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Resumen: Listeria monocytogenes es un patógeno ubicuo intracelular, causante de la Listeriosis, la cual se 
considera una enfermedad transmitida por alimentos (eta). En la actualidad existe una creciente demanda 
de consumidores de productos alimenticios tratados mínimamente que pueden favorecer la proliferación de 
este microorganismo. Es necesario contar con programas de vigilancia que incluyan métodos fiables para la 
detección de este patógeno en casos de brotes epidémicos. Esta revisión bibliográfica compara las ventajas y 
desventajas de las técnicas fenotípicas y genotípicas utilizadas en la determinación de L. monocytogenes con 
el fin de definir la más adecuada que permita obtener resultados confiables y en el menor tiempo posible. Se 
realizó una búsqueda bibliográfica en bases de datos como Pubmed, Science Direct, Proquest y Ovid, en inglés 
y español, utilizando los siguientes descriptores: L. monocytogenes, molecular typing, diagnosis, pcr y bacterial 
typing techniques. Estos se combinaron de diferentes maneras para, finalmente, recopilar setenta artículos 
que cumplieron con los criterios de selección propuestos. Como resultado se presentan las técnicas de diag-
nóstico fenotípico y genotípico que representan una opción útil para el aislamiento e identificación de este 
patógeno a partir de diferentes orígenes. Las técnicas revisadas permiten la diferenciación entre especies pa-
tógenas y no patógenas, así como de serotipos y genotipos con base en la implementación de procedimientos 
cuya fundamentación puede diferir, pero que igualmente pueden ser complementarias.
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Theoretical Comparison Between Phenotypic and 
Genotypic Techniques Used in the Identification of 
Listeria Monocytogenes

Summary: Listeria monocytogenes is a ubiquitous intracellular pathogen, which causes Listeriosis. 
It is considered as a foodborne disease (FBD). Currently there is a growing consumer demand for 
minimally treated food products, situation that can promote the proliferation of this microorganism. 
It is necessary to have surveillance programs including reliable methods for detecting this pathogen 
in cases of epidemic outbreaks. This literature review compares the advantages and disadvantages 
of the phenotypic and genotypic techniques used in the determination of L. monocytogenes to define 
the most appropriate one, which obtains reliable results in the shortest possible time. A bibliographic 
research was carried out in databases such as Pubmed, Science Direct, Proquest and Ovid, in English 
and Spanish. The following descriptors were used: L. monocytogenes, molecular typing, diagnosis, PCR 
and bacterial typing techniques. These were combined in different ways to eventually collect seventy 
articles that complied with the proposed selection criteria. As a result, phenotypic and genotypic 
diagnostic techniques represent a useful option for the isolation and identification of this pathogen 
from different origins. The reviewed techniques allow the differentiation between pathogenic and 
non-pathogenic species, as well as serotypes and genotypes based on the implementation of proce-
dures which substantiation may differ but may also be complementary.

Keywords: L. monocytogenes; molecular techniques; diagnosis; PCR; bacterial diagnostic techniques

Comparação teórica entre técnicas fenotípicas e genotípicas 
utilizadas na identificação de Listeria monocytogenes

Resumo: Listeria monocytogenes é um patógeno ubíquo intracelular, causador da listeriose, a qual 
é considerada uma doença transmitida por alimentos (dta). Na atualidade, existe uma crescente de-
manda de consumidores de produtos alimentares tratados minimamente que podem favorecer a 
proliferação desse micro-organismo. É necessário contar com programas de vigilância que incluam 
métodos confiáveis para detectar esse patógeno em casos de surtos epidêmicos. Esta revisão biblio-
gráfica compara as vantagens e as desvantagens das técnicas fenotípicas e genotípicas utilizadas na 
determinação de L. monocytogenes a fim de definir a mais adequada que permita obter resultados 
confiáveis e no menor tempo possível. Foi realizada uma busca bibliográfica em bases de dados 
como PubMed, Science Direct, Proquest e Ovid, em inglês e espanhol, utilizando os descritores “L. 
monocytogenes”, “molecular typing”, “diagnosis”, “pcr” e “bacterial typing techniques”. Estes foram com-
binados de diferentes maneiras para finalmente recopilar setenta artigos que cumprissem com os 
critérios de seleção propostos. Como resultado, são apresentadas as técnicas de diagnóstico feno-
típico e genotípico que representam uma opção útil para o isolamento e a identificação desse pató-
geno a partir de diferentes origens. As técnicas revisadas permitem a diferenciação entre espécies 
patógenas e não patógenas, bem como de sorotipos e genótipos com base na implementação de 
procedimentos cuja fundamentação pode diferir, mas que igualmente podem ser complementares.

