinación de acidez (pH) 

Previo al diagnóstico molecular y microbiológico, se realizó una caracterización 

organoléptica de los quesos frescos comerciales considerando atributos como color, textura 

superficial y aroma, mediante la observación directa, utilizando criterios previamente definidos 

que describen las características típicas de un queso fresco. Asimismo, se midió el nivel de 

acidez (pH), dado que el reactivo utilizado en la técnica estandarizada de LAMP se basa en el 

cambio de pH. Para ello se utilizó un probador de pH para leche (Milk pH Tester) HI981034 

marca Hanna para tener una lectura precisa.    

 
 

6.6.3.3. Evaluación microbiológica y detección molecular de Listeria spp. mediante 

NOM-143-SSA1-1995, LAMP y PCR  

Para probar la efectividad de la técnica estandarizada en condiciones reales y 

establecer un protocolo de monitoreo en productos de consumo común se evaluaron las 

muestras comerciales por el método microbiológico de la NOM-143-SSA1-1995 descrito en el 

punto 6.6.2., así como por PCR y LAMP según los puntos 6.6.1. y 6.4.2. respectivamente. 

Como controles positivos se utilizó un monocultivo de L. innocua ATCC3309 y queso fresco 

inoculado con L. innocua; como controles negativos se utilizó caldo de enriquecimiento 

inoculado con Escherichia coli, caldo de enriquecimiento TSB sin inocular, queso sin inocular 

y agua destilada.  

 

6.6.3.3.1. Aislamiento y purificación de cepas bacterianas positivas  

En el caso de muestras en sospecha o que resultaron positivas a la presencia de Listeria 

spp. se realizó un preenriquecimeinto en caldo TSB con piruvato de sodio al 0,1 % (p/v) 

incubado a 30°C por 48 h sin suplementos y un enriquecimiento adicional en caldo Listeria 

fraser broth base ISO incubado a 30°C por 24 h adicionado con suplementos como acriflavina, 

ácido nalidíxico y citrato férrico amónico para inhibir la flora competitiva y detectar la hidrólisis 

de la esculina selectiva para Listeria spp.. Transcurrido el tiempo de incubación se realizó una 

siembra en Agar Soya Tripticaseína como medio general y en Agar base Oxford como medio 
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selectivo incubado a 30°C ± 5 por 24 a 48h. De acuerdo con la NOM-143-SSA1-1995 se 

observó el crecimiento en placa de colonias de color blanco o azul iridiscentes, así como de 

colonias negras con halo negro respectivamente. Se seleccionaron 5 ± 2 colonias con 

morfología aparentemente similar para ser resembradas en placas de Agar base Oxford e 

incubadas a 37°C por 24h.  Posterior a ello, se evaluó el crecimiento de las cepas aisladas 

tomando como referencia las cepas de Listeria innocua ATCC3309 y Listeria monocytogenes 

ATCC19115. Con base en esta comparación morfológica, se seleccionaron 5 ± 2 colonias 

características, a partir de las cuales se obtuvieron monocultivos destinados a las pruebas de 

identificación. De manera complementaria, a las cepas aisladas se les realizaron pruebas 

bioquímicas de caracterización básica, incluyendo la tinción de Gram, la prueba de KOH al 3% 

y las pruebas de catalasa y oxidasa.  

 

 

6.6.3.3.2. Diagnóstico y confirmación molecular  

El diagnóstico molecular de las cepas aisladas se llevó a cabo empleando las técnicas 

de amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) y la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), descritas previamente. Para reforzar los resultados obtenidos en el 

laboratorio se realizó la amplificación del gen 16S ARNr mediante PCR. Se utilizaron los 

oligonucleótidos FW 16S (sentido: 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTGAG -3’) y RV 16S (sentido: 

5'- GGTTACCTTGTTACGACTT -3’) que amplifican un fragmento conservado del gen que 

codifica para el ARN ribosomal 16S de aproximadamente 1400-1500 pb. Como templado para 

la reacción se utilizó material genético extraído mediante el método de ebullición descrito en el 

punto 6.3.2.2. Las condiciones de la PCR se optimizaron para llevarse a cabo en una mezcla 

de reacción de 25 µL totales con 2 µL de ADN (Tabla 12). 

 

Tabla 12. Componentes necesarios para ejecutar la reacción en cadena de la polimerasa.  

Componente Cantidad 1X Cantidad 1X  

dH2O 6.5 μl 16.25 μl 
Buffer 1 μl 2.5 μl 
MgSO4 1 μl 2.5 μl 
dNTPs 0.20 μl 0.50 μl 
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FW 0.20 μl 0.50 μl 
RV 0.20 μl 0.50 μl 
Taq 0.1 μl 0.25 μl 
ADN 0.8 μl 2 μl 

Volumen final 10 μl 25 μl 

 

Para la amplificación se empleó un ciclo con una desnaturalización inicial a 94 °C 

durante 2 min; seguido de 30 ciclos de a 94 °C durante 30s, una hibridación a 56 °C durante 

30s, una extensión inicial a 72 °C durante 1:30 min y una extensión final a 72 °C durante 5 min 

(Tabla 13).  

 

Tabla 13. Parámetros usados en cada ciclo de la PCR para amplificar el gen 16S ARNr. 

                N°                        °                

Desnaturalización inicial 1 94 02:00 

Templado de oligos 

30 

94 00:30 

Hibridación 5  00:30 

 xtensión inicial 72 01:30 

 xtensión final 1 72 05:00 

 

Los productos amplificados se observaron en un gel de agarosa al 1% (p/v) en solución 

tampón TAE 1X, teñidos con 0.8 µL de bromuro de etidio corridos a 120V por 15 min. Una vez 

obtenidos los amplicones, las barras correspondientes fueron cortadas con un bisturí estéril 

bajo luz UV para ser purificadas siguiendo las instrucciones del fabricante del kit comercial 

FavorPrep de FavorGen con el fin de eliminar los residuos de la reacción y obtener ADN de 

alta calidad (1.8 ~ 280ܣ/260ܣ − 2); asimismo, el producto purificado se sometió a un proceso de 

concentración por evaporación en un equipo SpeedVac para alcanzar altas concentraciones 

(≥100 ng/μL).  

Finalmente, las muestras fueron enviadas al laboratorio LabSerGen del Centro de 

Investigación y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV), 
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Unidad Irapuato, para su secuenciación mediante el método de capilaridad por Sanger.  A 

partir de los resultados obtenidos, se utilizaron los softwares MEGA versión 12.1 y Clustal 

Omega para generar un alineamiento y una secuencia consenso, la cual, fue posteriormente 

comparada con el banco de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) 

para confirmar la identidad de las cepas a nivel de género y especie. 

 

6.7. Evaluación estadística  

Como parte de lo descrito en el punto 6.3.2., se realizó un análisis estadístico utilizando el 

software SAS (Statistical Analysis System) para evaluar los efectos principales de los métodos 

de extracción, las concentraciones bacterianas y la posible interacción entre ambos factores, 

determinando además la significancia del factor de repetición. 

Para determinar el método de extracción de ácidos nucleicos más robusto se realizó una 

evaluación sistemática comparativa considerando diferentes condiciones experimentales y 

tipos de muestras. Se analizaron los cinco métodos de extracción de ácidos nucleicos 

previamente descritos (Ebullición, PBS + Tween 20, Fenol Cloroformo, CTAB 2% y Parayre), 

utilizando doce tratamientos que incluyeron controles positivos, controles negativos y 

diluciones seriadas de Listeria spp. a diferentes concentraciones (1x109 a 1x103 UFC/ml). Cada 

tratamiento se realizó por duplicado para evaluar la reproducibilidad del método. 

Para determinar la existencia de diferencias significativas entre los métodos de extracción, 

se aplicó un Análisis de Varianza de una sola vía (ANOVA), tomando como variable 

dependiente la absorbancia diferencial obtenida (ΔAbs = 434 – 560 nm). Esta variable 

represento el cambio de color asociado a la acidificación del medio, indicador directo de la 

amplificación.  Asimismo, se realizó una comparación múltiple de medias mediante la prueba 

de Tukey (HSD), con el fin de identificar específicamente qué métodos de extracción y 

tratamientos presentaban diferencias estadísticamente significativas en los valores de 

absorbancia diferencial (ΔAbs).  
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De manera complementaria, se estructuro un diseño de experimentos completamente 

al azar para el punto 6.6.3, considerando un total de 30 muestras como unidades 

experimentales, cada una analizada por duplicado. Esto permitió tomar las réplicas como una 

fuente de error para mejorar la precisión y confianza de los resultados, así como fortalecer la 

validez estadística del estudio. Debido a la naturaleza de los datos, con variables cuantitativas 

y cualitativas, se definieron cuatro variables de respuesta: el valor de pH y la detección 

mediante las técnicas de LAMP, PCR y la NOM-143-SSA1-1995.  

El análisis estadístico se realizó utilizando el software SAS (Statistical Analysis System) 

donde la variable pH se trató como variable cuantitativa continua y se analizó mediante un 

análisis de varianza (ANOVA) de una sola vía, utilizando el procedimiento de Modelo Lineal 

General (GLM) considerando como factores tanto a la muestra como a la réplica. Asimismo, 

se realizó una prueba de comparación múltiple de medias de Tukey (HSD) con un nivel de 

significancia de α = 0.05.   

Por otro lado, los resultados cualitativos de LAMP, PCR y la NOM-143-SSA1-1995 se 

trataron como variables categóricas con valores mutuamente excluyentes para resultados 

positivos (+) y resultados negativos (-). Estas variables fueron analizadas mediante tablas de 

contingencia y pruebas de chi-cuadrada (ܺ2), con el fin de evaluar la relación entre los métodos 

de diagnóstico considerando un nivel de significancia del 5% usando el comando “CH  Q 

 XP CT D”. De manera complementaria, se realizó un segundo análisis utilizando como 

única variable el resultado del diagnóstico para estimar la probabilidad de detectar muestras 

positivas o negativas.  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Objetivo 1. Estandarizar un método de extracción de ácidos nucleicos de Listeria spp. en 

monocultivos y en muestras de queso fresco inoculadas artificialmente, compatible con LAMP 

y PCR.  

 

7.1. Inoculación de la matriz alimentaria  

Para evaluar la sensibilidad del método, se inocularon artificialmente distintas muestras 

de queso fresco con diferentes concentraciones de L. mococytogenes y L. innocua. De acuerdo 

con Badui, (2016) los sólidos totales de la leche y su alto contenido de humedad juegan un 

papel crucial en la susceptibilidad a la contaminación bacteriana dado que un mayor contenido 

de agua, que depende en gran medida de la concentración de caseína y otros sólidos, influye 

directamente en el éxito de la inoculación sin necesidad de un preenriquecimiento o un mayor 

tiempo de incubación. 

En consideración a lo anterior, se logró un crecimiento oportuno, el cual se cuantificó y 

analizó mediante un modelo ajustado a una curva de calibración correspondiente a las UFC/ml 

y la densidad óptica (OD600) del inoculado con diferentes concentraciones de las especies de 

Listeria. El análisis de regresión lineal revelo una alta correlación positiva entre la turbidez del 

cultivo y la concentración bacteriana, con coeficientes de determinación de 0.9941 para 

L.innocua y 0.9266 para L. monocytogenes. De acuerdo con Duh y Schaffner (1993), los 

aislados de L. innocua presentan una ventaja selectiva sobre L. monocytogenes durante el 

cultivo de enriquecimiento, lo cual generalmente se atribuye a los nutrientes presentes en el 

caldo TSB y al uso de temperaturas de incubación inferiores a 40 °C. De igual manera, Curiale 

y Lewus (1994) reportaron que L. innocua crece mucho más rápido que L. monocytogenes en 

caldo de soya tripticasa debido a su menor exigencia. Por otro lado, en términos del modelo 

ajustado, se observó una correlación similar a la reportada por Mendoza-Valerio et al. (2024), 

quienes obtuvieron una ecuación ajustada de y = 3X10-10 x + 0.0184 y y = 5X10-10 x + 0.0834 

para L.innocua y L. monocytogenes, respectivamente. En comparación, se observó un 

comportamiento similar para L.innocua pero, una gran variación en el comportamiento de L. 
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monocytogenes a pesar de haber utilizado las mismas cepas, ATCC3309 y ATCC19115. Esto 

puede atribuirse en parte a la preparación inicial de los inóculos y los factores de dilución 

empleados.  

