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Resumen 

La Listeriosis es una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) causada por Listeria monocytogenes que puede 

provocar grandes cuadros clínicos. Los alimentos contaminados incluyen leche sin pasteurizar, carne y pescado crudos. 

En México, la falta de estadísticas limita el control epidemiologico, a diferencia de Estados Unidos, donde la listeriosis 

es la tercera causa de muerte por ETA, subrayando la necesidad de detección eficaces. Los métodos tradicionales 

requieren hasta 4 días para obtener resultados, mientras que técnicas moleculares como la PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa) y LAMP (amplificación isotérmica mediante bucle) ofrecen resultados rápidos y específicos. En este trabajo 

se desarrolló un método de detección visual basado en LAMP para la detección de L. monocytogenes y L. innocua en 

leche utilizando oligonucleótidos que amplifican para la región V2-V3 del ADNr 16S. La amplificación se realizó 

utilizando el reactivo WarmStart Colorimetric (New England Biolabs), se determinó que la temperatura óptima de 

reacción es 64.1°C, y la detección puede ser visualizada desde los 60 min. Al desarrollar curvas de calibración para L. 

monocytogenes y L. innocua e inocular artificialmente con 1X109 UFC/mL leche pasteurizada y cruda, se detectó la 

presencia de Listeria spp. utilizando como templado un protocolo de extracción sencillo basado en la disrupción celular 

por ebullición. 
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1.Introducción 

Listeria monocytogenes es una bacteria que provoca listeriosis en personas, se manifestó a inicios de 1980 como un 

patógeno emergente de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), desde esa fecha se han reportado importantes 

brotes con L. monocytogenes en Europa y Estados Unidos (Schlech et al. 1983). Esto ha permitido la realización de 

estudios epidemiológicos para determinar la prevalencia del patógeno y su forma de transmisión, según la CDC (Centers 

for Disease Control and Prevention) representa la tercera causa de muerte por enfermedades transmitidas por alimentos 

o intoxicación alimentaria en Estados Unidos (Cartwright et al. 2013). En México no hay estudios epidemiológicos de 

incidencia de listeriosis, por lo que no hay información suficiente para el control de la enfermedad, y sobre la presencia 

de L. monocytogenes en los alimentos son escasos. Por lo que es una necesidad que el sector salud y la industria 

alimentaria implementen un marco legal para la detección del patógeno, lo cual conlleve al control de este en México. 

La listeriosis humana es una enfermedad con tasa de mortalidad alta (20 a 30%), que incluye padecimientos severos como 

la meningitis, septicemias y abortos; afecta principalmente a personas inmunocomprometidas e inmunodeficientes, así 

como a embarazadas, ancianos y niños (Zunabovic et al. 2011). Listeria monocytogenes tiene la capacidad de formar 

biopelículas, proliferar en temperaturas de refrigeración, resistir pH extremo y altos niveles de sal. Las vacas pueden ser 

portadores asintomáticos y alojar el patógeno en la ubre, esto puede conducir a la excreción de bacterias durante el ordeño, 

contaminando la leche y, por consecuencia, productos lácteos (Jaramillo-Bedoya et al. 2021).  

La leche de vaca es un alimento básico en la alimentación de las personas, principalmente por su alto valor nutricional. 

De acuerdo con cifras del Servicio de Información Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), la producción nacional de leche 

de vaca fue de 13 millones 239 mil 779 toneladas en 2021, lo cual representó un aumento de 2.3 por ciento con relación 

al 2020, en el cual se produjeron 12 millones 943 mil 123 toneladas y un consumo per cápita de 124.3 litros (De 

Agricultura y Desarrollo Rural, 2021). La composición química de la leche varía dependiendo de varios factores, tales 

como la raza de la vaca, del cuidado, la alimentación que se suministra, así como las condiciones de higiene durante el 

ordeño (Agudelo & Bedoya, 2005). La leche por ser un alimento muy completo y rico en nutrientes es un medio de 

cultivo ideal para el crecimiento de microorganismos, y su calidad higiénica puede verse afectada por bacterias patógenas 

que pueden provenir por vía endógena o vía exógena. Dentro de los factores de contaminación por vía endógena se 

mailto:ap.mendozavalerio@ugto.mx1


 

 

pag 2 

 

 

VOLUMEN 28 

Verano de la Ciencia XXIX 

ISSN 2395-9797 

www. jóvenesenlaciencia.ugto.mx  

encuentra el ordeñar vacas enfermas, con manifestaciones clínicas o subclínicas donde la leche puede venir contaminada 

con microorganismos patógenos tales como Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus. En cuanto a los factores 

de contaminación exógena, se pueden incluir las condiciones presentes en el entorno al momento del ordeño, por ejemplo, 

las heces del animal, el medio ambiente, los utensilios usados durante el proceso de ordeño. Una vez extraída le leche, el 

producto puede presentar contaminación en el almacenamiento, transporte y comercialización del producto (Aguilera-

Becerra et al., 2014). 