Palavras-chave: L. monocytogenes; técnicas moleculares; diagnóstico; pcr; técnicas de diagnóstico 
bacteriano
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Introducción
La listeriosis es una enfermedad transmitida por 
alimentos (eta), documentada por primera vez en 
1981 durante un brote canadiense en Nueva Esco-
cia (Canadá) [1]. Esta enfermedad es causada por 
Listeria monocytogenes, patógeno intracelular, bac-
teria grampositiva, catalasa positiva, oxidasa nega-
tiva, anaerobia facultativa que pertenece al género 
Listeria [2]. Afecta a diferentes grupos de riesgo: 
recién nacidos, embarazadas, adultos mayores e 
individuos inmunocomprometidos.

El género Listeriai, hasta el momento, incorpora 
diecisiete especies, divididas en dos grupos: Liste-
ria sensu stricto, el cual incluye: L. monocytogenes, 
L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. ivanovii y 
L. marthii; y Listeria sensu lato, que incluye once 
especies: L. rocourtiae, L. weihenstephanesis, L. 
fleischmannii, L floridensis, L. aquatica, L. new-
yorkensis, L. cornellensis, L. grandensis, L.riparia, 
L. booriae y L. grayi. Se han reportado como pa-
tógenas L. monocytogenes, causante de enferme-
dades en humanos y mamíferos, y L. ivanovii, en 
rumiantes [3], [4, [5], [6]. Se pueden aislar del sue-
lo, el agua, los drenajes, la vegetación, las heces de 
animales silvestres, mediante ensilaje, en granjas 
y en instalaciones de procesamiento de alimentos 
[7].

L. monocytogenes puede ser aislada de un sin-
número de alimentos, especialmente los de consu-
mo directo tales como carnes (carne de res, pavo, 
jamón cocido), leche, productos lácteos (mantequi-
lla, queso blando), pescado (ahumado, marinado) 
y otros mariscos (cangrejo, camarones, mejillones 
ahumados), además de helados, vegetales frescos 
(maíz, apio, repollo) y frutas, como, por ejemplo, 
el melón [6].

En relación con L. monocytogenes, se ha aislado 
en el laboratorio utilizando medios selectivos con 
un rango de pH entre 4,4-9,4, resiste temperaturas 
que oscilan entre 0-45 °C (se destaca su capacidad 
de crecer en refrigeración), con una temperatura 
óptima entre 30-37 °C, e, igualmente, puede crecer 
en presencia de un 10 % de NaCl. Es una bacteria 
móvil a 25 °C e inmóvil a 37 °C. Existen cinco se-
rogrupos de L. monocytogenes y trece serotipos de 
acuerdo con el antígeno somático (1/2a, 1/2b, 1/2c, 

3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4ab y 7), de los cuales 
los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b son los responsa-
bles del 95 % de las listeriosis en humanos [5], [8], 
[9].

A nivel mundial el comportamiento epidemio-
lógico muestra que entre los años 1976 y 2019 se 
reportaron en los Estados Unidos, aproximada-
mente, 24 brotes de listeriosis, casi al menos uno 
por año. En la Unión Europea, en 1999 se registra-
ron 667 casos de listeriosis, número que aumentó a 
1583 casos en veintitrés países en el 2006. Adicio-
nalmente, en el 2018 se reportó un brote transmiti-
do por alimentos en cinco países europeos, lo cual 
implicó 32 casos y seis muertes por esta infección. 
En Asia, desde 1964 hasta el 2010, se reportaron en 
total 147 casos de Listeriosis en países como Japón, 
Tailandia y Taiwán, afectando con mayor frecuen-
cia a mujeres embarazadas, neonatos e individuos 
inmunocomprometidos. Finalmente, en África, 
entre enero del 2017 y enero del 2018 se reportaron 
820 casos [10].

En Colombia los datos epidemiológicos son es-
casos respecto a la listeriosis, debido a que no se 
diagnostica con frecuencia y, por tanto, presenta 
subregistro epidemiológico, el cual se incrementa 
si se considera que tampoco es una enfermedad de 
notificación obligatoria [11]. Así mismo, son pocos 
en estos países los estudios epidemiológicos que 
han demostrado la presencia de L. monocytogenes 
en diferentes tipos de alimentos como, por ejem-
plo, la leche y sus derivados, así como en productos 
cárnicos [12], [13].

En el 2017 se encontró un 2,7% (n = 8) de L. 
monocytogenes en tanques de almacenamiento 
de leche cruda de vaca en la ciudad de Tunja (293 
muestras analizadas) [14]. Adicionalmente, en el 
departamento de Boyacá, Colombia, el consumo 
de la leche sin procesar es muy alta [15]. Alrededor 
del 95 % de los habitantes compran la leche en los 
mercados artesanales, porque afirman que la cruda 
es más nutritiva que la pasteurizada [16].

Considerando la incidencia de la infección y el 
consumo de leche cruda, se recomienda la imple-
mentación de métodos fenotípicos y genotípicos 
en la investigación de brotes causados por este mi-
croorganismo. Algunos autores afirman que la ca-
racterización molecular debería ser parte esencial 
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del protocolo de identificación de L. monocytoge-
nes, específicamente en investigaciones de tipo epi-
demiológico [17], [18].