 
Figura  7. Curva de calibración entre la relación de UFC/ml de Listeria innocua y la densidad óptica (OD600) en 

medio TSB. 

 

 

Figura  8. Curva de calibración entre la relación de UFC/ml de L. mococytogenes y densidad óptica (OD600) en 

medio TSB. 
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7.2. Optimización de las reacciones LAMP 

La optimización de parámetros como la temperatura y el tiempo de incubación, la 

concentración y pureza del ADN, la mezcla de cebadores, el volumen final de reacción y las 

condiciones de procesamiento de la muestra fue fundamental para obtener una amplificación 

reproducible con el kit WarmStart Colorimetric LAMP 2X, así como para reducir la ocurrencia 

de amplificaciones inespecíficas (Notomi et al., 2000). 

Por otro lado, los resultados previos a la estandarización evidenciaron que el tiempo de 

reacción es determinante a la compatibilidad con el método de extracción, dado que 

incubaciones prolongadas pueden inducir amplificaciones no específicas, mientras que 

tiempos muy cortos generan resultados poco confiables (Kaur et al., 2023).  En este sentido, 

la estandarización de las condiciones experimentales permitió garantizar la reproducibilidad 

del cambio de color asociado a la amplificación (Tanner et al., 2015). Asimismo, el análisis 

espectrofotométrico demostró que la amplificación con LAMP condujo a una acidificación del 

medio, alterando los picos de absorbancia de acuerdo con el viraje del indicador (Goto et al., 

2009; Oliveira et al., 2022; Papadakis et al., 2020). Por lo que, los resultados obtenidos 

confirman que la cuantificación espectrofotométrica complementa eficazmente la observación 

visual, permitiendo discriminar de forma más precisa entre reacciones positivas y negativas, 

garantizando una detección confiable y reproducible.  

 

7.3. Evaluación de los métodos de extracción de ácidos nucleicos y 

cuantificación colorimétrica   

Para elegir un método de extracción de ácidos nucleicos se realizó una validación interna 

que implicó la evaluación de la pureza, la concentración obtenida, tiempo de extracción, tiempo 

de amplificación y costos de los 5 métodos probados: Ebullición, PBS + Tween 20, Fenol 

cloroformo, CTAB 2 % y un método adaptado para muestras de queso descrito por Parayre et 

al, (2007). Dicha validación se realizó tanto en monocultivos de L. innocua y L. monocytogenes 

como en muestras de queso fresco inoculadas con L. innocua. 
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En comparación con otros ensayos (Tabla 7), la pureza y la estabilidad del ADN 

demostraron ser factores críticos para la reproducibilidad de las pruebas moleculares. Por lo 

tanto, la estandarización del proceso de extracción en monocultivos permitió establecer un 

control de calidad en la metodología, asegurando que las posibles variaciones observadas en 

las muestras de queso fresco se deban principalmente a la complejidad del alimento y no a 

fallas en la extracción inicial. 

 
7.3.1. Evaluación en monocultivos de L. innocua y L. monocytogenes 

Específicamente, la extracción de ADN genómico a partir de los monocultivos de L. 

innocua y L. monocytogenes permitió obtener un material puro, de buena calidad y suficiente 

concentración para emplearse como control positivo en las reacciones de amplificación 

isotérmica. El procedimiento realizado con el kit Monarch garantizó la remoción de proteínas y 

ARN, lo que se reflejó en la pureza del ADN extraído. Estos resultados confirman que este 

protocolo fue eficiente para recuperar ADN bacteriano íntegro, minimizando la degradación y 

asegurando un rendimiento adecuado para la amplificación posterior.  

Por otro lado, la extracción de los ácidos nucleicos mediante los cinco métodos 

probados mostró diferencias notables en pureza, concentración y compatibilidad con la técnica 

LAMP. Algunos métodos permitieron obtener ácidos nucleicos suficientes para la detección 

visual del cambio de color, mientras que otros presentaron inhibición parcial o total de la 

reacción, probablemente asociada a la presencia de impurezas o a una menor eficiencia en la 

lisis celular.  En la Figura 9 se observa la comparación cualitativa de los cinco métodos a partir 

de monocultivos de L. innocua y L. monocytogenes, en función de su compatibilidad con la 

técnica de amplificación, lo que evidencia variaciones en la intensidad y la homogeneidad del 

cambio de color asociadas al desempeño de cada protocolo.  

Los métodos de Ebullición, PBS + Tween 20 y Parayre mostraron un cambio de color 

más intenso, de rosa a amarillo, indicando una amplificación positiva y compatible con LAMP, 

mientras que la extracción mediante el método CTAB 2% mostró una coloración parcial, lo que 

sugiere una menor pureza o presencia de inhibidores. Esta diferencia coincide con 
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observaciones previas donde la pureza del ADN y la presencia de contaminantes como 

detergentes o sales residuales se identifican como factores determinantes para la ineficiencia 

de LAMP (Haugland et al., 2002; Kaneko et al., 2007; Sun et al., 2014).  

Por el contrario, el método de Fenol cloroformo mostró una coloración inexistente, a 

pesar de que la amplificación de ADN probablemente ocurrió. Esto se debe a que los residuos 

de fenol y otros compuestos orgánicos presentes tras la extracción pueden mantener la mezcla 

de reacción en un entorno relativamente alcalino, neutralizando la acidificación que 

normalmente ocurre durante la síntesis de ADN y que es responsable del cambio de color en 

los sistemas de detección pH-dependientes (Goto et al., 2009). Además, estos compuestos 

pueden interactuar con la ADN polimerasa, inhibiendo parcialmente su actividad o alterando la 

concentración de iones de hidrógeno, sin detener por completo la reacción de amplificación 

(Wilson et al., 1997; Schrader et al., 2012). Como consecuencia, el cambio de pH necesario 

para que se produzca un cambio de color visible no ocurrió de manera suficiente para ser 

detectado visualmente, lo que explica la falta de señal colorimétrica observada (Goto et al., 

2009; Kaneko et al., 2007). 

En la intensidad del cambio colorimétrico mediante la diferencia de absorbancias, se 

observa que las extracciones con CTAB 2 % y Fenol cloroformo se mantuvieron por debajo del 

umbral de detección para muestras negativas (≤ 0.05), mientras que las extracciones con 

Parayre, Ebullición y PBS + Tween 20 alcanzaron los valores más altos de absorbancia 

correspondiente a muestras positivas (≥1).  stos resultados confirman que la pureza y 

composición del ADN influyen directamente en la cinética de amplificación y en el cambio de 

pH detectado por el indicador colorimétrico (Tanner et al., 2015; Notomi et al., 2000). 

 

Los resultados mostrados en la Figura 9 junto con los registrados en la Tabla 12, 

evidencian diferencias notables entre los métodos de extracción en cuanto a pureza, 

concentración, tiempo y costo (en moneada nacional), factores determinantes para la 

selección. 
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Figura  9. Comparación cualitativa de los cinco métodos de extracción con base en la diferencia de absorbancia 

derivada del cambio de color. Se emplearon muestras de ácidos nucleicos (100 ng) extraídas de monocultivos de 

L. innocua (I) y L. monocytogenes (M) como controles positivos; asimismo, agua (R) y ADN genómico (100 ng) 

extraído de un monocultivo de E. coli (E) como controles negativos.  a) Tubos de reacción que muestran un 

cambio de color que va desde amarillo intenso (reacciones positivas) hasta un degradado de tonos naranjas y 

rosados (reacciones negativas), de acuerdo con el gradiente ilustrado en la barra inferior basado en el indicador 

de pH rojo fenol. b) Cuantificación de la diferencia de absorbancias. El eje Y representa un valor cuantitativo que 

refleja la eficiencia de amplificación: valores inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que 

valores cercanos o superiores a 1 indican amplificaciones positivas.  
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Tabla 14. Datos obtenidos en la evaluación de los métodos de extracción de ácidos nucleicos 

partir de monocultivos de L. innocua (I) y L. monocytogenes (M), agua (R) y ADN de E. coli (E).  

Método de 
extracción 

Muestra 
            Inicial Tiempo de 

extracción 
Tiempo de 

amplificación 
Costo 
(10x) Pureza 

(A260/A280) 
Concentración 

(ng/µl) 

Ebullición 

I 1.47 6.4 

30 min 45 min $45.84 
M 1.59 9.6 

R N/A -14.6 

E 1.53 10.5 

PBS + 
Tween 20 

I 1.63 7.5 

30 min 45 min $46.0 
M 1.76 13.8 

R N/A -9.9 

E 1.44 5 

Lisis fenol-
cloroformo 

I 1.66 19.2 

3 h 2 h $ 275.06 
M 1.88 22.7 

R N/A -12.9 

E 1.9 61.7 

CTAB 2% 

I 1.86 24.8 

2:30 h 60 min $ 320.91 
M 2.10 33.1 

R N/A -10 

E 1.7  28.1 

Modificado 
por Parayre 

I 1.8 42.1 

2:15 h 60 min $204.0 
M 1.89  54.2 

R N/A -15.3 

E 1.67 35 

ADN 
genómico 

kit Monarch 

I 1.91 120.2 

60 min 75 min 
$1541.64 

 
M 2.22 142.6 
R N/A 0 
E 1.87 126.8 

 

Según la Tabla 12, los métodos de Ebullición y PBS + Tween 20 demostraron ser 

altamente eficientes y prácticos para la detección cualitativa mediante LAMP, ya que, aunque 

las concentraciones de ADN y la pureza fueron bajas (5-13 ng/µL y A260/A280 entre 1.4–1.7), 

las reacciones de amplificación fueron exitosas, evidenciando la tolerancia de LAMP a 

impurezas y bajas concentraciones de ADN (Kaneko et al., 2007; Tomita et al., 2008; Goto et 

al., 2009). Además, su tiempo de extracción (30 min) y su bajo costo (≈ $45) los posicionan 

como alternativas ideales. 
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Por su parte, el método modificado por Parayre ofreció una mejor relación entre la 

pureza y la concentración. Pese a requerir un mayor tiempo de extracción (2 h 15 min) y 

presentar un costo superior ($204) este método puede ser una alternativa reproducible 

considerando que Parayre et al., (2007) optimizaron el protocolo para la obtención de ADN 

microbiano a partir de productos lácteos; lo que refuerza su aplicación en matrices alimentarias 

con alto contenido graso o proteico como el queso fresco.  

En contraste, los métodos CTAB 2% y fenol cloroformo presentaron una alta pureza 

(A260/A280 de 1.6 – 2); sin embargo, implicaron procesos aún más largos (2 a 3 h) y un costo 

elevado ($275 – $320).  De acuerdo con Junior et al. (2017), la presencia de contaminantes 

como proteínas o fenol puede influir en los valores de pureza e incluso inhibir el cambio 

colorimétrico durante la detección, lo que limita su compatibilidad con la técnica LAMP. 

Finalmente, el kit comercial Monarch ofreció una mayor concentración y pureza (>100 ng/µL y 

A260/A280 de1.8 – 2.0), no obstante, su alto costo limita su uso para análisis rutinarios.  