En este sentido, L. monocytogenes es uno de los microorganismos patógenos con gran interés para el sector salud, ya que 

en situaciones extremas puede ocasionar la muerte (Moshtaghi, 2007). L. monocytogenes es un bacilo corto, 

grampositivo, no esporulado, móvil, aerobio, capaz de crecer en condiciones microaerofilicas, es catalasa positiva y 

oxidasa negativa. En agar sangre presenta una morfología con colonias puntiformes, circulares, lisas y translúcidas de 

color azul grisáceo con una zona discreta de beta hemólisis (NOM-143-SSA1-1995). Debido a lo anterior L. 

monocytogenes debe estar ausente en los alimentos, por lo cual es importante detectarlo a tiempo para evitar la 

enfermedad. Se han reportado diferentes métodos, tales como las pruebas microbiológicas en alimentos a partir de medios 

de enriquecimiento con la capacidad para crecer en presencia de ciertos nutrientes, sales, químicos o antibióticos, así 

como la realización del aislamiento de la bacteria. La desventaja de estos métodos tradicionales es que para la detección 

de Listeria spp. se requieren hasta 4 días para obtener resultados. Los métodos de detección moleculares tales como el 

PCR (reacción en cadena de la polimerasa) y método LAMP (Amplificación isotérmica mediada por bucle) son métodos 

rápidos y específicos que pueden permitir la detección de este microorganismo. La efectividad de LAMP se basa en el 

diseño de oligonucleótidos que deben ser muy específicos. A diferencia de PCR, LAMP requiere de 4 a 6 oligonucleótidos 

y en la amplificación de ácidos nucleicos en condiciones isotérmicas (Muñiz, 2018). Los productos amplificados por 

LAMP pueden ser detectados por una gran diversidad de métodos como inspección visual, electroforesis en gel de agarosa 

(AGE), colorimetría, detección electroquímica, y métodos de tiras reactivas inmunocromatográficas (ICT) (Zhang et al., 

2014). Los métodos de visualización comúnmente utilizados para una detección rápida son los agentes colorimétricos y 

los ICS, ya que son métodos sencillos que no involucran de equipo sofisticado. 

Actualmente se han desarrollado diferentes métodos LAMP para detectar L. monocytogenes, sin embargo, todos ellos 

están basados en la amplificación de genes de virulencia como el gen hly A que codifica para la Listeriolisina O (Tang et 

al., 2011; Shang et al., 2012; Wang et al., 2012; Fiore et al., 2023), el gen actA que codifica para el gen de polimerización 

de actina (Feng et al., 2018) y gen mpl para la síntesis de una metaloproteasa (Busch et al., 2022). En este trabajo nuestro 

objetivo fue desarrollar un método rápido y sencillo para detectar Listeria spp. en leche mediante un método de 

amplificación isotérmica, así como determinar las condiciones óptimas para llevar a cabo la amplificación. Los 

oligonucleótidos fueron diseñados a partir de las regiones V2-V3 del ADNr 16S, de tal forma que la amplificación permite 

detectar L. monocytogenes y L. innocua, principales listerias contaminantes en los alimentos. 

2. Metodología 

2.1 Cepas bacterianas e identificación microbiológica  

Dos cepas de Listeria fueron empleadas para este estudio: Listeria innocua ATCC 15303 y Listeria monocytogenes 

ATCC3309. Las cepas bacterianas fueron crecidas en medio selectivo Oxford agar base (Condalab, Madrid España) y 

medio de cultivo infusión cerebro corazón [BHI, (BD BIOXON, Estado de México, México)], y las colonias fueron 

analizadas mediante la tinción de Gram y prueba de la catalasa. Para la prueba de catalasa se utilizó un cultivo puro, el 

cual fue emulsificado, y se empleó una gota de solución de peróxido al 3%. La tinción de gram se realizó de acuerdo con 

lo descrito por el proveedor (Golden Bell, CAT82000). 

 

 

2.2 Diseño de primers para la reacción de LAMP 

Se diseñaron 5 oligonucleótidos de las secuencias del gen 16S ADNr en la región v2-v3. La amplificación isotérmica se 

empleó usando cepas de L. innocua ATCC 15303 y L. monocytogenes ATCC3309. La reacción LAMP fue específica 

para las cepas de referencia. Las secuencias de los oligonucleótidos se muestran en la Tabla 1 y Figura 1 y 2. 