Por tanto, esta revisión bibliográfica tiene como 
objetivo comparar las técnicas de identificación 
de L. monocytogenes tanto en lo que se refiere a 
la forma como a los rasgos genéticos del microor-
ganismo, con el fin de brindar información en la 
adopción de la técnica más útil en cuanto a confia-
bilidad y rapidez en el proceso.

Metodología
Para la elaboración de este artículo se realizó una 
búsqueda bibliográfica en las bases de datos Pub-
med, Science Direct, Proquest y Ovid, en inglés 
y español, utilizando los siguientes descriptores: 
Listeria monocytogenes (D008099), molecular ty-
ping (D008889), diagnosis (D003933), polymerase 
chain reaction (D016133), y bacterial typing techni-
ques (D015373). Estos se combinaron de diferentes 

maneras para, finalmente, obtener setenta artículos. 
Los criterios de selección de los artículos fueron: 1) 
publicaciones en revistas indexadas; 2) publicacio-
nes de los últimos quince años; 3) publicaciones en 
idioma inglés y español, 4) publicaciones que inclu-
yan métodos diagnósticos, artículos de revisión y 
artículos de investigación; asimismo, se evaluaron 
los artículos que incluyeran valoraciones relacio-
nadas con las ventajas y desventajas de la aplicación 
de las técnicas.

Técnicas fenotípicas y genotípicas 
utilizadas para la identificación de 
Listeria monocytogenes
En la Tabla 1 se sintetizan algunos de los estudios 
encaminados al aislamiento e identificación de L. 
monocytogenes a partir de agua y alimentos con-
taminados, entre los cuales se encuentran carnes 
conservadas, leche y sus derivados, por medio de 
técnicas fenotípicas y genotípicas.

Tabla 1. Técnicas utilizadas para fenotipificación y genotipificación de Listeria monocytogenes en diferentes estudios

País Tipo de muestras Métodos de detección Ref.

Portugal 
(Europa)

Plantas productoras de queso artesanal 
a pequeña escala e industrial: leche, 
quesos y ambiente

	◾ Sistema de ensayos automatizados (Vidas)
	◾ Genoserotipificación por pcr múltiple
	◾ Caracterización molecular por medio de pfge (Asci y Apai)

[19]

Portugal
(Europa) 

Plantas procesadoras de salchichas 
fermentadas

	◾ Caracterización por medio de rapd
	◾ Serotipificación molecular basada en pcr múltiple
	◾ Caracterización molecular por medio de pfge (Asci y Apai)

[20]

Francia 
(Europa)

Plantas de procesamiento de alimentos 
y derivados lácteos

	◾ Serotipificación convencional (métodos bioquímicos y 
aglutinación)

	◾ Serotipificación molecular: pcr múltiple (prfA, prs, lmo0737, 
lom1118, orf2819, orf2110) y ensayo de pcr (flaA)

[21]

Irán (Asia) Leche cruda almacenada en tanques 
(vaca, cabra, oveja)

	◾ Sistema de detección ausencia presencia, metodología 
microbiología convencional pcr para amplificar el gen 
16Sarnr (938 bp) y el gen de Listeriolisina O (hylA)

	◾ Serotipificación por pcr múltiple (orf2819, orf2120, lmo0737, 
lmo1118 y prs)

[22]

India (Asia)
Muestras de agua del río Ganges, 
humanos, leche y productos lácteos 
(quesos, helados y mantequilla)

	◾ Método de detección convencional
	◾ pcr para identificación de L. monocytogenes (gen inlA)
	◾ Serotipificación por pcr múltiple (lmo0737, ORF2819, ORF2110, 

lmo1118 y prs)
	◾ Huella genómica por medio de eric y rep-pcr 

[8]

Continúa
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País Tipo de muestras Métodos de detección Ref.

China (Asia)  Leche entera cruda proveniente de 
quince provincias de China pcr para identificación de L. monocytogenes (gen HlyA) [23]

Algeria 
(África) 

Leche cruda almacenada en tanques 
provenientes de granjas

	◾ Elisa
	◾ Serotipificación por pcr múltiple
	◾ Caracterización molecular por medio de fge (Asci y Apai)

[24]

Brasil 
(Suramérica) 

Productos lácteos provenientes de tres 
plantas diferentes

	◾ Método de detección convencional 
	◾ Serotipificación
	◾ Caracterización molecular por medio de fge (Asci y Apai)

[25]

Colombia 
(Suramérica)

Leche cruda del municipio de Pamplona 
(Norte de Santander)

	◾ Método de detección convencional
	◾ pcr para amplificar el gen 16Sarnr (938 bp) y el gen de 

Listeriolisina O (hylA)
[26]

Colombia 
(Suramérica)

Leche cruda de cinco municipios de 
Boyacá

	◾ Método de detección convencional 
	◾ pcr en tiempo real (gen mlp) para identificación de L. 

monocytogenes
[16]

Fuente: elaboración propia.