  

7.3.2. Evaluación en muestras de queso fresco inoculadas con L. innocua. 

La evaluación de los cinco métodos de extracción de ácidos nucleicos en muestras de 

queso fresco inoculadas fue necesaria debido a la compleja composición de la matriz 

alimentaria, la cual, se caracteriza por su elevado contenido de grasas, proteínas y sales que 

pueden interferir en las reacciones al inhibir la actividad enzimática, modificar el pH de la 

mezcla de reacción o afectar la lectura colorimétrica del indicador, generando falsos negativos 

o señales inconsistentes. En este sentido, se realizó una comparación en la eficiencia, 

compatibilidad y sensibilidad de detección de cada método a fin de seleccionar un protocolo 

adecuado que asegure la reproducibilidad y confiabilidad de la técnica. Específicamente la 

Figura 10 muestra dicha comparación con base a las muestras evaluadas considerando 

controles positivos, negativos y una serie de diluciones a diferentes concentraciones (UFC/ml). 

En cada método se presenta la evidencia visual del cambio de color en los tubos de reacción 

y la cuantificación espectrofotométrica de absorbancia, lo que permite una evaluación integral 

de la eficiencia de cada protocolo. 
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Figura  10. Evaluación de la eficiencia los métodos de extracción de ácidos nucleicos a) Ebullición y b) PBS + 

Tween 20 en muestras de queso fresco inoculadas con L. innocua a distintas concentraciones bacterianas, 

mediante un ensayo LAMP colorimétrico. En la sección superior se muestra la detección visual, mientras que 

en la sección inferior se muestra la detección cuantitativa basada en la diferencia de absorbancias para cada 

rango de concentración bacteriana (UFC/ml). 
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Figura  11. Evaluación de la eficiencia los métodos de extracción de ácidos nucleicos a) Lisis fenol cloroformo, 

b) CTAB al 2% y c) Parayre en muestras de queso fresco inoculadas con L. innocua a distintas concentraciones 

bacterianas, mediante un ensayo LAMP colorimétrico. En la sección superior se muestra la detección visual, 

mientras que en la sección inferior se muestra la detección cuantitativa basada en la diferencia de absorbancias 

para cada rango de concentración bacteriana (UFC/ml). 

 

 

De acuerdo con las Figura 10 y 11 los métodos de Ebullición, PBS + Tween 20 y Parayre 

demuestran de manera consistente una amplificación exitosa en un rango amplio de 

concentraciones bacterianas. Visualmente, estos métodos presentan un cambio de color 

evidente de rosa a amarillo que se correlaciona con valores de absorbancia superiores al 

umbral de negatividad (línea azul ≤ 0.05). Este patrón refleja una alta eficiencia en la extracción 

y una baja presencia de inhibidores en la reacción, incluso a concentraciones reducidas de L. 

innocua (1x103UFC/ml).  

C) 



71 

 

 

Los métodos  CTAB 2% y Fenol cloroformo muestran una disminución significativa en 

la eficiencia de amplificación. El protocolo con CTAB 2% produce únicamente cambios 

parciales en la coloración, mientras que el método de Fenol cloroformo falla por completo, 

incluso en las concentraciones más elevadas. Esto sugiere que ambos protocolos presentan 

limitaciones en la liberación de ácidos nucleicos puros o introducen compuestos inhibidores 

que interfieren con la Bst polimerasa (Tomita et al., 2008). Como se mencionó anteriormente, 

la presencia de residuos de fenol o cloroformo, así como la acumulación de sales o detergentes 

asociados a los reactivos empleados, se sugieren como la causa principal de la inhibición 

observada en las reacciones de amplificación (Schrader et al., 2012; Opel et al., 2010).   

Aunque los métodos de ebullición, PBS + Tween 20 y Parayre mostraron resultados 

favorables, se observó cierta ventaja en el método de Ebullición en términos de especificidad 

y compatibilidad. Este método no amplifica ninguno de los cuatro controles negativos (queso 

fresco sin inocular y medio TSB) lo que demuestra exclusivamente la detección en presencia 

de Listeria y no de contaminantes o interferentes de la matriz alimentaria. En contraste, el 

método PBS + Tween 20 provocó cambios de color en las muestras de queso sin inocular, 

aunque no se detectó amplificación. Este comportamiento probablemente se debe a la elevada 

acidez intrínseca del queso fresco, ya que contiene cantidades significativas de ácido láctico y 

otros ácidos orgánicos producidos durante la fermentación; además, esta matriz alimentaria 

puede contener sales ionizables residuales que, en combinación con los ácidos orgánicos, 

generan un efecto tampón insuficiente o una acidificación prematura del medio, alterando el 

pH de la mezcla de reacción (Fox et al., 2017a).  Por lo tanto, la acidez preexistente de la 

muestra provoca un falso positivo al descender por debajo del punto de viraje del indicador sin 

que se haya producido una verdadera amplificación (Rossen et al., 1992).  

Por su parte, el método Parayre mostró amplificación incluso en el control negativo de 

caldo TSB, lo que evidencia una falta de especificidad, probablemente asociada a la presencia 

de contaminantes o a la liberación no selectiva de ácidos nucleicos, generando falsos positivos. 

Este comportamiento indica que, aunque el protocolo puede ser efectivo para aislar ADN 

bacteriano en matrices complejas, como aquellas con alto contenido graso, también podrían 
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permanecer compuestos que inhiben parcial o selectivamente la reacción isotérmica, 

afectando la fidelidad de la amplificación (Parayre et al., 2007; Li et al., 2025).  

En consideración a lo anterior, el método de Ebullición resulta la mejor opción, ya que 

no solo evita el uso de reactivos que puedan inhibir la reacción de amplificación, sino que 

además es un procedimiento simple, económico y rápido. Estas características lo hacen 

particularmente adecuado para la detección cualitativa en matrices complejas, como el queso 

fresco, donde la presencia de grasas, sales y ácidos orgánicos puede afectar la eficiencia de 

la amplificación (Wong et al., 2018; Barboza-Corona et al., 2026). 

 

7.3.3. Evaluación con PCR  

Para establecer una base de referencia sobre la compatibilidad de los métodos de 

extracción, se realizó una evaluación mediante PCR punto final. Este ensayo permitió 

identificar los protocolos capaces de extraer ácidos nucleicos de calidad para lograr una 

amplificación eficiente, estableciendo así un punto de comparación con los resultados 

obtenidos por LAMP. De este modo, fue posible validar la efectividad y compatibilidad de cada 

método de extracción en ambos enfoques de detección molecular. 

Los resultados obtenidos mediante PCR y LAMP, utilizando diferentes métodos de 

extracción, evidencian variaciones notables en la sensibilidad y la especificidad de cada 

protocolo (Tabla 13). En los ensayos con ácidos nucleicos extraídos de monocultivos, ambas 

técnicas presentaron gran robustez frente a impurezas; sin embargo, LAMP mostró una mayor 

sensibilidad en comparación con la PCR, ya que permitió detectar L. innocua a 

concentraciones de 1 × 101 UFC/mL.  

Entre los métodos de extracción evaluados Ebullición destacó por su eficiencia y 

especificidad al permitir la detección de L. innocua en concentraciones de 1x103 UFC/ml tanto 

en monocultivo como en muestras de queso fresco inoculado, sin amplificación en los controles 

negativos. Este desempeño se atribuye a que la ebullición libera eficientemente el ADN 

bacteriano mediante la desnaturalización térmica de las células, evitando el uso de reactivos 



73 

 

 

químicos que pueden inhibir la actividad de la Bst polimerasa durante la amplificación 

isotérmica (Tomita et al., 2008). A pesar de su buen desempeño con LAMP, la sensibilidad del 

método fue considerablemente menor en PCR, donde solo permitió la detección hasta 1x107 

UFC/ml. Este bajo rendimiento puede deberse a diversos factores, como una lisis incompleta 

en bacterias Gram positivas, como Listeria spp., cuya pared celular gruesa y rica en 

peptidoglucano dificulta la liberación total del ADN bacteriano (Agersborg et al., 1997); así 

como a la baja calidad o fragmentación del ADN obtenido (Haugland et al., 2001); además, la 

presencia de inhibidores celulares propios de la matriz alimentaria, proteínas, lípidos, 

polisacáridos, ácidos orgánicos o sales, puede interferir con la actividad de la Taq polimerasa, 

reduciendo la eficiencia de amplificación (Schrader et al., 2012; Jana et al., 2020). En este 

contexto, la técnica LAMP demuestra una clara ventaja al presentar mayor tolerancia a 

impurezas y alta eficiencia de amplificación, incluso a partir de extractos no purificados (Tomita 

et al., 2008; Mori & Notomi, 2009; Anupama et al., 2021).  

En contraste, los métodos PBS + Tween 20 y Parayre mostraron amplificación en los 

controles negativos de LAMP, lo que sugiere la aparición de falsos positivos, probablemente 

asociados a alteraciones en el pH de la mezcla de reacción o a la presencia de contaminantes 

residuales (Fox et al., 2017a). A pesar de su compatibilidad con PCR, estos métodos no son 

recomendables para la detección mediante LAMP, ya que la presencia de compuestos como 

sales ionizables, ácidos orgánicos o detergentes puede inducir cambios que afectan la 

especificidad y confiabilidad del ensayo (Rossen et al., 1992; Li et al., 2016).Por otro lado, el 

método Fenol cloroformo mostró una gran eficiencia en PCR detectando hasta 1x104 UFC/ml; 

sin embargo, mostró resultados nulos en LAMP probablemente debido a la presencia de 

residuos orgánicos del proceso de extracción, como fenoles y solventes o pérdida de ADN 

durante las fases de separación y purificación (Schrader et al., 2012). 

Por su parte, el método CTAB 2% mostró compatibilidad tanto con LAMP como con PCR, 

logrando detectar concentraciones de 1x104 y 1X103 UFC/ml respectivamente. Este 

desempeño puede atribuirse a la capacidad del CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) para 

eliminar polisacáridos, lípidos y proteínas que interfieren con la purificación del ADN, 

permitiendo obtener extractos de mayor pureza en comparación con otros métodos (Wilson, 
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1997). Sin embargo, la presencia residual de detergentes o sales puede afectar la actividad 

enzimática, especialmente en reacciones isotérmicas, reduciendo la eficiencia de amplificación 

(Schrader et al., 2012). Aun así, su capacidad para extraer ADN de buena calidad y su 

compatibilidad con ambas técnicas lo posicionan como una alternativa útil cuando se requiere 

mayor pureza en la extracción, aunque con mayor tiempo de reacción y costo operativo en 

comparación con el método de Ebullición. 

En conjunto, estos resultados confirman que el método Ebullición es el más simple, para la 

extracción de ácidos nucleicos en queso fresco, optimizando la sensibilidad del ensayo LAMP 

y facilitando su aplicación en entornos de diagnóstico rápido o con recursos limitados (Foo et 

al., 2020). 

 

Tabla 15. Evaluación de la compatibilidad entre métodos de extracción para LAMP y PCR. 

Método de 
extracción 

Monocultivo 
L. innocua 

Queso fresco 
inoculado 

Queso fresco sin 
inocular 

Caldo TSB 

PCR LAMP LAMP LAMP LAMP 

Ebullición 1x107 1x103 1x103 No amplifica No amplifica 

PBS+ 

Tween 20 
1x106 1x102 1x103 

Cambio de viraje sin 

amplificación 
No amplifica 

Fenol 

cloroformo 
1x104 No detecta No detecta No amplifica No amplifica 

CTAB 2% 1x103 1x104 1x104 No amplifica No amplifica 

Parayre 1x103 1x101 1x102 No amplifica Amplifica  
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Figura  12. Evaluación de la compatibilidad de los cinco métodos de extracción de ácidos nucleicos mediante 

PCR. Se muestra la eficiencia de los métodos a) Ebullición, b) PBS + Tween 20, c) Lisis con fenol-cloroformo, d) 

CTAB al 2% y e) Parayre aplicados a un control positivo (ADN extraído de un monocultivo de L. innocua), muestras 

de queso fresco inoculadas con L. innocua a distintas concentraciones (1x101 – 1x109 UFC/ml) y dos controles 

negativos (agua y ADN extraído de un monocultivo de E.coli). La amplificación se observa para la proteína ferritina 

de Listeria spp. con 427 pb. La flecha blanca indica la presencia de amplificación poco visible.   
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7.3.4. Evaluación estadística  

Como se demostró en las pruebas de estandarización, cada método de extracción influyo 

directamente en la eficiencia de la amplificación y su efecto varío según la concentración 

(UFC/ml). Esto respalda la necesidad de evaluar cada método bajo distintas condiciones, ya 

que algunos protocolos mostraron un rendimiento óptimo a bajas concentraciones mientras 

que otros se vieron afectados por inhibidores presentes en la matriz o en los reactivos. 