Tabla 1. Oligonucleótidos y secuencia para Listeria innocua y Listeria monocytogenes. 
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Oligonucleótidos Secuencia (5’→ 3’) 
Posición en el gen 16S 

(Listeria innocua) 

Posición en el gen 16S 

(Listeria 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Posición de los oligonucleótidos F3, LF, FIP, BIP, B3 en las regiones V2-V3 del ADNr 16S de L. innocua. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Posición de los oligonucleótidos F3, LF, FIP, BIP, B3 en las regiones V2-V3 del del ADNr 16S de L. monocytogenes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 Reacción colorimétrica de LAMP 

Para la mezcla de reacción de LAMP se utilizó el reactivo WarmStart Colorimetric LAMP 2X Mix (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EEUU). Cada reacción isotérmica se realizó en un volumen final de 10 µL conteniendo 0.4 µM 

de los oligonucleótidos FIP y BIP, 0.05 µM de los oligonucleótidos F3 y B3, 0.1 µM del oligonucleótido LF, y 5 µL del 

master mix de WarmStart Colorimetric con la polimerasa Bst 2.0 WarmStart® y rojo fenol para la detección del pH de 

los productos LAMP. Las reacciones que contenían 0.5 µL de ADN templado o agua estéril como control negativo, se 

colocaron en un termociclador para la amplificación isotermal. La temperatura de reacción se optimizó en un rango de 

64 a 67°C durante un lapso de 30 a 120 min. Los tubos con la mezcla de reacción fueron monitoreados para detectar un 

cambio de color (de rosa a amarillo indicó una reacción positiva) inmediatamente después de la terminación de la 

reacción. 

F3 

FIP 
LF 

BIP 

1 

B3 

B3 

272 

GAACGAACGGAGGAAGAGCTTGCTCTTCCAAAGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACC 

TGCCTGTAAGTTGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACC GAATGATAGAGTGTGGCGCATGCC 

ACGCTCTTGAAAGATGGTTTCGGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGG  

GTAATGGCCTACCAAGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG  

F3 LF 

FIP LF 

B3 BIP 

71 

280 

GAGGAAGAGCTTGCTCTTCCAAAGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGT 

TGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATGATAAAGTGTGGCGCATGCCACGCTTTTGAAAG  

ATGGTTTCGCTATCGCTTACAGATGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAGGGTAATGGCCTACCAAG 
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2.4 Curvas de calibración de Listeria innocua en medio selectivo Oxford y medio convencional. 

Para determinar la cantidad de biomasa presente en los cultivos y realizar la inoculación artificial en leche, se realizaron 

diluciones seriadas utilizando un factor de dilución 10. Esto permitió obtener una curva de calibración de las unidades 

formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) y la densidad óptica a 600 nm (OD600). Se inoculó una colonia aislada 

de L. innocua o L. monocytogenes en 10 mL de medio Caldo Soya Tripticaseína (TSB) y se incubó a 37°C durante 18+2 

horas en agitación constante. El inóculo se diluyó varias veces para obtener cinco puntos de OD600 entre 0.01 y ~0.6, 

culminando en una dilución 1X10-6. Posteriormente, se esparcieron 100 µL de cada dilución sobre placas de Petri con 

medio sólido BHI y medio sólido Oxford, y se incubaron a 37°C de forma invertida durante 18 a 24 horas. Después del 

periodo de crecimiento, se examinaron las placas y se contaron aquellas que tienen entre 30 y 300 colonias por placa. El 

ensayo se realizó por triplicado, con dos ensayos independientes. Las colonias contadas se promediaron y multiplicaron 

por el factor de dilución para obtener las UFC/mL. Los resultados se graficaron y se aplicó una regresión lineal para 

obtener la ecuación final. 

2.5 Extracción de ADN en muestras de leche para utilizarse como templado en las reacciones de 

LAMP 

Debido a la diversidad en la composición de la leche, se evaluaron cuatro métodos de extracción de ADN para la detección 

de Listeria spp. en muestras de leche pasteurizada y leche cruda inoculadas artificialmente con Listeria innocua. Los 

métodos evaluados fueron: 

2.5.1 Disrupción por ebullición a partir de muestras diluidas. Las diluciones se realizaron conforme a lo descrito por 

la NOM-110-SSA-1994. De estas diluciones se tomaron 500 μL y se pasaron a tubos Eppendorf, se incubaron a 100°C 

por 10 minutos y centrifugaron a 10,000 rpm por 3 min. El sobrenadante fue utilizado como templado para la detección 

en la reacción LAMP. 

2.5.2 Extracción con buffer KCl. Se utilizó el protocolo propuesto por Kaclíkova et al. (2003). Se centrifugó por 4 

minutos 1 mL de leche inoculada artificialmente a 10,000 rpm, la fase lipídica fue eliminada con un hisopo y el 

sobrenadante con ayuda de una micropipeta. Se lavó el pellet con 1 mL de NaCl 0.85% y se resuspendió en 200 μl de 

tampón KCl (Tris-HCl 20 mM, pH 8.0 y KCl 50 mM), para posteriormente incubarse a 100°C por 25 min y se centrifugó 

a 16000 g por 10 min. El sobrenadante fue recuperado en otro tubo y almacenado a -20°C.  