Identificación fenotípica
El grupo de técnicas fenotípicas utilizadas para la 
identificación de L. monocytogenes incluyen el ais-
lamiento en medios selectivos y la posterior carac-
terización bioquímica y serológica. Inicialmente, 
la caracterización fenotípica consiste en realizar la 
identificación de las colonias (por aislamiento en 
medios de cultivo) y la coloración de Gram, la cual 
se observa en la forma de bacilos grampositivos.

Generalmente, para el aislamiento de L. mono-
cytogenes se debe hacer un pre-enriquecimiento en 
medio cultivo Fraser (fb). El uso de este caldo es el 
paso más importante, pues este medio inhibe mi-
croorganismos gramnegativos, dado que contiene 
ácido nalidíxico, acriflavina y cloruro de litio [27]. 
Posterior a este paso, los cultivos se siembran en 
placas de agar con un medio selectivo/diferencial 
que permite el aislamiento de las colonias presunti-
vas de L. monocytogenes, de modo que el medio se-
leccionado para este paso es el agar de Oxford o una 
modificación de este. El agar de Oxford contiene 
cloruro de litio, cicloheximida, colistina, acriflavi-
na, cefotetan y fosfomicina como agentes selecti-
vos. Además del agar de Oxford, el método de la 
agencia de alimentos y medicamentos (fda) inclu-
ye cloruro de litio/feniletanol/moxalactam (lpm) o 
agar Palcam, que contiene cloruro de litio, polimi-
xina b, acriflavina y ceftazidima [28], [29].

Al ser un organismo no exigente, puede crecer 
en una variedad de medios de cultivo [30]. Entre 
los medios utilizados se encuentran los agares ba-
sados en esculina y los agares cromogénicos. En 
el primer grupo se destacan por su uso el agar 
Oxford, Palcam, agar Oxford modificado (mox, 
por sus siglas en inglés) y lpm fortificado con 
esculina y Fe3+. En el segundo grupo está el agar 
r&f Listeria monocytogenes, Rapid, agar Listeria 
según Ottaviani y Agosti (aloa) y chrom agar 
Listeria [31].

Gasanov et al. consideran que el aislamiento en 
medios de cultivo selectivos permite una caracteri-
zación de la colonia y la identificación bioquímica. 
De hecho, refieren que puede ser considerada la 
técnica Gold estándar para su identificación, pero 
resulta ser un método muy lento [32]. En contra-
posición, otros autores consideran que estas meto-
dologías presentan desventajas en el propósito de 
alcanzar una detección exitosa del microorganis-
mo a partir de diferentes fuentes, entre las cuales 
se encuentran las siguientes:

	◾ concentraciones reducidas del microorganis-
mo, es decir, nivel de contaminación bajo de las 
muestras analizadas;

	◾ enmascaramiento de L. monocytogenes, debido 
a la existencia de microbiota competidora;
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	◾ modificaciones en las características fenotípicas 
de la cepa aislada por su exposición a condicio-
nes extremas, lo que conduce a falsos resultados 
[33];

	◾ metodología laboriosa que requiere entre cinco 
días a dos semanas para obtener resultados;

	◾ presencia de substancias inhibidoras natura-
les en la leche, o la fuerte contaminación de la 
muestra que no permite a la bacteria competir 
y, por tanto, le impide crecer en los medios se-
leccionados [34].
En relación con la última desventaja mencio-

nada, existen microorganismos capaces de inhibir 
el crecimiento de L. monocytogenes en medios de 
cultivo, tales como Enterococcus faecium, produc-
tor de una bacteriocina responsable de este efecto 
[35], [36]. Además, esta bacteria puede cambiar el 
pH, lo cual hace que el medio se vuelva ácido y lo-
gre así inhibir el crecimiento de L. monocytogenes 
[37], [38].

En este mismo sentido, Listeria innocua puede 
enmascarar a L. monocytogenes, lo que podría con-
ducir a un resultado falso negativo ante la presen-
cia de esta en un medio de cultivo; esto es posible 
puesto que L. innocua crece más rápido [39].

También se ha mencionado que algunas bac-
terias, como, por ejemplo, las ácido lácticas, uti-
lizadas como cultivos bioprotectores, reducen el 
crecimiento de patógenos debido a que producen 
metabolitos secundarios tales como ácidos orgáni-
cos, peróxido de hidrógeno, bacteriocinas, acetal-
dehído y otros compuestos como acetato, etanol, 
CO2, formato y succionato a partir de carbohidra-
tos fermentables, lo que aumenta la inocuidad mi-
crobiológica de los alimentos [40].