Además, la interacción entre el método de extracción y la concentración (UFC/ml) pudo 

determinar la reproducibilidad y la especificidad de la reacción, aspectos críticos para 

garantizar resultados confiables en ensayos como LAMP o PCR. Por ello, se realizó una 

evaluación sistemática para identificar el método más robusto y adecuado para su aplicación 

en matrices complejas, como el queso fresco, donde factores como grasas, sales y ácidos 

orgánicos pueden interferir con la amplificación. 

Se realizo un análisis de varianza de una sola vía (ANOVA) y una comparación múltiple de 

medias considerando la absorbancia como variable dependiente para evaluar los efectos 

principales de los métodos de extracción frente a las doce muestras (control positivo, controles 

negativos y diluciones a distintas concentraciones UFC/ml), así como su interacción, con dos 

repeticiones. Este análisis demostró que el modelo es altamente significativo (P<0.0001), con 

un coeficiente de determinación (R2) de 0.919, lo que indica que aproximadamente el 92% de 

la variabilidad observada en la absorbancia se explica por los factores del estudio. Además, el 

factor de repetición no fue estadísticamente significativo (P=0.3977), lo que demostró que el 

procedimiento experimental fue consistente. 

Por lo tanto, se confirmó que el método y las muestras evaluadas (tratamientos), así como 

su interacción son estadísticamente significativas (P<0.0001), lo que, valida la necesidad de 

evaluar el rendimiento de cada método bajo las condiciones específicas de cada tratamiento, 

es decir el mejor método para una alta concentración (UFC/ml) no es necesariamente el mejor 

para una baja concentración, esto exige que la selección del protocolo se base en el 

tratamiento específico basándonos en su compatibilidad con la técnica de amplificación.  
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La prueba de Tukey (HSD) para la comparación múltiple de medias permitió identificar con 

precisión qué métodos de extracción y tratamientos presentaban diferencias significativas en 

cuanto a los valores de diferencia de absorbancia (434 – 560 nm).  

 

Figura  13. Comparación múltiple de medias. Comparación de medias de absorbancia obtenidas para los cinco 

métodos de extracción de ADN, analizadas mediante la prueba de Tukey (α = 0.05). Las barras con literales 

diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. Elaboración propia a partir de datos obtenidos de 

Statistical Analysis System (2023). 

 

De acuerdo con la Figura 13 los métodos de PBS + Tween 20 (0.09733) y Parayre(0.1154) 

se encuentran en el grupo con la absorbancia más alta (Figura 13, inciso a). Lo anterior sugiere 

que, en promedio, son los métodos más eficaces para la extracción de ácidos nucleicos, lo que 

se traduce en una señal de amplificación más robusta. Sin embargo, las pruebas de 

especificidad demuestran lo contrario al presentar inconsistencias en sus controles negativos 

lo que se atribuye a una detección inespecífica asociada a interferencias iónicas o a la 

presencia de contaminantes residuales en la reacción.   
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Los métodos Ebullición (0.05983) y CTAB 2% (0.05463) se encuentran en el grupo con la 

absorbancia media intermedia (b); si bien logran la amplificación, la diferencia de absorbancia 

es notablemente menor que la de los métodos anteriores lo que implica que en promedio, 

experimentan un grado significativo de inhibición o presentan un menor rendimiento de ADN 

amplificable (Jana et al., 2020) a pesar de ello, no afecta la sensibilidad cerca del límite de 

detección ni presenta inconsistencias en los controles negativos. Por otro lado, el método de 

fenol-cloroformo mostró un resultado negativo (-0.01083), lo que confirma una diferencia 

significativa y un fallo sistemático del protocolo. Este resultado coincide con lo reportado 

anteriormente, lo que demuestra que es estadísticamente ineficaz para la detección con LAMP, 

independientemente de la concentración (UFC/ml). 

La robustez estadística observada en el análisis de varianza y la consistencia de los 

resultados en los controles negativos respaldan la superioridad del método de Ebullición, no 

solo por su eficiencia técnica, sino también por su simplicidad. Estos atributos lo convierten en 

una alternativa ideal para el diagnóstico. 

 

7.4. Sensibilidad de detección  

7.4.1. Concentración de ADN genómico  

La evaluación de la sensibilidad de detección constituyó un paso fundamental en la 

estandarización de la técnica, ya que permitió determinar el límite mínimo de ADN genómico 

detectable. Este resultado es esencial para evaluar la eficiencia y la estabilidad del sistema de 

reacción a diferentes concentraciones, partiendo de 100 ng/ml de ADN genómico de L. 

innocua. Al evaluar un rango de diluciones seriadas, fue posible identificar el umbral de 

detección a partir del cual la señal colorimétrica y la absorbancia dejan de ser detectables, 

asegurando la precisión diagnóstica. 

En la Figura 14 se observa una correlación directa entre la concentración de ADN genómico 

y la intensidad del cambio de color, lo cual confirma la efectividad del sistema basado en rojo 

fenol. Asimismo, el análisis espectrofotométrico respaldó los resultados visuales, mostrando 

una disminución gradual en los valores de absorbancia conforme se redujo la cantidad de ADN 
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inicial. Esta correlación entre la respuesta colorimétrica y la absorbancia confirma la 

confiabilidad de la técnica LAMP como ensayo tanto cualitativo como cuantitativo, donde la 

intensidad de color refleja la cantidad de ADN amplificado (Notomi et al., 2000; Tanner et al., 

2015). 

 

Figura  14. Evaluación de la sensibilidad de detección de la técnica utilizando ADN genómico extraído de un 

monocultivo de L innocua. Se analizaron doce diluciones seriadas a partir de una concentración inicial de 100 ng. 

Como controles, se incluyeron ADN de L. innocua (positivo), ADN de E. coli y agua (negativos). a) Resultados 

visuales de la detección colorimétrica, donde se observan los tubos de reacción que muestran un cambio de color 

que va desde amarillo intenso (reacciones positivas) hasta un degradado de tonos naranjas y rosados (reacciones 

negativas), de acuerdo con el gradiente ilustrado en la barra inferior basado en el indicador de pH rojo fenol. b) 

Cuantificación de la diferencia de absorbancias. El eje Y representa un valor cuantitativo que refleja la eficiencia 

de amplificación: valores inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que valores cercanos 

o superiores a 1 indican amplificaciones positivas. El eje X muestra la concentración de ADN de cada dilución 

evaluada. En conjunto, se observa una clara concordancia entre los valores de absorbancia y los resultados 

visuales, lo que confirma la correlación entre la detección colorimétrica y la cuantificación espectrofotométrica. 
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La sensibilidad observada en este ensayo permitió la detección de ADN genómico hasta 

concentraciones de 100 fg (1x10-4 ng/ml) lo que concuerda con estudios previos en los que la 

técnica LAMP mostró una sensibilidad entre 10 y 1000 veces mayor que la PCR convencional 

(Tabla 7) para la detección de Listeria spp. y otros patógenos (Zhao et al., 2014). Esto se 

atribuye a la naturaleza isotérmica del proceso y al uso conjunto de seis cebadores que 

reconocen múltiples regiones del gen objetivo, lo que mejora la especificidad y la eficiencia de 

amplificación (Mori & Notomi, 2009). 

Por lo tanto, la clara correspondencia entre los resultados visuales y los valores de 

absorbancia demuestra que la técnica optimizada es altamente reproducible, sensible y 

adecuada para la detección directa de bacterias del género Listeria usando como blanco el 

gen 16S ARNr sin necesidad de equipos sofisticados. Además, el cambio de color facilita la 

aplicación del método en entornos con recursos limitados o en análisis de campo, donde la 

confirmación visual representa una ventaja operativa significativa frente a la PCR. 

 

Objetivo 2. Implementar la detección con LAMP en muestras de queso fresco, utilizando 

como blanco el gen 16S ADNr de L. monocytogenes y L. innocua. 

 

7.4.2. Concentración de microorganismos viables (UFC/ml)    

Para lograr la detección con LAMP en muestras de queso fresco, se probó la sensibilidad 

del método de extracción por ebullición utilizando como blanco el gen 16S ARNr, una región 

altamente conservada dentro del género Listeria. Este enfoque permitió determinar la 

capacidad del protocolo para liberar ADN en condiciones óptimas para la amplificación 

isotérmica y, al mismo tiempo, reducir la interferencia de inhibidores presentes en la matriz 

alimentaria.  

La sensibilidad diagnóstica se evaluó mediante diluciones seriadas de muestras de queso 

fresco inoculadas con monocultivos de L. monocytogenes y L. innocua cuantificando los 

tiempos de amplificación y estableciendo así un límite de detección. Los resultados 
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demostraron que la combinación del método de Ebullición con LAMP puede ofrecer una 

herramienta rápida, reproducible y altamente sensible, capaz de detectar bajas 

concentraciones de bacterias en un alimento complejo como el queso fresco. Esta integración 

valida el potencial de LAMP como método de diagnóstico fiable y aplicable en el monitoreo de 

la seguridad alimentaria. 

 

 

Figura  15. Evaluación de la concentración límite de detección y reproducibilidad del método de extracción por 

ebullición a partir de diluciones seriadas de muestras de queso fresco inoculadas con monocultivos de a) L. 

monocytogenes y b) L. innocua en distintas concentraciones (UFC/ml). 
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La Figura 15 presenta la evaluación de la concentración límite de detección y la 

reproducibilidad del método de extracción de ebullición aplicado a diluciones seriadas de 

muestras de queso fresco inoculadas con Listeria monocytogenes y Listeria innocua. Los 

resultados muestran que el ADN obtenido mediante este método fue apto para la amplificación 

isotérmica, evidenciada por el cambio de color característico de la reacción. Se observó una 

amplificación colorimétrica hasta la dilución 1x101 UFC/ml para L. monocytogenes y 1x103 

UFC/ml para L. innocua a 45 minutos de incubación, manteniendo una señal detectable y 

reproducible entre réplicas  

Estos resultados confirman que el método de ebullición posee una alta capacidad de 

lisis celular y una eficiencia adecuada para eliminar posibles inhibidores presentes en la matriz 

alimentaria, lo que permite detectar en menos de 60 minutos de incubación. En conjunto, la 

sensibilidad alcanzada y la reproducibilidad del ensayo respaldan este método para la 

detección confiable de Listeria spp. en matrices complejas, utilizando como blanco el gen 16S 

ARNr en diversas condiciones experimentales. 

 

Objetivo 3. Comparar LAMP, PCR y la NOM-143-SSA1-1995 para detectar Listeria spp en 

quesos frescos inoculados artificialmente. 

 

7.5. Especificidad del ensayo  

7.5.1. Evaluación con PCR y el método microbiológico de la NOM-143-SSA1-1995   

Para evaluar la especificidad de la técnica estandarizada, los ensayos positivos para 

muestras de queso fresco inoculadas con L.innocua se corroboraron por PCR de punto final y 

cultivos microbiológicos conforme a lo establecido en la NOM-143-SSA1-1995. De esta 

manera no solo se comprobó su especificidad si no la sensibilidad de detección. Como se 

mencionó en el punto 6.4.2.1. la validación por PCR se realizó utilizando el oligonucleótido 

SPP1, el cual amplifica un fragmento de 427 pb correspondiente a la proteína ferritina 

específica del género Listeria. 
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De acuerdo con Rawool et al. (2007), la PCR constituye una herramienta de diagnóstico 

diferencial altamente confiable para la identificación de especies del género Listeria, al permitir 

la detección sensible y específica de secuencias génicas específicas. Sin embargo, Kaur et al. 