2.5.3 Extracción PBS + Tween 20. Se utilizó el protocolo propuesto por Longhi et al (2003). Se centrifugó por 4 minutos 

1 mL de leche inoculada artificialmente a 10,000 rpm, la fase lipídica fue eliminada con un hisopo y el sobrenadante con 

ayuda de una micropipeta. Se lavó el pellet dos veces con 1 mL de PBS 1X (pH 7.4) centrifugando 4 min a 10, 000 rpm. 

Posteriormente, se resuspendió en 100 uL de PBS + Tween 20 0.05% y fue incubado a 100°C por 10 minutos y se 

centrifugó durante 3 min a 10,000 rpm para recuperar el sobrenadante en otro tubo 

2.5.4 Extracción con solventes orgánicos. Para la extracción de ADN con solventes orgánicos se evaluaron a su vez 

diferentes protocolos con solventes como tiocinato de guanidina-fenol, fenol-cloroformo, PBS y KCl. i) Extracción con 

tiocinato de guanidina-fenol. Para la extracción se utilizó el reactivo TRI Reagent ® (ABP Biosciences) y 1 mL de 

muestra de leche, siguiendo el procedimiento propuesto por el proveedor (T9424, Sigma-Aldrich). ii) Extracción con 

buffer de lisis PKS-SDS-Tritón y fenol-cloroformo. Se utilizó el protocolo propuesto por Marianelli et al. (2008) con 

algunas modificaciones. Se mezclaron 500 µL de la muestra de leche con 500 µL de NaCl al 0.9%. La mezcla se 

centrifugó durante 3 minutos a 10,000 rpm, se removió la fase lipídica con un hisopo estéril y se eliminó el sobrenadante 

con ayuda de una micropipeta. A continuación, se añadieron 500 µL de muestra a 400 µL de la solución de lisis (2% 

Tritón-X 100, 1%SDS, 100 mM NaCl, 10 mM TrisHCl, pH 8.0) y 5 µL de proteinasa K (20 mg/mL). La mezcla se incubó 

durante 2 horas a 50°C. Posteriormente, se incubó en hielo durante 5 minutos, se agregó 1 mL de NaCl 1.5 M y se agitó 

en un vortéx. Se realizó un lavado con una solución fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 25:24:1, mezclando durante 30 

segundos y centrifugando durante 4 minutos a 12,000 rpm. Después la fase acuosa se transfirió a otro tubo, y se repitió 

el paso anterior. Se añadió 1 mL de etanol al 70%, se mezcló y se centrifugó a 3500 rpm durante 10 minutos. Finalmente, 

se descartó el sobrenadante, los tubos se dejaron secar y el pellet resultante se resuspendió en 25 µL de agua destilada 

estéril. iii) Extracción con buffer de lisis PKS-SDS y fenol-cloroformo. Se utilizó el protocolo propuesto por Volk et al. 

(2014) con algunas modificaciones. Se tomó 1 mL de la muestra de leche y se centrifugó durante 2 min a 6,708 x g. La 

fase lipídica fue removida con un hisopo estéril, y el sobrenadante se eliminó con ayuda de una micropipeta. A 

continuación, se añadieron 500 µL de NaCl 0.9% a la muestra, se mezclaron en vortex durante 30 s, y se centrifugó 

nuevamente durante 2 min a 6708 x g. Al pellet resultante se le añadieron 500 µL del buffer TENS (10 mM TrisHCl pH 

8.0, 1 mM EDTA, 100 nM NaCl, 0.5% SDS, y 25 mg/mL proteinasa K), se mezcló durante 30 segundos y se incubó a 

50°C durante 3 horas. Tras la digestión de las proteínas, se añadieron 500 µL de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol 
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isoamílico (25:24:1). Las muestras se mezclaron durante 30 segundos y se centrifugaron durante 4 min a 12,000 rpm. La 

fase acuosa se transfirió a otro tubo y se repitió el proceso. Las muestras se mezclaron y centrifugaron durante 2 min a 

12,000 xg, la fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo. Luego, se añadieron 50 µL de acetato de sodio 3 M y 400 µL de 

isopropanol, se mezclaron por inversión y se incubaron durante 30 minutos a -20°C. Finalmente, se descartó el 

sobrenadante, los tubos se dejaron secar y el pellet resultante se resuspendió en 25 µL de agua destilada estéril. 

2.6 Evaluación del ADN extraído. 

La concentración y calidad de ADN total fue evaluado en un micro espectrofotómetro (NanodropTM Lite, 

ThermoScientific) a 260 y 280 nm (Sambrook, 2001). Además, las muestras se visualizaron por electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (p/v) para lo cual se tomaron 5 µL de ADN. Como buffer de corrida se usó TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 

1 mM EDTApH  8 ± 0.2) y los geles se tiñeron con de bromuro de etidio. La separación se realizó a 120V y los geles se 

observaron en luz ultravioleta utilizando el transiluminador FBTI-88. Como marcador de peso molecular se emplearon 2 

µL del marcador 1 kb Plus Ladder (Invitrogen). 