En el grupo de pruebas bioquímicas se cuenta 
con una gran variedad de estas, como, por ejemplo, 
la prueba de camp (Christie, Atkins, Munch-Pe-
tersen) que permite la visualización del halo de 
hemólisis, que en este caso sería β hemolíticas, lo 
que establece la diferencia entre L. monocytogenes 
y otras Listeria spp. Adicionalmente, se realizan 
pruebas como catalasa, fermentación de azúcares 
(ramnosa y manitol), esculina y motilidad a 25 °C y 

37 °C [41]. L. monocytogenes presenta una reacción 
de Voges-Proskauer positiva y sin fermentación de 
xilosa, lo que permite identificar que genera áci-
dos y diacetilo, ya que el medio contiene azúcares 
fermentables [42]. Algunos autores, posterior a la 
identificación fenotípica por medio de aislamiento 
en medios de cultivo, han realizado evaluación por 
medio de pruebas rápidas inmunológicas de las 
colonias presuntivas y su posterior confirmación 
utilizando kits de caracterización bioquímica que 
permiten identificar las diferentes especies de Lis-
teria [43].

Entre las técnicas inmunoenzimáticas que se 
basan en la unión entre anticuerpos de diferen-
tes tipos (monoclonales, policlonales y recombi-
nantes) a los antígenos específicos presentes en la 
superficie bacteriana se incluyen los ensayos in-
munoabsorbentes ligados a enzimas (Elisa), cuyas 
mayores desventajas son la cantidad de muestra 
que se necesita, el elevado costo y los equipos es-
pecializados para su ejecución [44]. Por otra parte, 
Vanegas et al. [12] refieren que la serotipificación 
convencional tiene algunas desventajas, si se tiene 
en cuenta la necesidad de contar con antisueros y 
cepas específicas debido a que los antígenos flage-
lares y somáticos (h, a, b y d) pueden compartirse 
entre las serovariedades. Otros inconvenientes que 
se mencionan relacionados con el uso de los méto-
dos inmunológicos es que son menos sensibles en 
comparación con las técnicas basadas en la ampli-
ficación de ácidos nucleicos, específicamente en los 
relacionado con el límite de detección de este mi-
croorganismo. Adicionalmente, la preparación de 
los anticuerpos es más demorada que la de los pri-
mers, dado que durante el proceso de preparación 
se deben determinar la sensibilidad y especificidad 
de los anticuerpos producidos y, finalmente, que la 
molécula objetivo puede perderse durante el pro-
cesamiento, de manera que permita considerar que 
el adn es una molécula blanco más estable que una 
proteína, la cual puede variar en diferentes condi-
ciones ambientales [45].

En la Tabla 2 se resumen las diferentes técnicas 
fenotípicas con sus ventajas y sus desventajas.
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Identificación genotípica
Entre las metodologías que permiten realizar el 
seguimiento a los brotes generados por las eta se 
puede mencionar la subtipificación molecular de 
adn [46], necesaria para diferenciar o agrupar los 
serotipos responsables, pues, como se ha visto en 
los diferentes estudios, cada brote puede ser causa-
do por diferentes cepas o serotipos [32]. En parale-
lo, la secuencia de nucleótidos de tres genes (flaA, 
iap, y hly) ha permitido agrupar a las cepas de L. 
monocytogenes en cuatro grandes grupos genéti-
cos denominados linajes de evolución i, ii, iii y iv, 
dentro de los cuales los serotipos son incluidos de 
manera individual [6], [47], [48], [49].

Para realizar las técnicas de caracterización 
molecular el primer paso que se lleva a cabo es la 
extracción o aislamiento de adn. A fin de aislar el 
adn proveniente de L. monocytogenes, en la mayo-
ría de los casos, se utiliza el método de extracción 
orgánica convencional con modificaciones, entre 
las cuales se encuentran la adición de lisozima para 
la lisis celular y un paso anexo de digestión de pro-
teínas contaminantes con proteinasa K. Este méto-
do involucra la degradación de proteínas, lípidos y 
restos celulares con fenol: cloroformo y la precipi-
tación de ácidos nucleicos con etanol [50]. Poste-
riormente, se verifica la calidad y la concentración 
del adn por medio de la medición de absorbancia 

usando un espectrofotómetro y calculando la rela-
ción de A260/A280. Este paso es esencial para ejecu-
tar la reacción en cadena de la polimerasa (pcr) u 
otra técnica, como, por ejemplo, digestión enzimá-
tica, las cuales requieren de un adn de alta calidad 
(mínima una pureza > 1,7).

La pcr genera excelentes resultados, siempre y 
cuando se realice una adecuada selección de los ge-
nes que se van a amplificar, dado que existen tanto 
específicos de género como de especie. Aunado a 
esto, también es necesario un adecuado diseño de 
los primers (especificidad), con un tamaño adecua-
do de los amplicones y una temperatura de fusión 
apropiada (para cuando se hace amplificación si-
multánea de los genes). Además, los ensayos de pcr 
requieren de una menor concentración de adn, 
con unos límites de detección bajos, lo cual facilita 
la identificación de los patógenos en las muestras 
de estudio.

