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Resumen

La deteccion de patdgenos es esencial en areas como la medicina, la agricultura y la seguridad alimentaria.
Para el diagnostico preciso, oportuno y eficiente, se han desarrollado diversos métodos. Los métodos
tradicionales incluyen pruebas bioquimicas, cultivo en medios selectivos o técnicas moleculares como la PCR.
Sin embargo, estos procedimientos pueden ser lentos, costosos o requerir equipo sofisticado. En este
escenario, la técnica de amplificacion isotérmica mediana por bucle (LAMP) surge como una alternativa
innovadora a los métodos convencionales. LAMP permite amplificar material genético del patdgeno en
cuestiéon de una hora y a una temperatura constante sin la necesidad de equipos sofisticados, permitiendo
reducir costos en el diagnostico. En este trabajo se presenta como el método cientifico es esencial para el
desarrollo y validacion de una técnica como LAMP. Se hace énfasis en que la observacion de un problema,
la formulaciéon de una hipotesis, la experimentacion sistematica, y el riguroso analisis de resultados son
importantes para resolver un problema. Se espera que, debido a la sensibilidad, especificidad y facilidad de
lectura, LAMP se consolide como una herramienta sencilla para la deteccion de patdégenos, que pueda usarse
de manera rutinaria en los laboratorios de diagnéstico.
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Introduccion

Para comenzar este articulo y con base en observaciones del dia a dia se ha formulado las siguientes
preguntas: ¢los alimentos que consumimos a diario son tan seguros como parecen? ;podemos detectar
enfermedades incluso antes de la presencia de sintomas? ¢ podemos diferenciar y detectar de manera rapida
algun patdgeno causante de una enfermedad infecciosa? ¢ el agua cristalina en verdad esta limpia? ;cémo
pueden sobrevivir los microorganismos en el campo después de aplicarse pesticidas? Preguntas similares
son las principales razones por las que el diagnéstico de patdgenos se ha vuelto esencial. Hoy en dia, el
cumplir con los requerimientos y especificaciones de inocuidad, salubridad y fitosanidad establecidos por
organizaciones internacionales como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Codex Alimentarius, no
ha sido una tarea facil. Lo anterior se debe a que las técnicas de diagnéstico, aunque son eficientes, suelen
ser lentas y costosas, lo que las hace ser poco accesibles a ciertos sectores de la poblacion. Por tal motivo,
los laboratorios de calidad, hospitales, centros de investigacion y la industria alimentaria, han dedicado
numerosos esfuerzos para implementar herramientas de diagnostico que sean rapidas, sensibles vy
especificas. Ademas, que sean capaces de minimizar el riesgo asociado a la presencia y crecimiento de
patégenos.

Particularmente, el método cientifico ha sido clave para cumplir con tales objetivos. En este se sigue un
enfoque sistematico que permite la adquisicion de conocimientos, y permite la solucién de problemas
mediante la observacion, la formulacién de hipétesis, la experimentacion y el analisis de los resultados
(Castan, 2014). Gracias a ello, se han desarrollado distintas técnicas de diagndstico basadas en las
necesidades del entorno actual, y en las cuales destacan las herramientas moleculares, debido a que son
relativamente rapidas, sensibles y especificas para la detecciéon de patégenos.
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Algunas técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la construccion de biosensores, la
hibridacion de acidos nucleicos y la secuenciacion masiva, han permitido la identificacion precisa de
patogenos (Palomino-Camargo & Gonzalez-Mufioz, 2014). No obstante, el tipo de infraestructura que se
requiere, los costos, las condiciones controladas y el personal capacitado, han limitado su aplicacion,
especialmente en contextos con escases de recursos. Ante esta problematica, el método cientifico fue puesto
en marcha al desarrollar alternativas que cubrieran la necesidad de un diagndstico rapido, sensible y
asequible. A consecuencia de lo anterior, surgieron distintas técnicas que superaban dichas limitaciones, una
de ellas fue LAMP. Especificamente, la amplificacién isotérmica mediada por bucle (LAMP, por sus siglas en
inglés), es una alternativa de amplificacion que ha ganado popularidad por su simplicidad. Fue desarrollada
en el afio 2000 por Nagamine et al., (2002) y desde entonces ha sido utilizada para detectar patégenos en el
sector salud, ambiental, industrial y agroalimentario. En comparacién con la PCR, esta técnica no requiere
ADN desnaturalizado ya que la polimerasa Bst con actividad de desplazamiento de cadena permite trabajar
a temperatura constante, simplificando el uso de equipos (Nagamine et al., 2002)