3. Resultados y discusión 

3.1 Cepas bacterianas e identificación microbiológica 

Para cotejar algunas de las características de L. innocua ATCC 15303 y L. monocytogenes ATCC3309, estas fueron 

sometidas a la prueba de catalasa y tinción de gram. Los resultados se muestran en la Tabla 2. 

Tabla 2. Identificación microbiológica de Listeria spp. 

Prueba microbiológica  Listeria innocua  Listeria monocytogenes  

Prueba de catalasa Positiva  Positiva  

Tinción gram Gram positivas, bacilos cortos Gram positivas, bacilos cortos 

Identificación 

morfológica  

Colonias negras con halo 

negro 
Colonias negras con halo negro 

 

Las especies de Listeria son catalasa positiva, lo cual pudo ser comprobado al realizar la prueba para L. innocua y L. 

monocytogenes. Según la NOM-143-SSA1-1997 en el punto 9.2.2 se establece que al realizar el ensayo, ambas producen 

la formación inmediata de burbujas indica que la prueba es positiva.  La prueba funciona para detectar la enzima catalasa, 

que está presente en la mayoría de los microorganismos que poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa 

hidrolizan el peróxido de hidrógeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas (Fernández et al. 

2010). La tinción gram nos permite dividir a las bacterias en dos grandes grupos taxonómicos: Gram positivas y Gram 

negativas, según sea su comportamiento frente a la tinción.  

3.2 Estandarización de la reacción de LAMP 
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El reactivo comercial WarmStartColorimetric RT-LAMP 2X Master Mix (M1800S, New England Biolabs) contiene dos 

enzimas, una transcriptasa reversa y una polimerasa extremadamente termoestable (Bst 2.0). La temperatura y tiempo de 

reacción fueron optimizados para la detección de Listeria spp. evaluando tres temperaturas diferentes (64.1°C, 65.6°C y 

67.2°C) durante 120 min con cultivos bacterianos puros de L. innocua, así como dos concentraciones diferentes de 

oligonucleótidos en una relación 1:8:2 (F3:B3, FIP, BIP:LF). El cambio de coloración en la reacción de rosa a amarillo 

indicó una amplificación positiva. El ensayo de LAMP fue exitoso para todas las temperaturas evaluadas, sin embargo, 

el comportamiento de las reacciones para cada temperatura fue diferente (Figura 3 y 4). A 64.1°C el comportamiento de 

las reacciones permanece constante durante los 120 min, contrario a lo observado a 65.6 y 67°C, donde los controles 

negativos (muestra sin ADN) se tornan de color amarillo ámbar difícilmente de contrastar con la muestra positiva cuando 

la cantidad de oligonucleótidos utilizada es la indicada por el proveedor (Figura 3). Este comportamiento ha sido 

reportado previamente por Thi et al. (2020) y Raddatz et al. (2023) en ensayos utilizando el mismo reactivo, donde a 

partir de los 35 min reportan que el control negativo frecuentemente se vuelve amarillento y al ser visualizado en geles 

de agarosa se genera un patrón de bandeo diferente a su control positivo, causado por productos de amplificación falsos. 

Al disminuir cuatro veces la concentración de oligonucleótidos indicada por el proveedor (0.4 µM de los oligonucleótidos 

FIP y BIP, 0.05 µM de los oligonucleótidos F3 y B3, 0.1 µM del oligonucleótido LF) el comportamiento fue estable hasta 

los 120 min a 64.1°C y 67.2°C (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. 

Estandarización 

de la reacción de LAMP utilizando como referencia cultivo puro de Listeria innocua. Mezcla de reacción con oligonucléotidos sugeridos por el 

proovedor.  

 

 

 

 

 

Figura 4. Estandarización de la reacción de LAMP utilizando como referencia cultivo puro de Listeria innocua. Mezcla de reacción con 

oligonucléotidos de menor concentración  (0.4 µM de los oligonucleótidos FIP y BIP, 0.05 µM de los oligonucleótidos F3 y B3, 0.1 µM del 

oligonucleótido LF. NTC: control negativo de la reacción, P: L. innocua presente en la reacción.   

Por lo tanto, la temperatura de reacción determinada como óptima fue de 64.1°C, donde el cambio de coloración en la 

reacción permanece constante hasta los 120 minutos (Figura 3). 