A continuación, se mencionan los tipos de pcr 
que se han empleado en la caracterización de L. 
monocytogenes.

pcr múltiple
La pcr, con su variante múltiple, es una técnica que 
ofrece la posibilidad de determinar género y espe-
cie en una sola reacción, de manera que reduce el 
tiempo de detección y aumenta la especificidad del 

Tabla 2. Ventajas y desventajas de las técnicas fenotípicas

Técnica Ventajas Desventajas

Aislamiento en 
medios de cultivo 

Caracterización macroscópica de las 
colonias

	◾ Baja sensibilidad
	◾ Baja reproducibilidad
	◾ Inhibición por diversos factores del crecimiento bacteriano

Serotipificación No reportadas en la literatura

	◾ Equipos de alto costo
	◾ Asequibilidad
	◾ Baja reproducibilidad
	◾ Personal capacitado
	◾ La preparación de anticuerpos consume más tiempo que la 

preparación de primers

Pruebas bioquímicas
	◾ Métodos de diagnóstico precoz
	◾ Homogeneidad de resultados 

(comparación entre laboratorios)

	◾ Menor poder discriminatorio
	◾ Menor reproducibilidad

Fuente: elaboración propia.
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diagnóstico [51]. Al genotipificar L. monocytogenes 
se han utilizado diferentes genes para la identifi-
cación de serotipos. Uno de los primeros estudios 
que se reportan en este sentido empleó los genes 
lmo0737, orf2819, lmo1118 y orf2120, en una sola 
reacción de pcr, la cual fue validada con 222 ce-
pas de Listeria [18]. Poutou et al. [52] validaron 
la técnica de pcr para la detección de L. mono-
cytogenes aislada de diferentes muestras de ali-
mentos, para lo cual emplearon los primers li1/u1 
amplificando una banda de 938 pb del gen rdna 
16S. Liu et al. [50] ensayaron nuevos cebadores 
dirigidos al gen iap, que fue seleccionado para 
detectar y diferenciar L. monocytogenes y otras 
especies de Listeria, por medio de amplificación 
con pcr múltiple a partir de adn extraído por el 
método de ebullición de cepas aisladas en medio 
de cultivo Palcam, provenientes de muestras de 
carnes frías. Posteriormente, Tao et al. [53] en su 
estudio amplificaron los genes lmof2365_2721, 
ax25_00730, lin1814, int, lwe1673 y gen de la oxi-
doreductasa en una sola reacción de pcr, lo cual 
origina seis amplicones de 583 pb, 703 pb, 421 pb, 
994 pb, 345 pb y 201 pb que permiten identificar a 
L. monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria inno-
cua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri y Liste-
ria grayi, respectivamente.

pcr en tiempo real (q pcr)
Es una variante de la pcr utilizada para amplificar 
y, de forma simultánea, cuantificar de manera ab-
soluta el producto de la amplificación de adn, dado 
que la fluorescencia, o intensidad de la señal, está 
correlacionada con la concentración de adn en la 
muestra [54], [55].

Kim et al. [56] desarrollaron un procedimien-
to simple y rápido para la detección de L. mono-
cytogenes en jugo de fruta no pasteurizado basado 
en qpcr y sin cultivo de enriquecimiento. Para 
alcanzar este objetivo, primero, los investigado-
res eliminaron los inhibidores de la pcr usando la 
resina Chelex, seguido de una filtración con una 
columna de Sephadex, procedimiento que solo re-
quiere de veinte minutos. Posteriormente, el jugo 
purificado fue usado directamente como muestra 
blanco para realizar la qpcr. Gianfranceschi et al. 
[57], basados en la norma iso 16140 (microbiología 

de los alimentos para consumo humano y animal, 
protocolo de validación de métodos alternativos), 
implementaron una técnica de qpcr que permitió 
obtener resultados en veinticuatro horas por medio 
de la coamplificación de los genes hly y iac de L. 
monocytogenes.

Recientemente, Garrido-Maestu et al. [58] op-
timizaron un método que permite la identificación 
de L. monocytogenes viable en muestras de alimen-
tos, con un límite de detección de 10 ufc/25g. Para 
esto emplearon los siguientes pasos: enriqueci-
miento, filtración, aislamiento de adn y amplifica-
ción por medio de qpcr, con lo cual brindaban la 
posibilidad de implementar esta técnica como un 
análisis de rutina en la industria de alimentos.