Si a LAMP se le adiciona un enzima transcriptasa reversa, podra amplificar RNA, lo cual se le conoce como
RT-LAMP. A diferencia del PCR que utiliza dos cebadores (sentido y antisentido), LAMP requiere cinco o seis
oligonucleétidos especificos (F3, B3, FIP, BIP, LF y LB) que pueden reconocer hasta ocho regiones distintas
del ADN diana (Nagamine et al., 2002). Este disefio complejo le confiere a LAMP, alta sensibilidad y rapida
capacidad de amplificacion, ideal para detectar acidos nucleicos en concentraciones sumamente bajas.
Ademas, la posibilidad de obtener resultados visuales simplifica notablemente su interpretacion (Wei et al.,
2022; Yang et al., 2024), por lo que se ha consolido como una técnica ideal para trabajar bajo condiciones
isotérmicas y con requerimientos minimos de laboratorio (Frisch et al., 2021) lo que representd no solo un
avance técnico, si no también, un claro ejemplo de la aplicacién del método cientifico para su desarrollo. Por
tal motivo en este articulo se destaca el proceso general de como se desarroll6 la técnica de LAMP y como
el método cientifico ha sido clave para utilizarlo en la deteccion de patdégenos.

El método cientifico en accion

Formulando la pregunta de investigacion a partir de la observacién

Sin duda, al observar un fendmeno y no saber porque suceden las cosas, surge la curiosidad y el deseo de
aprender; derivado de ello emergen preguntas que intentan sentar las bases para comprender lo observado.
En el caso de los métodos de deteccion de patdgenos, podriamos plantearnos las siguientes preguntas: ; Qué
problemas o limitaciones presentan las técnicas de diagndstico existentes? ; es posible desarrollar una mejor
técnica de amplificacion? ¢ por qué es importante reducir los costos?

Estas preguntas cobran particular relevancia si consideramos como han evolucionado las herramientas de
diagndstico molecular en las uUltimas décadas. Desde el desarrollo de la PCR en la década de los 80’s, las
pruebas de amplificacion de los acidos nucleicos se habian convertido en una herramienta indispensable en
el diagnéstico, llegando incluso a ser el estandar de oro (Becherer et al., 2020). Sin embargo, presentaba
cuatro limitantes que exigian mejoras: (i) la necesidad de equipos costosos, (ii) la realizacion de ciclos
multiples de temperatura, (i) personal capacitado, y (iv) tiempo de procesamiento prolongado. Por lo anterior,
Notomi et al. (2000) se cuestiond si era posible desarrollar técnicas de amplificacion que conservaran la
eficacia diagnéstica de un PCR, con condiciones mas simples, rapidas y econémicas, desarrollandose asi la
técnica de LAMP como una opcion a la técnica de PCR.
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La hipdtesis, mas alld de una simple prediccion