3.3 Curvas de calibración de Listeria en medio selectivo y convencional 

A partir de la relación entre la densidad óptica a 600 nm y la cantidad de unidades formadoras de colonias, se obtuvieron 

curvas de calibración que permitieron inocular artificialmente la leche en cantidades definidas. Las curvas de calibración 

NTC      P        NTC        P           NTC        P

64.1°C                65.6°C                67.2°C 64.1°C              65.6°C              67.2°C

30 min

60 min

45 min

120 min

NTC      P        NTC        P           NTC        P
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presentaron una tendencia lineal, lo que permitió obtener una ecuación de la recta y con ello se determinó las UFC/mL 

en función de las lecturas de OD600 las cuales se muestran en la siguiente Tabla 3 y Figuras 5 y 6. 

Tabla 3. Ecuación de las curvas de calibración de UFC/mL para Listeria spp. en diferentes medios de cultivo. 

Microorganismo  Medio de cultivo  Ecuación  Valor R 

Listeria innocua 

Agar base Oxford 

BHI 

y = 3X10-10 + 0.0184 

y = 3X10-10 + 0.0232 

0.9895 

0.9721 

Listeria monocytogenes Agar base Oxford y= 5X10-10 + 0.0834 0.8942 

 

Figura 5. Curva de 

calibración entre la relación de UFC/mL y densidad óptica. A: Curva de calibración de Listeria innocua, en medio BHI. B: Curva de calibración de 

Listeria innocua en medio Oxford.                                           

El crecimiento en cajas de medio BHI agar y medio agar base Oxford, mostró un crecimiento similar. Este resultado 

podría esperarse, ya que al ser un monocultivo no tiene competencia por otros microorganismos. La principal diferencia 

en estos dos medios es que el medio Oxford se trata de un medio selectivo para Listeria spp. tiene un sistema indicador 

de esculina y hierro férrico para el aislamiento y diferenciación de Listeria spp. ya que hidroliza la esculina. Además, en 

el medio Oxford permite inhibir bacterias gramnegativas, la mayoría de grampositivas se suprimen, aunque algunos 

estafilococos coagulasa negativos pueden aparecer como colonias de esculina negativa (Oxford agar, 2003).  

 

 

 

 

 

Figura 6. Curva de calibración entre la relación de UFC/mL y densidad 

óptica de Listeria monocytogenes en medio Oxford. 

Aunque el medio agar base Oxford es el más utilizado para la detección por contaminación de Listeria monocytogenes, 

la principal limitación es la incapacidad para diferenciar L. monocytogenes y L. innocua, por lo que esto ha llevado a 

desarrollar medios cromogénicos que sí son capaces de diferenciarlas, como ALOA (Agar Listeria según Ottaviani y 

Agosti) y CHROMagar™ Listeria spp. (Law et al., 2015). 

3.4 Evaluación del método LAMP para la detección de Listeria monocytogenes en muestras de 

leche 
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A partir de las curvas de calibración se inoculó artificilamente con 1X109 UFC/mL leche entera pasteurizada y se evaluó 

la detección de Listeria spp. por el método de LAMP. En primera instancia, se optó en utilizar como templado de la 

reacción de LAMP ADN extraído por ebullición, sin embargo, la primera prueba realizada mostró un cambio de color a 

amarillo de manera inmediata presentando un falso positivo (Figura 7A). Por lo que se realizaron diluciones previas a la 

ebullición de acuerdo con la NOM-110-SSA-1994. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Ensayo del 

método LAMP. A) Reacción LAMP en muestra directa de leche pasteurizada. NTC: Control negativo, P: positivo, LE: muestra de leche entera 

pasteurizada. B) Reacción LAMP en diluciones de leche. NTC: Control negativo; LE: Leche entera pasteurizada; LI: Leche entera pasteurizada e 

inoculada artificialmente; 1:10: Dilución 1:10; 1:100: Dilución 1:100, 1:1000: Dilución 1:1000. LIM: Muestra de leche de ADN con disrupción por 

ebullición; P: Positivo de Listeria innocua. C)  Muestras de ADN observadas en electroforesis. . LE: Leche entera pasteurizada; LI: Leche entera 

pasteurizada e inoculada artificialmente; 1: Marcador de peso molecular de 1 kb Plus (Invitrogen); 2: Control negativo; 3:  Dilución 1:10; 4: Dilución 

1:100, 5: Dilución 1:1000; 6: Dilución 1:10; 7: Dilución 1:100; 8: Dilución 1:1000; 9: Muestra de leche de ADN con disrupción por ebullición. C) 

Cuantificación del color. La línea punteada representa el umbral del control negativo. 