(2023) destacan la importancia de complementar la técnica LAMP con una PCR confirmativa, 

ya que la amplificación isotérmica puede ser propensa a falsos positivos, debido a la utilización 

simultánea de seis cebadores que, bajo ciertas condiciones, pueden formar estructuras 

secundarias y generar resultados erróneos. Adicionalmente, la evaluación microbiológica sirvió 

como método de confirmación fenotípico fortaleciendo la validación del diagnóstico al permitir 

corroborar la presencia de Listeria.  

En la Figura 16 se observa una comparación global de los tres métodos, LAMP, PCR y 

microbiología tradicional. El ensayo LAMP mostró la mayor sensibilidad, detectando a Listeria 

hasta una dilución de 1x103 UFC/ml. Por su parte, la PCR mostró amplificación hasta la dilución 

1x107 UFC/ml indicando una menor sensibilidad en comparación lo cual, es consistente con 

ensayos previos que señalan que la PCR requiere ADN de gran pureza y mayor concentración 

(Rossen et al., 1992). En contraste, el método microbiológico presentó un crecimiento visible 

hasta 1x103 UFC/ml lo que demuestra una sensibilidad similar a la obtenida con LAMP, sin 

embargo, requiere tiempos de incubación prolongados (24–48 h), lo que limita su aplicación 

(Hitchins et al., 2017).  

Si bien los tres métodos demostraron ser aptos para la detección de L. innocua, el 

ensayo LAMP evidenció una sensibilidad significativamente superior, lo que coincide con lo 

reportado por Notomi et al. (2000), quienes resaltan la capacidad de esta técnica para 

amplificar ADN de manera rápida y eficiente incluso a bajas concentraciones. Esto no solo 

valida la precisión de los resultados, sino que refuerza la utilidad de LAMP como una alternativa 

robusta para el diagnóstico. Sin embargo, pese a su ventaja competitiva, la elección del método 

de detección seguirá dependiendo de los objetivos del estudio, la disponibilidad de tiempo y la 

limitación de recursos. 
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Figura  16. Comparación de los métodos de detección: a) LAMP, b) PCR y c) método microbiológico establecido 

en la NOM-143-SSA1-1995. Se muestra la sensibilidad de detección frente a muestras de queso fresco 

inoculadas a diferentes concentraciones de L. innocua (UFC/mL). La técnica LAMP evidencia un cambio de color 

asociado a la amplificación positiva, la PCR presenta bandas correspondientes al fragmento esperado (427 pb), 

y el método microbiológico revela crecimiento bacteriano visible en las diluciones detectables. Los controles 

negativos (agua y E. coli) no mostraron amplificación ni crecimiento, lo que confirma la especificidad y la 

confiabilidad de los tres métodos evaluados. 
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Objetivo 4. Probar la especificidad de la detección por LAMP en muestras de queso fresco 

comerciales.  

 

7.6. Evaluación en productos comerciales  

El mapeo realizado en la ciudad de Irapuato permitió obtener un panorama 

representativo de la posible distribución de Listeria spp. en distintos comercios locales, tanto 

formales como informales. Esto resulto relevante para la posterior evaluación, ya que ambos 

puntos de venta presentaron diferencias en las condiciones de control sanitario, lo que influyo 

directamente en el riesgo de contaminación microbiana no solo con la bacteria de estudio, sino 

también con otros microorganismos comúnmente asociados a enfermedades transmitidas por 

alimentos (ETA´s). 

 

7.6.1. Caracterización organoléptica y determinación de acidez   

La caracterización organoléptica permitió complementar los resultados microbiológicos 

mediante el análisis visual de los atributos sensoriales facilitando la identificación de posibles 

indicios de deterioro o contaminación (Ramírez-López & Vélez-Ruiz, 2012; Reyes-Díaz et al., 

2025). Para integrar este enfoque, se realizó una evaluación mediante observación directa 

considerando atributos como color, textura superficial y aroma, con base en criterios 

establecidos para productos lácteos frescos, tales como color blanco homogéneo, superficie 

uniforme y consistencia compacta (Juárez-Barrientos et al., 2021).  

En términos generales, la mayoría de los quesos evaluados presentaron atributos dentro 

de los parámetros esperados para un queso fresco comercial (4°C), particularmente en color 

(blanco a blanco crema) y textura (lisa a ligeramente irregular); sin embargo, las muestras 17 

y 19, las cuales resultaron positivas en los análisis microbiológicos y moleculares, mostraron 

alteraciones superficiales como grietas, exceso de humedad, textura irregular y porosidad en 

comparación con las muestras control (Figura 17). De acuerdo con Guerrero et al. (2026) y 

Torres-Llanez et al. (2006), estas alteraciones pueden atribuirse a procesos de contaminación 
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microbiana, donde el crecimiento de microorganismos genera la degradación de proteínas 

(proteólisis), producción de gases y acumulación de metabolitos, afectando directamente la 

estructura y apariencia del queso. Así mismo, Juárez-Barrientos et al., (2021) y Magenis et al., 

(2014) señalan que dichas alteraciones también pueden estar asociadas a factores 

tecnológicos como el tiempo de prensado, el contenido de humedad y la adición de 

ingredientes como aditivos, sales o grasas (Villegas-Gante & de la Huerta-Benítez, 2015; 

Juárez-Barrientos et al., 2021). 

En este sentido, las muestras con apariencia húmeda, presencia de grietas, textura 

porosa o con suero superficial, observadas en la Figura 17, podrían estar asociadas tanto a 

variaciones tecnológicas del proceso de elaboración como a la formación de microambientes 

derivados de una contaminación (Jaimez-Ordaz et al., 2026; Fox et al., 2017b; Castellanos et 

al., 2019). 

En cuanto al pH, los valores registrados en la Tabla 18 oscilaron entre 5.81 y 7.98, 

observándose una tendencia hacia valores cercanos a la neutralidad en la mayoría de las 

muestras. Este comportamiento resulto ser relevante, ya que los quesos frescos típicamente 

presentan valores de pH ligeramente ácidos (aproximadamente entre 5.1 a 6.1) derivados de 

la fermentación láctica (Hwang & Gunasekaran, 2001; Ramírez-López & Vélez-Ruiz, 2012); 

por lo que, la incidencia de valores superiores a 7 podrían indicar deficiencias en la 

acidificación, posible contaminación microbiana post-proceso o alteraciones durante el 

almacenamiento en la cadena de frío (Torres-Llanez et al., 2006 ; Magenis et al., 2014 ; Fox et 

al., 2017a).  

En relación con la caracterización organoléptica, este parámetro es fundamental, ya que 

influye tanto en las propiedades sensoriales como en la estabilidad microbiológica del producto 

considerando que un pH adecuado favorece la formación de una estructura proteica compacta, 

así como el desarrollo de sabores ligeramente ácidos característicos; mientras que, valores 

elevados pueden asociarse con defectos sensoriales como sabores menos ácidos o incluso 

aromas anómalos; defectos en la textura y una mayor susceptibilidad a la contaminación 

(Torres-Llanez et al., 2006; Cunha & Viotto,2010).  
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Desde el punto de vista microbiológico, diversos autores han señalado que las 

condiciones de elaboración de quesos artesanales, especialmente con el uso de leche cruda 

sin pasteurizar y la ausencia de buenas prácticas de manufactura (BPM), incrementan el riesgo 

de contaminación al favorecer la supervivencia y proliferación de microorganismos patógenos, 

comprometiendo la inocuidad del producto (Cuevas-González et al., 2017; Reyes-Díaz et al., 

2025; Torres-Llanez et al., 2006). Adicionalmente, estudios realizados en quesos frescos 

artesanales en Latinoamérica han documentado que valores elevados de pH, así como 

defectos en la textura, se asocian con una mayor carga microbiana por presencia de patógenos 

(Ramírez-López & Vélez-Ruiz, 2012; Magenis et al., 2014). En este contexto, esto refuerzan la 

idea de que las características organolépticas no solo constituyen indicadores de calidad 

sensorial, sino también pueden ser útiles para inferir la inocuidad del producto, ya que reflejan, 

en cierta medida, las condiciones microbiológicas y de procesamiento a las que ha sido 

sometido el alimento. 

 

Tabla 16. Evaluación de las características organolépticas y valores de pH de las muestras de 

queso fresco comerciales. 

N                                    H 

1 Blanco crema 
Ligeramente irregular con peque as grietas 

superficiales 
Agrio suave 7.62 

2 Blanco crema 
 rregular con peque as grietas superficiales y 

Marcas de molde 
Sui generis 7.41 

3 
Blanco 

amarillento 
 ugosa con peque as grietas superficiales 

Fresco, Sui 

generis 
7.70 

4 Blanco Lisa, apariencia compacta y restos adicionales 
Fresco, Sui 

generis 
7.35 

5 Blanco crema Lisa, Apariencia compacta y Marcas de corte Sui generis 7.39 

  Blanco Muy lisa, Apariencia compacta Sui generis 6.82 

7 Blanco crema 
Porosa con peque as grietas superficiales y 

Marcas de molde 
Agrio 7.59 
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8 Blanco crema  rregular con Ligeras grietas Sui generis 7.68 

9 
Blanco 

amarillento 

Ligeramente irregular con peque as grietas 

superficiales 
Sui generis 7.12 

10 Amarillo pálido  uperficie irregular y ligeramente húmeda Agrio suave 7.98 

11 Blanco Lisa, Apariencia compacta Sui generis 6.33 

12 
Blanco 

brillante 
Lisa, Apariencia compacta Sui generis 7.57 

13 Blanco  rregular, peque a porosidad y marcas de molde 
Ligeramente 

agrio 
6.48 

14 Blanco crema  uperficie irregular y ligeramente húmeda Agrio 6.20 

15 Blanco Lisa, Apariencia compacta y peque a porosidad Sui generis 7.67 

1  Blanco crema Textura uniforme, Lisa y apariencia compacta Sui generis 7.61 

17 Blanco crema  uperficie irregular con peque as grietas Agrio suave 7.15 

18 Blanco Apariencia porosa uniforme y compacta  uero 7.03 

19 Blanco crema 
 uperficie irregular con apariencia rugosa, grietas 

y porosidad 
Agrio suave 7.24 

20 Blanco crema Lisa, apariencia compacta y restos adicionales Fresco 7.58 

21 
Blanco 

amarillento 
 rregular con marcas de molde Sui generis 6.36 

22 Blanco Lisa y uniforme Sui generis 6.49 

23 Blanco Lisa y porosa  uero 7.34 

24 Blanco crema 
Apariencia lisa, uniforme y compacta con marcas 

de corte 
 ui generis 5.81 

25 Blanco Lisa, uniforme y compacta Sui generis 6.33 

2  Blanco crema Lisa, uniforme y compacta Sui generis 7.42 

27 Blanco  rregular con marcas de molde Sui generis 6.56 

28 Blanco crema Apariencia porosa uniforme y compacta 
Ligeramente 

Agrio 
6.30 

29 Blanco Lisa, uniforme y compacta Sui generis 5.90 

30 Blanco Lisa y compacta con marcas de molde Sui generis 7.74 

*Sui generis. Específico, característico o peculiar del producto.  
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Figura  17. Caracterización organoléptica de las muestras de queso fresco comerciales. La figura presenta la 

evaluación macroscópica de la textura superficial y el color de las muestras en comparación con los criterios 
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establecidos para un queso fresco con características típicas (muestras control). De forma visual, las muestras 

17 y 19 presentan una superficie irregular con grietas que forman una textura heterogénea. En contraste, el resto 

de las muestras presentan variaciones únicamente en color y ligera textura dentro de los criterios esperados 

derivado a la variabilidad de los productos comerciales. 