La formulacion de una hipétesis no consiste en una suposicion al azar, mas bien es una afirmacion
fundamentada que surge de la observacion y de la pregunta de investigacion. En este sentido, los
investigadores se preguntaron si era posible desarrollar una herramienta molecular parecida a la PCR, pero
que fuera mas sencilla, mas econémica y que no necesitara equipos como el termociclador. Se propuso la
idea de utilizar una polimerasa especial capaz de trabajar en condiciones de temperatura constante (60-65
°C), diferente a las termo ADN polimerasa convencionales como la TagPol, que fuera capaz de amplificar el
ADN de manera eficiente en poco tiempo. La hipétesis que dio origen a esta importante herramienta de
diagndstico fue mas alla de lo técnico, no solo se buscaba demostrar que tenia ventajas sobre la PCR, sino
que los laboratorios con pocos recursos tuvieran acceso al diagndstico molecular con LAMP resolviendo una
necesidad social y sanitaria real. Esto, es importante porque LAMP se puede realizar en un bafio de agua sin
necesidad de un termociclador costoso. En este sentido surgié una nueva hipétesis, donde la pregunta era:
¢ puede LAMP permitir la deteccion real de patégenos en diferentes tipos de muestras mediante el disefio de
cebadores especificos (regiones especificas del ADN objetivo)?

La experimentacion

El desarrollo de la técnica molecular LAMP como se conoce hoy en dia es un resultado exhaustivo de prueba
y error. Tal como lo expusieron Notomi et al., (2000), pioneros en comprobar la viabilidad de esta nueva forma
de amplificacion. Experimentaron con multiples condiciones, principalmente combinaciones de
oligonucleotidos hasta obtener una configuracién que permitiera una amplificacion rapida, especifica y facil
de detectar. Desde entonces distintos autores (Wang et al., 2010; Tang et al., 2011; Shan et al., 2012; Cho
et al., 2014; Wachiralurpan et al., 2017; Srisawat et al., 2022; Prasad et al., 2024), han modificado y
optimizado la técnica con distintos enfoques experimentales, rigurosos y flexibles. Esto permitié no solo
validar la hipétesis inicial, sino también establecer las bases para que la técnica fuera reproducible y robusta
en diversos contextos de diagnéstico. Por ejemplo, en nuestro laboratorio, se ha adaptado la técnica de LAMP
para detectar Listeria monocytogenesy L. innocua. La primera es un patégeno que puede ocasionar la muerte
o el aborto en mujeres embarazadas; ademas puede causar infeccidon en el sistema nervioso central en
humanos y rumiantes domésticos (Berge & Baars, 2020). Por otra parte, L. innocua actia como un indicador
de contaminacién con L. monocytogenes, ya que puede coexistir con ella (Melian et al., 2019; Lecuit, 2020).

Una vez que la técnica funciona a nivel laboratorio, es necesario evaluar en la matriz especifica donde se
desea detectar el patdgeno. Se evalud leche y queso fresco, y se ha observado que debido a su composicion
fisicoquimica es necesario la estandarizacion de un método particular de extraccion de DNA. En primer lugar,
se deben determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la muestra a evaluar (pH, contenido de proteinas,
grasas, humedad), después evaluar diferentes técnicas de extraccion de acidos nucleicos que sean
compatibles con las propiedades de nuestra muestra a analizar, y al final evaluar las diferentes condiciones
para lograr condiciones 6ptimas de amplificacion y deteccion (ej. temperatura, volumen de reaccion, tiempo
de incubacion, disefio de cebadores). Todos estos factores son clave para asegurar el funcionamiento de
esta técnica como herramienta de diagndstico. Desde el punto de vista molecular, el disefio de los cebadores
para el reconocimiento de distintas regiones del ADN diana es fundamental para la técnica e involucra el uso
de herramientas bioinformaticas, que, si bien pueden predecir su funcionamiento in silico, deben ser validados
en el laboratorio. Un pardmetro critico para evaluar la sensibilidad analitica de una prueba molecular,
incluyendo LAMP, es el limite de deteccion, este se puede referir a la cantidad menor de material genético
(ADN o ARN), colonias o concentracion de colonias que puede detectar de manera confiable y reproducible.
En este contexto, se busca que el método desarrollado detecte la cantidad de interés para la muestra a
evaluar.
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El andlisis de resultados, cuando los datos validan la ciencia