El ensayo de LAMP se realizó utilizando como control negativo leche entera pasteurizada sin inocular y leche entera 

pasteurizada inoculada con 1X109 UFC/mL de L. monocytogenes. En los controles negativos se observó un ligero cambio 

de color para las diluciones 1:10 y 1:100, sin embargo en la muestra 1:1000 permaneció con una tonalidad similar al 

control negativo de reacción (NTC). Las muestras de leche inoculadas artificialmente presentaron un cambio de color 

similar a sus controles negativos, sin embargo, en la dilución 1:1000 el cambio fue más evidente en contraste con su 

control negativo (Figura 7B). Adicionalmente, se evaluó extraer ADN con el método disrupción por ebullición pero 

realizando un pretratamiento adicional, en esta muestra se observó un color más parecido al positivo, que era lo que se 

esperaba. Para corroborar los resultados se visualizaron en un gel de agarosa al 2% (Figura 7C) y cuantificaron en un 

espectrofotómetro (Figura 7D). En la figura 7C se observa un bandeo comprobando que las muestras presentaron 

amplificación, aunque en las muestras de leche sin inocular también se observaron. En este ensayo se incubó durante dos 

horas para detectar un mejor cambio de coloración. Sin embargo como se mencionó en el punto anterior, puede haber el 

error de falsos positivos al incrementar el tiempo de incubación, en este sentido la muestra que mejores resultados dio 

fue el diluir la muestra de leche 1:1000 y la utilización de un pretratamiento para la extracción del ADN. Para optimizar 

el proceso se evaluaron diferentes métodos de extracción de ADN.  

3.4 Extracción de ADN en muestras de leche para utilizarse como templado en las reacciones de 

LAMP 

La leche tiene diferencias en la composición tanto químicas como microbiológicas que afectan en el proceso de extracción 

de ADN y evaluación por el método LAMP, por lo que se evaluaron dos tipos de leche: leche entera pasteurizada y leche 

cruda. Para la leche entera pasteurizada se utilizó leche de la marca comercial Lala (LE), y para la leche cruda, se 

DC
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utilizaron dos muestras de leche cruda una perteneciente a un punto de venta en Salamanca (LB1) y la otra en un punto 

de venta en Irapuato (LB2). A estas muestras, se les inoculó artificialmente Listeria innocua para posteriormente extraer 

ADN y evaluar diferentes protocolos de extracción en las muestras.  En la tabla 4 se muestran los valores de concentración 

y pureza del ADN aislado utilizando los protocolos mencionados anteriormente. Además, las muestras de ADN se 

observaron en un gel de agarosa al 1% para corroborar su integridad (Figura 8).  

Tabla 4. Comparación de diferentes métodos de extracción de ADN de leche entera pasteurizada y leche cruda. 

LE: Leche entera pasteurizada, LB1: Leche cruda de Salamanca, LB2: Leche cruda de Irapuato. * Protocolo fenol-

cloroformo y PKS-SDS-Tritón 100X con modificación en el tiempo de incubación respecto a la fuente original. NC: no 

contundente. 

Los protocolos de extracción que mostraron una mayor concentración fueron aquellos basados en la disrupción de la 

pared celular por ebullición, ya sea con agua, Buffer KCl o PBS+Tween 20. Sin embargo, la pureza obtenida fue muy 

baja (menor a 1.0) y, al ser visualizados en gel de agarosa al 1%, no se observó una banda definida (Figura 8). Esta es 

una característica común de los protocolos basados en calentamiento, que, aunque son de bajo costo, el ADN extraído 

puede resultar inestable por la presencia de enzimas que pueden degradarlo (Elizaquivel y Aznar, 2008). Para el 

aislamiento de ADN de leche entera pasteurizada y leche cruda, los protocolos de extracción con fenol-cloroformo 

presentaron la mayor pureza (mayor a 1.7) corroborando su integridad al ser visualizados en gel de agarosa. En contraste, 

la extracción con tiocinato de guanidina - fenol produjo una menor cantidad de ADN (1.3 ng/µL), el cual no pudo ser 

visualizado en gel de agarosa. A pesar de ser laboriosos y emplear compuestos tóxicos, los protocolos de extracción 

basados en solventes orgánicos siguen siendo el método de elección para el aislamiento de ADN de todo tipo de muestras, 

incluidas la leche (Pokorska et al. 2016). Cabe destacar que los protocolos de extracción basados por ebullición con 

Buffer KCl o PBS+Tween han sido empleados exitosamente en matrices cárnicas para la detección de Listeria 

monocytogenes por técnicas moleculares como PCR. Para le detección de microorganismos presentes en leche por el 

método LAMP se han utilizado kits comerciales para la detección de Pseudomonas fluorescens (Bu et al., 2022) y 

extracciones donde requieren una mezcla de diversas enzimas como proteinasas, lizosimas, mutanolisinas, lisostafina, 

entre otras (Griffioen et al., 2020) para detectar Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y 

Streptococcus spp. Específicamente para Listeria monocytogenes Wang et al. (2016) ha reportado la detección de 200 

cfu/mL en leche cruda mediante el aislamiento por ebullición con solución de lisis (20 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA y 

1.2% Tritón X-100) utilizando LAMP-PAGE.  