 

7.6.2. Evaluación microbiológica de Listeria spp mediante NOM-143-SSA1-1995 

  
La evaluación microbiológica de las muestras de queso fresco comercial mediante el 

método de la NOM-143-SSA1-1995, así como por técnicas moleculares (7.6.3), permitió 

determinar la presencia de Listeria spp. bajo condiciones reales de muestreo; lo cual, fue 

validado por los controles experimentales (Figura 18), que evidenciaron la precisión del 

protocolo estandarizado, ya que los controles positivos confirmaron la capacidad de detección 

del método tanto en condiciones ideales (Listeria innocua ATCC3309) como en una matriz 

alimentaria compleja (queso fresco inoculado con Listeria innocua ATCC3309), mientras que 

los controles negativos evidenciaron la especificidad del ensayo al no presentar reacciones 

cruzadas con Escherichia coli  ni contaminación en los medios. 

 

Figura  18. Comparativa de los controles experimentales en la evaluación microbiológica para la detección de 

Listeria spp. en muestras de queso fresco comercial. A la izquierda, los controles positivos (+) corroboran la 

efectividad del método tanto en condiciones ideales (L. innocua) como en una matriz alimentaria de consumo 

común (queso fresco inoculado con L. innocua). A la derecha, los controles negativos (-) demuestran la 

selectividad del protocolo frente a microorganismos no objetivos (E. coli) y garantizan la ausencia de 

contaminantes en los medios de cultivo (TSB) y en el diluyente (agua) empleados. 
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Tras la evaluación de las 30 muestras de queso fresco comerciales, se observó que las 

muestras 17 y 19 presentaron un crecimiento incontable (UFC/ml) de colonias negras con halo 

oscuro, lo que evidencia una elevada carga microbiana asociada a la aparente presencia de 

Listeria spp. (NOM-143-SSA1-1995). En contraste, el resto de las muestras presentaron 

resultados aparentemente negativos al no observarse crecimiento de colonias; asimismo, en 

los casos donde se observó bajo crecimiento, se asoció solamente a la presencia de microbiota 

competitiva o acompañante debido a que las células observadas al microscopio no coincidían 

con la morfología típica de Listeria (Figura 19).   

En relación con lo anterior, la presencia de Listeria spp. en las muestras 17 y 19 puede 

estar asociada a deficiencias en las condiciones sanitarias o prácticas de higiene durante la 

elaboración, manipulación o almacenamiento del producto (NOM-251-SSA1-2009), lo que 

subraya la necesidad de implementar protocolos de monitoreo más estrictos, especialmente 

en productos lácteos con valores de pH superiores a 6.1, donde el riesgo de desarrollo de este 

patógeno es significativamente mayor (Hwang & Gunasekaran, 2001; Cuevas-González et al., 

2017; Fox et al., 2017b). 

En consideración a los valores de pH (Tabla 18), se observa que las muestras positivas 

presentaron valores relativamente altos y cercanos a la neutralidad (7.15 y 7.24) en 

comparación con el estándar. De acuerdo con Fox et al., (2017a) este comportamiento se debe 

a que un pH elevado favorece la supervivencia y proliferación de microorganismos patógenos 

al disminuir el efecto inhibitorio de la acidez; asimismo, Bover & Garriga, (2014) mencionan 

que las bacterias del género Listeria pueden desarrollarse en un amplio rango de pH 

(aproximadamente entre 4.2 y 9.5), con un crecimiento óptimo en condiciones cercanas a la 

neutralidad. No obstante, aunque un pH neutro constituye un entorno favorable para su 

desarrollo, la presencia inicial del patógeno está más asociada a eventos de contaminación 

cruzada o a deficiencias en los procesos de pasteurización (Fox et al., 2017a; Fox et al., 2017b; 

Ramírez-López & Vélez-Ruiz, 2012). 
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Figura  19. Evaluación microbiológica para la detección de Listeria spp. en muestras de queso fresco comerciales 

conforme a la NOM-143-SSA1-1995 tras 48 h de incubación a 30°C. Se presentan los medios de cultivo 

correspondientes a cada muestra y sus respectivas réplicas (R). Las muestras que presentan crecimiento de 

colonias características (colonias negras con halo oscuro) se consideran positivas evidenciando la presencia del 

microorganismo de interés; en contraste, aquellas sin desarrollo visible se interpretan como negativas. 

 

 

7.6.3. Detección molecular de Listeria spp. mediante LAMP y PCR  

Para probar la efectividad de la técnica estandarizada de LAMP en condiciones reales 

y establecer un protocolo confiable de monitoreo, las muestras de queso fresco comerciales 

evaluadas mediante el método microbiológico de la NOM-143-SSA1-1995 fueron corroboradas 

mediante técnicas moleculares (LAMP y PCR). De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 
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19), las muestras 17 y 19 resultaron positivas tanto para LAMP como para PCR en 

concordancia con lo observado previamente en el análisis microbiológico del punto 7.6.2; lo 

cual, confirma la presencia de Listeria spp. en dichas muestras y evidencia la fiabilidad del 

protocolo estandarizado.  

La validez de estos resultados (Figuras 20 - 25) se respaldó mediante el uso de controles 

experimentales incluyendo un monocultivo de L. innocua y queso fresco inoculado con L. 

innocua como controles positivos, así como un monocultivo de E. coli, caldo de enriquecimiento 

TSB sin inocular y queso sin inocular como controles negativos. Esto permitió evaluar la 

especificidad de las técnicas y descartar la presencia de contaminación durante el análisis.  

En este sentido, la técnica estandarizada de LAMP permitió una detección rápida y 

visual mediante el cambio de color donde las muestras positivas presentaron una transición de 

color rojo a color amarillo acompañada de valores cercanos o superiores a 0.1 en la diferencia 

de absorbancia (434–560 nm); lo que se asoció con una amplificación eficiente y altamente 

detectable (Notomi et al., 2000; Tanner et al., 2015; Daddy Gaoh et al., 2021 Lou et al., 2023). 

De manera complementaria, la técnica de PCR permitió corroborar estos resultados mediante 

la presencia de bandas definidas correspondientes al tamaño esperado del fragmento 

asociado al género Listeria (427 pb).  

En cuanto a las 28 muestras restantes, la baja señal colorimétrica y la falta de bandas 

de amplificación se atribuyó a la ausencia de material genético de Listeria spp. o 

concentraciones por debajo del límite de detección (100 fg). No obstante, aunque algunas 

muestras presentaron crecimiento bacteriano en la evaluación microbiológica (Figura 19), la 

falta de amplificación en LAMP y PCR indico que dicho crecimiento corresponde a microbiota 

y no al patógeno objetivo. Esto ha sido ampliamente reportado en matrices alimentarias 

complejas donde la microbiota competitiva o acompañante puede desarrollarse sin implicar 

necesariamente la presencia de microorganismos patógenos (Torres-Llanez et al., 2006); lo 

que a su vez resalta la especificidad de las técnicas moleculares empleadas, particularmente 

de LAMP ya que permitió discriminar de manera eficiente el ADN objetivo incluso en presencia 

de microbiota competitiva (Notomi et al., 2000; Law et al., 2015). 
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Quesos comerciales 1 al 5 

 

Figura  20. Resultados de la detección molecular de Listeria spp. mediante LAMP y PCR en muestras de queso 

fresco comerciales (1 al 5). En la parte superior se muestra la amplificación por LAMP de forma visual a través 

de un cambio de color, donde el amarillo indica muestras positivas y el rojo muestras negativas. La grafica central 

presenta la intensidad de la señal colorimétrica, la cual, refleja la eficiencia de amplificación donde valores 

inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que valores cercanos o superiores a 1 indican 

amplificaciones positivas. En la parte inferior se muestran los productos de amplificación de PCR y LAMP en 

geles de agarosa al 2%, en los que la PCR confirma los resultados mediante la presencia de bandas de 427 pb, 

mientras que LAMP presenta su patrón de bandeo característico. 
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Quesos comerciales 6 al 10 

 

Figura  21. Resultados de la detección molecular de Listeria spp. mediante LAMP y PCR en muestras de queso 

fresco comerciales (6 al 10). En la parte superior se muestra la amplificación por LAMP de forma visual a través 

de un cambio de color, donde el amarillo indica muestras positivas y el rojo muestras negativas. La grafica central 

presenta la intensidad de la señal colorimétrica, la cual, refleja la eficiencia de amplificación donde valores 

inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que valores cercanos o superiores a 1 indican 

amplificaciones positivas. En la parte inferior se muestran los productos de amplificación de PCR y LAMP en 

geles de agarosa al 2%, en los que la PCR confirma los resultados mediante la presencia de bandas de 427 pb, 

mientras que LAMP presenta su patrón de bandeo característico. 
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Quesos comerciales 11 al 15 
 

 

Figura  22. Resultados de la detección molecular de Listeria spp. mediante LAMP y PCR en muestras de queso 

fresco comerciales (11 al 15). En la parte superior se muestra la amplificación por LAMP de forma visual a través 

de un cambio de color, donde el amarillo indica muestras positivas y el rojo muestras negativas. La grafica central 

presenta la intensidad de la señal colorimétrica, la cual, refleja la eficiencia de amplificación donde valores 

inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que valores cercanos o superiores a 1 indican 

amplificaciones positivas. En la parte inferior se muestran los productos de amplificación de PCR y LAMP en 

geles de agarosa al 2%, en los que la PCR confirma los resultados mediante la presencia de bandas de 427 pb, 

mientras que LAMP presenta su patrón de bandeo característico. 



98 

 

 

 Quesos comerciales 16 al 20 

 

Figura  23. Resultados de la detección molecular de Listeria spp. mediante LAMP y PCR en muestras de queso 

fresco comerciales (16 al 20). En la parte superior se muestra la amplificación por LAMP de forma visual a través 

de un cambio de color, donde el amarillo indica muestras positivas y el rojo muestras negativas. La grafica central 

presenta la intensidad de la señal colorimétrica, la cual, refleja la eficiencia de amplificación donde valores 

inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que valores cercanos o superiores a 1 indican 

amplificaciones positivas. En la parte inferior se muestran los productos de amplificación de PCR y LAMP en 

geles de agarosa al 2%, en los que la PCR confirma los resultados mediante la presencia de bandas de 427 pb, 

mientras que LAMP presenta su patrón de bandeo característico. 
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Quesos comerciales 21 al 25 

 

Figura  24. Resultados de la detección molecular de Listeria spp. mediante LAMP y PCR en muestras de queso 

fresco comerciales (20 al 25). En la parte superior se muestra la amplificación por LAMP de forma visual a través 

de un cambio de color, donde el amarillo indica muestras positivas y el rojo muestras negativas. La grafica central 

presenta la intensidad de la señal colorimétrica, la cual, refleja la eficiencia de amplificación donde valores 

inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que valores cercanos o superiores a 1 indican 

amplificaciones positivas. En la parte inferior se muestran los productos de amplificación de PCR y LAMP en 

geles de agarosa al 2%, en los que la PCR confirma los resultados mediante la presencia de bandas de 427 pb, 

mientras que LAMP presenta su patrón de bandeo característico. 
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Quesos comerciales 26 al 30 
 

 
 

Figura  25. Resultados de la detección molecular de Listeria spp. mediante LAMP y PCR en muestras de queso 

fresco comerciales (26 al 30). En la parte superior se muestra la amplificación por LAMP de forma visual a través 

de un cambio de color, donde el amarillo indica muestras positivas y el rojo muestras negativas. La grafica central 

presenta la intensidad de la señal colorimétrica, la cual, refleja la eficiencia de amplificación donde valores 

inferiores a 0.05 corresponden a reacciones negativas, mientras que valores cercanos o superiores a 1 indican 

amplificaciones positivas. En la parte inferior se muestran los productos de amplificación de PCR y LAMP en 

geles de agarosa al 2%, en los que la PCR confirma los resultados mediante la presencia de bandas de 427 pb, 

mientras que LAMP presenta su patrón de bandeo característico. 
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Tabla 17. Resultados microbiológicos y moleculares obtenidos en las muestras comerciales. 