En toda investigacion cientifica los resultados son la brujula que orienta hacia el camino del éxito o del fracaso
cientifico ya que, al examinar los ensayos, considerar el comportamiento de distintas variables, la
interpretacion de patrones o datos estadisticos se determina si se acepta o se rechaza la hipétesis inicial.
Desde sus inicios, se sospechaba que LAMP podria surgir como una alternativa a la PCR u otra técnica de
analisis molecular. Sin embargo, con el transcurso de los afios y con los datos obtenidos, no solamente se
evaluo su eficacia, si no también se evidencio su enorme potencial como herramienta de diagnéstico (Mori &
Notomi, 2009). Gracias a la experimentacion realizada por Mori & Notomi (2009) y Wang et al., (2015) se
obtuvieron datos cualitativos y cuantitativos que confirmaron alta especificidad, gran sensibilidad de deteccién
e interpretacion de los resultados de forma inmediata. Para la interpretacion de resultados, se han
implementado diferentes técnicas, principalmente visuales que ayudan a concluir de una forma simple y
rapida, destacandose aquellas de forma visual como el cambio de color, la turbidez generada por la
precipitacion salina, la fluorescencia, y la deteccién por electroforesis en gel de agarosa (Figura 1). Cada una
de estas formas de deteccién presentan ventajas y desventajas para ser utilizadas dentro de un laboratorio.
No obstante, parece increible como un simple cambio en un microtubo de color, precipitacion o emision de
fluorescencia, permita la deteccion de la presencia o ausencia de un patdgeno. Otra ventaja de los ensayos
por deteccion visual, es la posible cuantificacion de los resultados para determinar la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC), la cual se puede medir en una muestra utilizando diversas curvas de
calibracion del patégeno a evaluar.

a)Cambio de color b) Florescencia

(-) (] (=) (+)

c) Precipitacién con sales d) Electroforesis
x r

(-) (X

Figura 1. Diferentes formas visuales de deteccién utilizadas en LAMP. (a) El cambio de coloracién puede ocurrir por un cambio en el pH o por la reduccién
de Mg+2 en la reaccién de amplificacién. Aqui se usan colorante como el rojo fenol. (b) El uso de compuesto fluorescente como el SYBR permite la emision
de fluorescencia debido a que el colorante se intercala en el ADN. (c) Durante la sintesis de DNA aumenta la concentracion de pirofosfatos que puede
ocasionar la precipitacién del ADN (d) La amplificacién del ADNA puede ser observada por electroforesis en geles de agarosa.

Fuente: Elaboracion propia con datos de Sdnchez et al., (2014).

Cuando el método cientifico sale mal é¢es un fracaso?

En ocasiones los experimentos presentan errores, inconsistencias o fallos, por lo que es necesario volver a
la pregunta inicial y cuestionarse: ¢la observacion era clara, especifica y estaba bien planteada?; ¢ cual fue
la base de la observacion?, ;la hipotesis se sustentd en fundamentos sélidos? En el procedimiento ¢se
utilizaron los controles adecuados? ¢ se definieron de manera correcta las variables? Indudablemente existen
un sinfin de preguntas que hacen replantear todo lo construido. Sin embargo, no es un fracaso, en realidad
es un aprendizaje. Si Kim et al., (2023) no hubiese reportado que la presencia multiple de cebadores puede
aumentar el riesgo de amplificaciones no especificas dando falsos positivos, se seguirian empleando el
mismo juego de cebadores que hace 20 afios. De igual forma, si Lin et al., (2015) no hubiera reportado las
inconsistencias en la multiplexacién, hoy en dia no se hubiera hecho realidad. Todo esto ha permitido que los
investigadores se estén centrado en mejorar el disefio de la técnica para ofrecer mejores resultados y
asegurar el éxito de la reacciéon. En este mismo contexto, el aplicar la técnica para detectar patégenos en
diversas areas involucra matrices complejas como alimentos o muestras de sangre, que pueden contener
inhibidores, es decir, compuestos que no permiten funcionar de manera correcta la reaccion de LAMP.
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Aplicaciones en la actualidad: un mundo de posibilidades impulsado por la ciencia