Detección 

por LAMP

Tiempo de 

extracción

Pureza

A260/280

Concentración

(ng/µL)

Tipo de 

leche
ReferenciaMétodo

SI10 min1.23 + 0.01278.8 + 2.3LE
Shao et al. 

2011

Ebullición con 

agua

NO1 h1.31 ± 0.271.30 ± 1.13LE
Sigmaaldrich 

2021

Tiocinato de 

guanidina - fenol

SI

SI

SI

2 h

1.71 ± 0.17

1.85 ± 0.03

1.83

30.45 ± 18.3

231.7 ± 67.3

58.8

LE

LB1

LB2

Marianelli et al. 

2008*

PKS-SDS-Tritón fenol-

cloroformo

SI

NC

NC

2 h

1.73

1.84 ± 0.03

1.8

31

67.35 ± 0.35

131.7

LE

LB1

LB2

Volk et al. 

2014*

PKS-SDS

fenol-cloroformo

NO

NO

1 h

0.85 ± 0.04

0.77 ± 0.01

766.4 ± 137.89

445.9 ± 218.78

LE

LB1

Kaclíkova et al. 

2003

Buffer KCl

SI

SI

1h

0.93 ± 0.09

1.01 ± 0.18

264.8 ± 22.20

252.2 ± 95.18

LE

LB1

Longhi et al. 

2003
PBS + Tween 20
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Figura 8. Muestras de ADN observadas en electroforesis. A) Extracción de ADN Gel A: 1: Marcador de peso molecular de 1 kb Plus (Invitrogen); 2: Leche 

Entera pasteurizada protocolo PKS-SDS-Tritón; 3: Leche cruda protocolo PKS-SD-TritónS; 4: Leche entera pasteurizada extraída por protocolo 

propuesto por Volk et al. 2014; 5: Leche bronca de Salamanca pasteurizada extraída por protocolo propuesto por Volk et al. 2014; 6: Dilución 1:10; 7: 

Dilución 1:100; 8: Dilución 1:1000. B) Extracción de ADN Gel B: 1: Marcador de peso molecular; 2: Leche entera pasteurizada protocolo KCl; 3: Leche 

bronca protocolo KCl; 4: Leche entera protocolo PBS- SDS; 5: Leche cruda protocolo PBS-SDS. C) Reacción de LAMP para los diferentes protocolos de 

extracción de ADN. 

Al visualizar las muestras en luz ultravioleta en el gel de agarosa se comprobó que a pesar de obtener grandes 

concentraciones en las extracciones de Buffer KCl o PBS+Tween 20, en el gel no son tan visibles las bandas de ADN, 

probablemente a la presencia de proteínas u otros componentes de la leche. En cambio, el método de extracción de ADN 

que mejor resultado mostró fue aquel basado en solventes orgánicos, ya que el protocolo PKS-SDS-Tritón+fenol-

cloroformo y PKS-SDS+fenol cloroformo al analizarlos en el gel de agarosa al 1% la banda de ADN es visible (Figura 

8A/B). La reacción de LAMP fue positiva para la extracción con fenol-cloroformo, sin embargo, utilizando como 

solución de lisis la pectinasa K con SDS y Tritón 100X (PKS+SDS+Tritón+fenol-cloroformo) los resultados son más 

contundentes (Figura 8C). La detección de L. monocytogenes por LAMP utilizando métodos de extracción con solventes 

orgánicos y kits comerciales son las que comúnmente se utilizan para obtener una mayor sensibilidad (Papatheodorou et 

al., 2021). Otra forma de extracción rápida y sencilla es el método de disrupción por ebullición que ha sido utilizado en 

diferentes matrices alimentarias (Cui et. al 2024), en nuestro estudio se observa que fueron positivos con la solución de 

lisis SDS+Tween 20 y agua (Figura 8C y Figura 7C). Sin embargo, en el protocolo de extracción con buffer KCl no se 

observó un cambio en la coloración de la reacción aun cuando las muestras de leche estaban inoculadas artificialmente 

con L. monocytogenes, incluso desde el primer momento las muestras se tornaron de un color más fucsia en comparación 

con el control negativo, indicando un posible cambio en el pH de la reacción ocasionado por el buffer KCl. 

4. Conclusiones 

En el presente estudio se evaluaron las condiciones óptimas para detectar Listeria innocua y Listeria monocytogenes en 

matrices alimentarias de leche pasteurizada y leche cruda utilizando un método de detección visual mediante una 

ampliación isotérmica. Las condiciones óptimas de reacción fueron a una temperatura de 67°C y un tiempo óptimo de 

120 minutos. Además, se evaluaron distintos protocolos de extracción de ADN por solventes orgánicos y disrupción por 

ebullición con diferentes soluciones. El método donde más rápida y sencilla fue la detección de Listeria spp. fue ebullición 

con agua.  
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