N   
                 

       
        
        

                       H N                

1 18/01/2  19/01/2  21/01/2  
1 7. 2 

- - - 
1  - - - 

2 18/01/2  19/01/2  21/01/2  
2 

7.41 
- - - 

2  
- 
- - - 

3 18/01/2  19/01/2  21/01/2  
3 7.70 

- - - 
3  - - - 

4 18/01/2  19/01/2  21/01/2  
4 7.35 

- - - 
4  - - - 

5 18/01/2  19/01/2  21/01/2  
5 7.39 

- - - 
5  - - - 

  25/01/2  2 /01/2  28/01/2  
   .82 

- - - 
   - - - 

7 25/01/2  2 /01/2  28/01/2  
7 7.59 

- - - 
7  - - - 

8 25/01/2  2 /01/2  28/01/2  
8 7. 8 

- - - 
8  - - - 

9 25/01/2  2 /01/2  28/01/2  
9 7.12 

- - - 
9  - - - 

10 25/01/2  2 /01/2  28/01/2  
10 7.98 

- - - 
10  - - - 

11 02/01/2  03/01/2  05/01/2  
11  .33 

- - - 
11  - - - 

12 02/02/2  03/02/2  05/02/2  
12 7.57 

- - - 
12  - - - 

13 02/02/2  03/02/2  05/02/2  
13  .48 

- - - 
13  - - - 

14 02/02/2  03/02/2  05/02/2  
14  .20 

- - - 
14  - - - 

15 02/02/2  03/02/2  05/02/2  
15 7. 7 

- - - 
15  - - - 

1  08/02/2  09/02/2  11/02/2  
1  7. 1 

- - - 
1   - - - 

17 08/02/2  09/02/2  11/02/2  
17 7.15 

+ + + 
17  + + + 

18 08/02/2  09/02/2  11/02/2  
18 7.03 

- - - 
18  - - - 



102 

 

 

19 08/02/2  09/02/2  11/02/2  
19 7.24 

+ + + 
19  + + + 

20 08/02/2  09/02/2  11/02/2  
20 7.58 

- - - 
20  - - - 

21 15/02/2  1 /02/2  18/02/2  
21  .3  

- - - 
21  - - - 

22 15/02/2  1 /02/2  18/02/2  
22  .49 

- - - 
22  - - - 

23 15/02/2  1 /02/2  18/02/2  
23 7.34 

- - - 
23  - - - 

24 15/02/2  1 /02/2  18/02/2  
24 5.81 

- - - 
24  - - - 

25 15/02/2  1 /02/2  18/02/2  
25  .33 

- - - 
25  - - - 

2  22/02/2  23/02/2  25/02/2  
2  7.42 

- - - 
2   - - - 

27 22/02/2  23/02/2  25/02/2  
27  .5  

- - - 
27  - - - 

28 22/02/2  23/02/2  25/02/2  
28  .30 

- - - 
28  - - - 

29 22/02/2  23/02/2  25/02/2  
29 5.90 

- - - 
29  - - - 

30 22/02/2  23/02/2  25/02/2  
30 

7.74 
- - - 

30  - - - 
(+): Prueba positiva, (-): Prueba negativa 

 

 

7.6.3.1. Evaluación estadística  

Para fortalecer la interpretación de los resultados obtenidos, se realizó un análisis 

estadístico debido a que las muestras no fueron sometidas a tratamientos controlados 

previamente definidos, sino que representaron condiciones naturales de variabilidad derivadas 

de su proceso de elaboración; lo que implicó que cualquier diferencia observada pudiera 

atribuirse al efecto propio de cada muestra y al error experimental. Esto permitió evaluar la 

variabilidad entre las muestras, así como la reproducibilidad y concordancia entre los métodos 

de detección empleados.   
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Figura  26. Comparación múltiple de medias de pH en muestras de queso fresco comerciales mediante la prueba 

de Tukey (α = 0.05).  Los datos se presentan como medias ± desviación estándar, obtenidos a partir del análisis 

mediante el procedimiento de Modelo Lineal General (GLM) por efecto de la muestra y la réplica como factores 

del modelo. Las barras con literales diferentes indican diferencias significativas. Statistical Analysis System 

(2023). 
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El análisis de las variables cuantitativas continuas correspondientes a los valores de pH 

(Figura 26) mostró diferencias estadísticamente significativas entre muestras (p < 0.05) lo cual 

indica que al menos una de las medias de pH difiere significativamente del resto. Asimismo, la 

prueba de comparación múltiple de medias de Tukey (HSD) permitió identificar grupos 

homogéneos entre muestras; se observó que únicamente las muestras 11 y 25 compartieron 

la misma literal (y), siendo las únicas que no presentaron diferencias significativas entre sí (α 

= 0.05); por otro lado, el resto de las muestras se agrupó con literales distintas, lo que confirma 

diferencias significativas entre grupos.  

De acuerdo con Fox et al., (2017a) las diferencias observadas en los valores de pH son 

atribuibles a la naturaleza propia de cada muestra y reflejan las condiciones fisicoquímicas del 

producto, lo que puede referirse no solo a las diferencias en los procesos de elaboración, sino 

también a las condiciones de almacenamiento y grado de acidificación, factores que influyeron 

directamente en la estabilidad microbiológica del queso fresco. Por lo tanto, la dispersión 

observada en los valores de pH sugiere variaciones en el nivel de riesgo microbiológico entre 

las muestras (Ryser & Marth, 2007; Bover-Cid & Garriga, 2014; Fox et al., 2017b).  

Por otro lado, el análisis de las variables categóricas mediante la prueba de chi-

cuadrada (X²) mostró una alta consistencia entre los métodos de diagnóstico empleados 

LAMP, PCR y la NOM-143-SSA1-1995 (Tabla 20). Las frecuencias observadas, 28 respuestas 

negativas y 2 respuestas positivas, fueron consistentes entre las tres técnicas, lo que indica 

una asociación estadísticamente significativa entre los métodos (X² = 30; p < 0.0001). 

Este tipo de relación coincide con lo reportado en ensayos previos, donde se menciona 

que las técnicas convencionales y moleculares, como LAMP y PCR, presentan niveles de 

sensibilidad y especificidad comparables en la detección de patógenos (Notomi et al., 2000; 

Law et al., 2015). Además, la baja proporción de muestras positivas frente a la alta proporción 

de muestras negativas indica una baja prevalencia de bacterias del género Listeria en las 

muestras evaluadas; sin embargo, en términos de inocuidad alimentaria, incluso niveles bajos 

de contaminación representan un riesgo significativo, especialmente en productos listos para 

el consumo como los quesos frescos (Farber & Peterkin, 1991).  
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Tabla 18. Resultados del análisis de chi-cuadrada (X²) entre variables categóricas a partir de 

la comparación entre frecuencias observadas y esperadas. Statistical Analysis System (2023). 

Diagnóstico Resultado Frecuencia observada Frecuencia esperada 

LAMP 
Negativo 28 0.5 
Positivo 2 0.5 

PCR 
Negativo 28 0.5 
Positivo 2 0.5 

NOM-143-SSA1-1995 
Negativo 28 0.5 

Positivo 2 0.5 

 
 

7.6.4. Aislamiento y purificación de cepas bacterianas positivas  

El proceso de aislamiento y purificación de cepas bacterianas a partir de las muestras 

positivas (17 y 19) permitió confirmar fenotípicamente la presencia de bacterias del género 

Listeria (Figura 27). En la etapa inicial de siembra y resiembra en Agar base Oxford, se observó 

un marcado oscurecimiento del medio asociado a la hidrólisis de esculina entre las 48 y 72 

horas de incubación; una reacción característica del género Listeria que ocurre cuando la 

esculina es hidrolizada en esculetina y glucosa gracias a la acción de la enzima β-glucosidasa 

(esculinasa), donde la esculetina resultante reacciona con los iones férricos presentes en el 

medio formando un complejo de color negro que da lugar al oscurecimiento del agar y a la 

formación de halos oscuros alrededor de las colonias (Hussain et al., 1981; Fraser & Sperber, 

1988; Deroncelé, 2023; BenchChem, 2026).  

Tras la confirmación a nivel de género, la purificación de las cepas permitió la obtención 

de aislados con morfología colonial distintiva, lo que facilitó su diferenciación preliminar a nivel 

de especie. En esta etapa se observó la presencia de colonias grises con halo oscuro, así 

como de colonias con color blanco o azul iridiscentes tras 24 horas de incubación, tanto en 

medios generales como en medios selectivos, tal como lo establece la NOM-143-SSA1-1995. 

Dicha variación fenotípica entre colonias y medios se asoció a las diferencias en la actividad 

metabólica bacteriana según la especie, la disponibilidad de nutrientes y las condiciones de 

incubación (Roszak & Colwell, 1987; Hitchins et al., 2003; Ryser & Marth, 2007; Bonnet et al., 

2020; Datta & Burall, 2024). 
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Figura  27. Aislamiento, purificación y caracterización morfológica de cepas positivas de Listeria spp.  a partir de 

las muestras de queso fresco comerciales. Se presenta el proceso sistemático realizado para las muestras a) 17 
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y b) 19 de acuerdo con la NOM-143-SSA1-1995.En la parte superior se muestra la etapa inicial de siembra y 

resiembra en Agar base Oxford, donde se observa el oscurecimiento del medio por la hidrólisis de esculina 

característica del género Listeria; mientras que en la parte inferior se presenta el aislamiento y la purificación en 

placa evidenciando el crecimiento de colonias típicas de color blanco y/o azul iridiscentes, así como de color 

negro con un halo negro respectivamente. De igual manera, se observa la tinción de Gram en la que se identifican 

bacilos Gram positivos (+) representativos del género Listeria. 

 

De manera complementaria, para reforzar la identificación de los aislados, se realizaron 

pruebas bioquímicas básicas donde los resultados caracterizados por la presencia de bacilos 

Gram positivos (+) en la tinción de Gram, la ausencia de formación de hilo en la prueba de 

KOH al 3 %, la actividad positiva de la enzima catalasa y la ausencia de actividad del citocromo 

C-oxidasa, permitieron establecer una identidad aparentemente compatible con la bacteria 

Listeria monocytogenes (NOM-143-SSA1-1995; Bover & Garriga,2014). 

 

 

7.6.5. Diagnóstico y confirmación molecular mediante secuenciación del 16S ARNr 

Finalmente, el diagnóstico molecular permitió la confirmación de la identidad de los 

aislados obtenidos de las muestras 17 y 19 mediante la combinación de técnicas adicionales. 

En primera instancia, la técnica optimizada de LAMP mostró un viraje colorimétrico significativo 

de rojo a amarillo en ambas muestras asociado a valores de diferencia de absorbancia 

superiores a 0.1; en contraste, los controles negativos se mantuvieron en un rango entre 0 y 

0.05 lo que evidencio la ausencia de amplificación inespecífica y confirmo la especificidad de 

la reacción (Tanner et al., 2015). De igual manera, la PCR punto final corroboró estos 

resultados mediante la amplificación de un fragmento de 427 pb correspondiente al género 

Listeria (gen de proteína tipo ferritina), así como de un amplicón de 260 pb asociado a la 

especie Listeria monocytogenes por el regulador transcripcional de la familia MerR involucrado 

en la regulación de sus genes de virulencia (Li et al., 2021) (Figura 28).  
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Figura  28. Confirmación molecular de las cepas aisladas 17 y 19 mediante LAMP y PCR.  a) Evaluación 

colorimétrica mediante la técnica de LAMP donde el viraje de rojo a amarillo confirma la amplificación en las cepas 

puras en comparación con la estabilidad del color rojo en los controles negativos. b) Intensidad de la señal 

colorimétrica (ΔAbs 5 0–434 nm) utilizada como indicador de la eficiencia de amplificación con valores inferiores 

a 0.05 correspondientes a reacciones negativas y valores cercanos o superiores a 1 correspondientes a 

amplificaciones positivas. En la parte inferior se valida la identidad de las muestras mediante electroforesis en 

geles de agarosa al 2% con la c) detección del género Listeria por amplificación de un fragmento de 427 pb (gen 

que codifica una proteína tipo ferritina) y la d) confirmación de la especie Listeria monocytogenes mediante la 

amplificación de un fragmento de 260 pb (regulador transcripcional de la familia MerR); así como la corroboración 

a dicho genero bacteriano mediante un e) patrón de bandeo característico de la amplificación isotérmica por 

LAMP. 
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Para respaldar dicho diagnóstico y alcanzar un alto nivel de resolución taxonómica, se 

llevó a cabo la amplificación y secuenciación del gen 16S ARNr, obteniéndose fragmentos de 

aproximadamente 1400–1500 pb donde el análisis de las secuencias consenso y la posterior 

comparación bioinformática en el banco de datos del Centro Nacional de Información 

Biotecnológica (NCBI) revelaron que las secuencias de los aislados 17 y 19 presentaron 

porcentajes de similitud superiores al 90% con cepas de referencia de L. monocytogenes, 

superior al observado con otras especies cercanas como L.  innocua (Altschul et al., 1990).  