Por otra parte, Alía et al. [59] desarrollaron 
un método de pcr en tiempo real cuádruple que 
permite establecer la diferencia entre los cuatro se-
rotipos de L. monocytogenes, empleando los genes 
lmo0737, lmo0308, orfc (locus genómicamente 
equivalente a glta-gltb) y orfc2110, junto con un 
fragmento del gen 16S arnr. El estudio fue realiza-
do a partir de muestras de carne.

Electroforesis en gel de campo pulsado 
(pfge)
La electroforesis en gel de campo pulsado (pfge) 
se considera la técnica molecular Gold estándar 
utilizada para tipificar y diferenciar aislamientos 
de L. monocytogenes; esto se debe a que tiene un 
alto poder discriminatorio, ya que es una técnica 
exacta y rápida. Algunos autores refieren que para 
la realización de esta técnica se utiliza el protoco-
lo estandarizado de Pulset Net con algunas modi-
ficaciones, empleando las enzimas de restricción 
Asci y Apai [19]. Las enzimas mencionadas se se-
leccionan dado que el sitio de corte dentro de la 
secuencia del adn genómico de L. monocytogenes 
es poco frecuente, lo que genera perfiles simples y 
simplifica el análisis de los patrones resultantes, 
así como permite realizar un análisis más rápido 
y fácil de los aislamientos a través de un software 
[60].

Cardozo-Bernal et al. [7] para la caracteriza-
ción molecular de L. monocytogenes, además de las 
enzimas Asci y Apai, recomiendan emplear Noti, 
Smai, Sse8387i, Xbai, las cuales tienen secuencias 
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de reconocimiento ricas en gc y, dado que el geno-
ma de L. monocytogenes tiene un porcentaje de gc 
igual a 37,8 %, permite obtener un menor número 
de bandas al realizar la digestión (de 10 a 20), como 
ya se había mencionado.

Esta técnica ha sido empleada por varios in-
vestigadores para caracterizar Listeria, como, por 
ejemplo, Barancelli et al. [25], quienes lograron 
diferenciar Listeria spp. por el perfil de macrores-
tricción genómica empleando las enzimas Asci y 
Apai, y, por otra parte, Gãlvao et al. [61], quienes 
consiguieron caracterizar Listeria monocytogenes 
obtenidas de canales bovinos y de plantas de pro-
cesamiento de carne.

Entre las ventajas de esta técnica se encuentra 
su alto poder de discriminación y reproducibili-
dad, sin embargo, consume más tiempo y trabajo. 
En años anteriores se han utilizado otros métodos 
de tipificación genómica que también tienen un 
alto poder de discriminación como son los rapd 
y eric pcr, considerados métodos rentables (efi-
cientes, menor tiempo de consumo, menor costo) 
y simples, que permiten obtener resultados tan 
confiables como las huellas generadas por pfge 
[62].

Microarreglos
En relación con los microarreglos de adn exis-
ten dos formatos: uno basado en oligonucleóti-
dos específicos de secuencia y otro en productos 
específicos de pcr. Se caracterizan por presentar 
un número de sondas que son inmovilizadas so-
bre una superficie sólida. Tras los pasos de hi-
bridación y lavado, el ácido nucleico enlazado a 
las sondas genera un patrón de fluorescencia que 
se registra y analiza utilizando un escáner [63]. 
Bang et al. [64] desarrollaron un microarreglo 
que contiene fragmentos aleatorios de adn genó-
mico de bacterias patógenas transmitidas por los 
alimentos, entre ellas L. monocytogenes, favore-
ciendo la detección rápida y simultánea de estos 
agentes patógenos en una amplia variedad de ali-
mentos. Chan et al. [65] emplearon microarreglos 
de todo el genoma para definir el crecimiento de 
L. monocytogenes en frío, y a fin de identificar los 
genes expresados diferencialmente durante el cre-
cimiento a 4 °C y a 37 °C.

Otras técnicas
Recientemente, un grupo de investigadores eva-
luó la técnica de Maldi-tof ms (desorción/ioniza-
ción láser asistida por una matriz con detección 
de masas por tiempo de vuelo) con miras a detec-
tar directamente en caldos de enriquecimiento, es 
decir, sin aislar colonias, a partir de muestras de 
heces y alimentos contaminados de forma natu-
ral, e identificar Listeria monocytogenes. Reporta-
ron una tasa de éxito del 77 %. Esta técnica podría 
ser prometedora, porque además de permitir la 
reducción del tiempo, puede llegar a disminuir 
los costos de diagnóstico. No obstante, aún ne-
cesita más pruebas para determinar su viabilidad 
[66], aunque incluso puede ser de utilidad a nivel 
epidemiológico.

Finalmente, considerando la importancia de 
la detección de L. monocytogenes, principalmen-
te en los alimentos, la industria ha solicitado a la 
academia el diseño y la elaboración de métodos 
para detección rápidos, sensibles y específicos. 
Estas características requeridas las cumplen, en 
su mayoría, los métodos de detección molecular. 
Una de las razones de esto es que el adn posee 
una mayor estabilidad frente a los cambios am-
bientales e incluso ante situaciones extremas de 
temperatura, humedad y tiempo, lo cual permite 
la detección del microorganismo de forma precisa 
e incluso en concentraciones mínimas [67].