Actualmente LAMP se ha destacado por su rapidez, sensibilidad y facilidad de uso convirtiéndose en una
herramienta versatil con aplicaciones en sectores clave como salud, ambiental, industrial y agroalimentario.
Su capacidad para detectar de forma rapida y precisa sin necesidad de equipos complejos le ha permitido
adaptarse a diversas situaciones de diagndstico, desde la deteccién de enfermedades hasta el control de
plagas en cultivos agricolas. Dicha multifuncionalidad se respalda con una base cientifica (Tabla 1) que
reafirma su importancia y su uso potencial.

Tabla 1. Aplicaciones de LAMP en la actualidad en distintos sectores

Referencias

Sector Patégeno detectado Tipo de muestra
Bacterias Kreitlow, (2021)
Campylobacter jejuni'y Productos céarnicos
Campylobacter coli
Alimenticio Prasad et al. (2024)
. Mendoza-Valerio et al.
Bacteria Leche y carne de pollo (2024)
Listeria monocytogenes
Virus respiratorio L. . . Dao Thi et al. (2020)
Muestras clinicas (hisopado faringeo)
SARS-CoV-2
Salud
Virus respiratorio Muestras clinicas (hisopado Jang et al. (2024)
Influenza A/B nasofaringeo)
Bacteria Martzy et al. (2017)
Agua corriente
Ambiental Enterococcus spp.
Molusco Carvalho et al. (2021)
. Agua de rio
Dreissena polymorpha
Gusano cogollero Nam et al. (2021)
Spodoptera (Lepidoptera: Plagas agricolas
L. Noctuidae)
Agrondémico
Palomilla del tomate Yang et al. (2024)

. i Tejidos de insectos
Phthorimaea absoluta (Meyrick)

Fuente: Elaboracidn propia con los datos obtenidos de las referencias citadas.

Dentro de este mundo de posibilidades, la técnica LAMP llegd a nuestro equipo de trabajo acompafiado con
grandes expectativas. Si bien, 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, es necesario asegurar el acceso a alimentos
libres de patdégenos. Lo anterior permitira prevenir la transmision de enfermedades de origen alimentario
(Kopper, 2009), las cuales, representan un problema de caracter social, tecnolégico, econdmico, cultural y
politico. Sin embargo, en México no existen estadisticas actualizadas debido a que no se consideran
enfermedades de notificacion obligatoria (Castafieda-Ruelas et al., 2018). Por ello, se decidié evaluar LAMP
en dos de los alimentos lacteos mas consumidos en nuestro pais, la leche (Mendoza-Valerio et al., 2024), y
el queso fresco para la deteccion de bacterias del género Listeria con el objetivo de prevenir brotes
epidemioldgicos que pueden afectar adversamente la salud de la poblacién. Por estas razones, LAMP se ha
convertido en una de las técnicas de eleccion para el diagndstico de bacterias patégenas, no solo para
establecer medidas de control y tratamiento eficaces, sino también para garantizar la seguridad sanitaria,
optimizar procesos productivos y prevenir riesgos asociados a patdgenos o contaminantes en diferentes
entornos.
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Conclusion

El método cientifico es vital para la creacidon de nuevas tecnologias, pues a partir de una problematica se
observa, se plantean hipétesis, se experimenta y se desarrollan ideas de forma sistematica que ayudan a
tener protocolos reproducibles que ayuden a la soluciéon de problemas reales. En este sentido, la deteccién
de patégenos mediante la amplificacion isotérmica mediada por bucle, una herramienta molecular rapida y
precisa, diferente a la PCR convencional. LAMP logré evolucionar hasta convertirse en una ciencia aplicada
con impacto real. En definitiva, su consolidacion no solo respondié a las necesidades dentro del laboratorio,
sino también fuera de él.
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