De manera complementaria, el análisis filogenético permitió reforzar la asignación 

taxonómica mediante la construcción de un filograma (Figura 30); en el cual, la filogenia fue 

inferida utilizando el método de Máxima Verosimilitud bajo el modelo de sustitución de 

nucleótidos de Jukes & Cantor, (1969) seleccionándose el árbol con el mayor valor de 

verosimilitud (log likelihood = -55.50).    

A partir de ello, se obtuvo un árbol filogenético en el que se observó que las muestras 

17, 17R y 19 se agruparon dentro de un mismo clado asociado con secuencias de referencia 

correspondientes a Listeria monocytogenes, indicando una alta cercanía genética y afinidad 

filogenética entre los aislados y dicha especie (Hackmann, 2025). Por otro lado, las secuencias 

de referencia de Listeria innocua formaron clados independientes, pero estrechamente 

relacionados con Listeria monocytogenes, reflejando la proximidad evolutiva entre ambas 

especies (Clarridge III, 2004). Asimismo, la muestra 19R se agrupó en un clado separado y 

más cercano a las secuencias de referencia correspondientes a Staphylococcus aureus, lo que 

sugirió una menor similitud genética con los aislados de Listeria y evidenció una divergencia 

filogenética respecto al resto de las secuencias (Stecher et al., 2025; Clustal Omega, 2026). 

Esta diferenciación filogenética entre los aislados y las secuencias de referencia se 

sustentó en la presencia de polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) en regiones 

hipervariables del gen 16S ARNr, particularmente en las regiones V1–V2, donde se 

identificaron diferencias puntuales entre L. monocytogenes y L. innocua, observándose una 

mayor similitud de los aislados analizados con L. monocytogenes en comparación con L. 

innocua (Figura 29, incisos c y d). En este sentido, la distancia observada en las ramas del 
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árbol, la agrupación y la distribución de los clados obtenidos fueron suficientes para discriminar 

especies estrechamente relacionadas y respaldar la identidad de las secuencias analizadas a 

nivel de género y especie (Clarridge III, 2004; Janda & Abbott, 2007; Woo et al., 2009; Orsi & 

Wiedmann, 2016). 

 

 

Figura  29. Alineamiento de las secuencias consenso correspondientes a las regiones hipervariables V1–V2 del 

gen 16S ARNr obtenidas a partir de los aislamientos de muestras de queso fresco comerciales positivas para 

Listeria spp. En la figura se presentan alineamientos parciales de las secuencias consenso (a–f) donde los 

nucleótidos se representan mediante código de color de acuerdo con la simbología descrita en la parte inferior. 

En a) y b) se observan diferencias puntuales en las bases al inicio y al final de las secuencias entre Listeria 

innocua (azul) y Listeria monocytogenes (rojo). En c) y d) se evidencia una mayor similitud entre las secuencias 

alineadas con L. monocytogenes. Por su parte, en e) y f) se muestran regiones altamente conservadas, con una 

elevada similitud entre las secuencias comparadas. Elaboración propia a partir de datos obtenidos de Clustal 

Omega, (2026) y MEGA 12.1, (Stecher et al., 2025). 
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Figura  30. Árbol filogenético construido a partir de las secuencias consenso alineadas, mostrando la relación 

filogenética entre las muestras 17 y 19 y las secuencias de referencia (Listeria innocua, Listeria monocytogenes 

y Staphylococcus aureus) con valores de soporte que evidencian la afinidad de los aislamientos. Elaboración 

propia a partir de datos obtenidos de Clustal Omega, (2026) y MEGA 12.1, (Stecher et al., 2025). 

Staphylococcus aureus ATCC 12 00

Staphylococcus aureus ATCC 12 00

Staphylococcus aureus NB C 100910

Staphylococcus aureus  33

           

Listeria monocytogenes NCTC 10357

Listeria innocua 58/1971 1  

Listeria innocua ATCC 33090 11 805.1

Listeria innocua NCTC 11288

Listeria monocytogenes lis114

Listeria monocytogenes CM F  309

           

          

          

Listeria monocytogenes M PK004

Listeria innocua ATCC 33090 118231.1

98

99

97

9 

100

95 99

92

98

100

92
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En términos generales, la concordancia entre la detección colorimétrica, el análisis 

filogenético, los resultados del alineamiento múltiple y la alta similitud en BLAST confirman de 

manera robusta que los aislados 17 y 19 corresponden específicamente a Listeria 

monocytogenes.; destacando que, la integración de LAMP usando como gen “blanco” el 1   

ARNr si constituye una estrategia integral y altamente confiable para el diagnóstico de especies 

del género Listeria en matrices alimentarias complejas como el queso fresco. 
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VIII. CONCLUSIONES  

La amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) permite detectar Listeria spp. en 

quesos frescos de manera más rápida, específica y sensible que la PCR y la NOM-143-SSA1-

1995. 

La evaluación integral de cinco métodos de extracción de ácidos nucleicos, la 

optimización de la técnica de amplificación isotérmica LAMP y su comparación con métodos 

convencionales de detección permitieron establecer un protocolo altamente eficiente, sensible 

y reproducible para la detección de Listeria spp. en queso fresco, utilizando como blanco el 

gen 16S ARNr. 

El análisis experimental evidenció una alta correlación entre la respuesta colorimétrica 

y los valores de absorbancia, lo que respaldó la validez de la estandarización. Desde el punto 

de vista estadístico, este comportamiento fue respaldado por un modelo altamente significativo 

(P < 0.0001; R2 = 0.919), que demuestra la variabilidad observada dependió directamente del 

método de extracción. Por su parte, la naturaleza fisicoquímica de la matriz alimentaria 

caracterizada por su acidez, contenido graso y elevada salinidad; influyó de manera 

determinante en la pureza del ADN extraído y, en consecuencia, en la eficiencia de la 

amplificación. En este sentido, el método de ebullición destacó como la alternativa más robusta 

por su bajo costo, simplicidad, reproducibilidad y alta compatibilidad con LAMP, lo que permite 

la detección confiable del patógeno sin generar falsos positivos y la detección de 

concentraciones mínimas de ADN (100 fg) y cargas bacterianas cercanas al límite de detección 

(1x101 y 1x103 UFC/ml).  

En comparación con la PCR convencional y el método microbiológico establecido en la 

NOM-143-SSA1-1995, LAMP mostró superioridad en rapidez, sensibilidad y practicidad, al 

eliminar la necesidad de equipos especializados y permitir una interpretación directa mediante 

el cambio de color, lo que disminuye significativamente los tiempos de diagnóstico sin 

comprometer la especificidad ni la concordancia entre métodos (X² = 30; p < 0.0001).  
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Tras la estandarización del protocolo, se evaluó su desempeño en condiciones reales 

mediante el análisis de muestras comerciales; lo que permitió confirmar la detección efectiva 

de Listeria spp. fuera del entorno controlado de laboratorio. Si bien, los resultados mostraron 

una baja prevalencia de este patógeno (2 de 30 muestras), se observó un riesgo potencial para 

la inocuidad alimentaria, subrayando que la presencia del microorganismo, aun en bajas 

concentraciones, es suficiente para comprometer la salud del consumidor. Este hecho se ve 

respaldado por el análisis de la matriz alimentaria, ya que las muestras positivas presentaron 

características fisicoquímicas y organolépticas que favorecieron el desarrollo microbiano, 

específicamente al registrar valores de pH cercanos a la neutralidad y alteraciones 

estructurales que, en conjunto, mostraron deficiencias graves en las prácticas de 

procesamiento, almacenamiento o higiene. En consecuencia, la detección de Listeria spp. en 

este estudio no solo valido la sensibilidad del protocolo optimizado, sino que también actúo 

como un indicador para fortalecer los controles sanitarios en la cadena de producción de 

alimentos listos para el consumo.  

La confirmación de las muestras mediante la convergencia de pruebas microbiológicas, 

PCR y análisis de secuenciación del gen 16S ARNr permitió una identificación robusta y 

precisa de los patógenos detectados. En este sentido, el análisis filogenético respaldó la 

identidad del microrganismo a nivel de especie, confirmando que los aislados correspondieron 

a Listeria monocytogenes con valores de similitud superiores al 90%. Esta integración 

metodológica no solo consolido el diagnóstico inicial por la técnica de LAMP, sino que validó 

con un alto grado de certeza la identidad del microorganismo, superando con éxito las 

limitaciones inherentes de los métodos convencionales.  

Finalmente, los resultados obtenidos permitieron aceptar la hipótesis planteada, ya que 

la técnica de amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP) permitió detectar Listeria spp. 

en quesos frescos de manera más rápida, específica y sensible que la PCR y la NOM-143-

SSA1-1995; consolidando a la técnica estandarizada, en combinación con el método de 

ebullición, como una alternativa eficiente, económica y altamente sensible. Además, su 

implementación representa una herramienta prometedora para el monitoreo y diagnóstico 

oportuno de patógenos en alimentos listos para el consumo, particularmente en contextos de 
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vigilancia sanitaria con recursos y tiempo limitados. Asimismo, se resalta la importancia de 

fortalecer las buenas prácticas de manufactura (BPM), los sistemas de control sanitario y los 

programas de vigilancia microbiológica con el fin de contribuir a la reducción de riesgos 

asociados a la presencia de Listeria spp. y al fortalecimiento de la inocuidad alimentaria en la 

región.  
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IX. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES 
 

Tabla 19. Cronograma de actividades. 

Actividad 

Periodo 
Agosto a 
Diciembre  

2024 

Enero a 
Julio 2025 

Agosto a 
Diciembre  

2025 

Enero a 
Julio 2026 

A S O N D E F M A M J J A S O N D E F M A M J J 

Revisión de literatura                         

Desarrollo del 
protocolo inicial 

                        

Objetivo 1: 
Estandarizar un 
método de extracción 
de ácidos nucleicos de 
Listeria spp. en 
monocultivos y en 
muestras de queso 
fresco inoculadas 
artificialmente, 
compatible con LAMP 
y PCR. 

                        

Objetivo 2:  
Implementar la 
detección con LAMP 
en muestras de queso 
fresco usando como 
blanco el gen 16S 
ARNr de L. 

monocytogenes y L. 

innocua. 

                        

Objetivo 3: Comparar 
LAMP, PCR y la NOM-
143-SSA1-1995 para 
detectar Listeria spp 
en quesos frescos 
inoculados 
artificialmente. 

                        

Objetivo 4: Probar la 
especificidad de la 
detección con LAMP 
en muestras de queso 
fresco comerciales. 

                        

Escritura de artículo 
de divulgación 

                        

Escritura de revisión 
bibliográfica  

                        

Escritura de un 
artículo científico 

                        

Término del proyecto                         

 Fecha estimada para realizar la actividad             Actividad realizada 

*A: Agosto; S: Septiembre; O: Octubre; N: Noviembre; D: Diciembre; E:Enero; F: Febrero; M:Marzo; A:Abril; M:Mayo; J:Junio; J:Julio.  
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