En la identificación de L. monocytogenes se 
utilizan con mayor frecuencia métodos molecu-
lares, dado que estos son más precisos, sensibles y 
específicos, pues permiten tanto identificar como 
diferenciar L. monocytogenes de otras especies de 
Listeria a un nivel de subespecies [68]. Esto se lo-
gra por medio de la detección de genes específicos 
tanto del género como de la especie, para lo cual 
se utiliza la pcr múltiple [69], [70]. Son técnicas 
rápidas, sin embargo, requieren de personal capa-
citado, así como equipos y reactivos que pueden 
ser de alto costo [45].

En la Tabla 3 se resumen las técnicas de diag-
nóstico molecular utilizadas en la identificación de 
L. monocytogenes, en lo referente a sus ventajas y 
desventajas.
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de las técnicas moleculares

Técnica Ventajas Desventajas

pcr simple y
múltiple

	◾ Menor tiempo para la obtención de los resultados 
comparado con los métodos fenotípicos (4-24 h vs. 5-7 días)

	◾ Alta especificidad y sensibilidad
	◾ Detección de varios patógenos al mismo tiempo en una sola 

reacción (variante múltiple de la pcr)
	◾ Procesos automatizados
	◾ Diferenciación de varios serotipos de microorganismos

	◾ No permite establecer diferencias entre 
células vivas y muertas

	◾ La optimización de la pcr inicialmente puede 
resultar un reto para los investigadores

	◾ Requiere enriquecimiento para detectar 
células visibles

	◾ Es necesario realizar electroforesis (para 
evaluar los productos de pcr)

pcr en tiempo 
real

	◾ Alta especificidad y sensibilidad
	◾ No es influenciada por la amplificación no específica
	◾ Los resultados se pueden leer de inmediato sin necesidad 

de electroforesis
	◾ Permite establecer diferencias entre células vivas y muertas 

	◾ Optimización de ensayos con múltiples genes 
puede resultar laborioso

	◾ Equipos de alto costo
	◾ Posibilidad de contaminación cruzada

Microarreglos 	◾ Menor tiempo para la obtención de los resultados 
comparado con los métodos fenotípicos (2-4 h vs. 5-7 días)

	◾ Labor efectiva (formato de 96 pocillos)
	◾ Detección simultánea de varias especies o serotipos 

(acoplamiento de múltiples sondas de forma simultánea) 

	◾ No permite establecer diferencias entre 
células vivas y muertas

	◾ Baja sensibilidad, dado que no es posible 
detectar directamente sobre la muestra la 
presencia del microorganismo

pfge 	◾ Técnica altamente discriminatoria utilizada en estudios 
epidemiológicos

	◾ Alta reproducibilidad si se realiza de manera adecuada

	◾ Técnica laboriosa
	◾ Requiere personal capacitado
	◾ Equipo de alto costo

Secuenciación 	◾ Alta especificidad
	◾ Alto poder de discriminación

	◾ Requiere personal capacitado
	◾ Equipo de alto costo

Fuente: elaboración propia.

Conclusiones
A la eta, causada por L. monocytogenes, a pesar de 
considerarse un problema de salud pública, no se 
le ha prestado la importancia que merece, lo cual 
conduce a subregistros de su incidencia y preva-
lencia, puesto que no se tiene como uno de los mi-
croorganismos de notificación obligatoria.

Aunque las técnicas de diagnóstico fenotípi-
co puedan ser consideradas Gold estándar en la 
identificación de L. monocytogenes, estas presentan 
muchas desventajas, entre ellas el tiempo requerido 
para su ejecución, pues requiere de varios días, lo 
que a su vez hace que aumenten los costos.

A nivel genotípico se realiza la detección de ge-
nes de diferentes tipos, relacionados con factores de 
virulencia del microorganismo, genes conservados 
como el 16Sarnr, lo cual permite la identificación 

tanto de género y especie como de serotipos y ce-
pas, así como el establecimiento de relaciones filo-
genéticas con fines epidemiológicos.

En el grupo de métodos basados en el análisis 
de los ácidos nucleicos se encuentran los culti-
vo-dependientes y los cultivo-independientes. En 
la mayoría de los estudios revisados se observó la 
combinación de ambos métodos, es decir, fenotípi-
cos y genotípicos, con el fin de obtener resultados 
fiables.

Debido a que L. monocytogenes es un patógeno 
alimentario se han desarrollado diversos métodos, 
cada vez más rápidos y sensibles, para su identifi-
cación, los cuales permiten la diferenciación entre 
especies patógenas y no patógenas mediante la im-
plementación tanto de técnicas fenotípicas como 
genotípicas que se complementan entre sí.
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