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Resumen 

La presente monografía abordó el estudio y aplicación de las técnicas moleculares de 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en la detección de Escherichia coli (E. coli) en 

leche cruda y sus derivados procesados, destacando su relevancia en el aseguramiento de la 

inocuidad alimentaria dentro de la industria láctea. Este trabajo buscó evidenciar cómo la 

biotecnología, a través de herramientas moleculares avanzadas, permite fortalecer los sistemas de 

diagnóstico, control sanitario y trazabilidad en la producción de alimentos. Durante el desarrollo 

del documento se realizó una revisión teórica y técnica sobre la evolución de la PCR, sus 

variantes más utilizadas (convencional, en tiempo real, multiplex y digital), así como las técnicas 

híbridas que combinan la amplificación genética con métodos de separación inmunomagnética, 

biosensores y análisis en tiempo real. Estas tecnologías demostraron una capacidad superior para 

detectar y cuantificar la E. coli con alta sensibilidad, reduciendo significativamente los tiempos 

de diagnóstico en comparación con los métodos microbiológicos tradicionales mejorando la 

trazabilidad, la rapidez y la confiabilidad de los controles sanitarios, contribuyendo a la 

prevención de enfermedades transmitidas por alimentos. 

El análisis comparativo realizado evidenció que la PCR en tiempo real (qPCR) y la PCR 

multiplex constituyen las herramientas más eficientes para el control microbiológico en 

productos lácteos, al permitir la identificación simultánea de múltiples genes de virulencia o 

resistencia y proporcionar resultados cuantitativos en pocas horas. No obstante, el estudio 

reconoció que las variantes más avanzadas, como la PCR digital (dPCR) o la PCR-HCR, aunque 

ofrecen alta precisión y sensibilidad, aún presentan limitaciones por sus elevados costos y 

requerimientos tecnológicos. Asimismo, el documento incluyó un análisis bibliométrico del 
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rendimiento científico global, evidenciando un crecimiento sostenido en las investigaciones 

relacionadas con el uso de la PCR en la detección de E. coli. 

Palabras claves: Inocuidad alimentaria, Detección molecular, PCR, Escherichia coli, 

análisis del ADN. 
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Abstract 

This monograph addressed the study and application of Polymerase Chain Reaction 

(PCR) molecular techniques in the detection of Escherichia coli (E. coli) in raw milk and its 

processed derivatives, highlighting their relevance in ensuring food safety within the dairy 

industry. This work sought to demonstrate how biotechnology, through advanced molecular 

tools, can strengthen diagnostic, health control, and traceability systems in food production. 

During the development of the document, a theoretical and technical review was conducted on 

the evolution of PCR, its most commonly used variants (conventional, real-time, multiplex, and 

digital), as well as hybrid techniques that combine genetic amplification with immunomagnetic 

separation methods, biosensors, and real-time analysis. These technologies demonstrated a 

superior ability to detect and quantify E. coli with high sensitivity, significantly reducing 

diagnostic times compared to traditional microbiological methods, improving the traceability, 

speed, and reliability of health controls, and contributing to the prevention of foodborne diseases. 

The comparative analysis showed that real-time PCR (qPCR) and multiplex PCR are the 

most efficient tools for microbiological control in dairy products, as they allow the simultaneous 

identification of multiple virulence or resistance genes and provide quantitative results in a few 

hours. However, the study acknowledged that more advanced variants, such as digital PCR 

(dPCR) or PCR-HCR, although offering high precision and sensitivity, still have limitations due 

to their high costs and technological requirements. The document also included a bibliometric 

analysis of global scientific performance, showing sustained growth in research related to the use 

of PCR in the detection of E. coli. 

Keywords: Food safety, Molecular detection, PCR, Escherichia coli, DNA analysis 
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Introducción 

La seguridad alimentaria es un pilar fundamental en la salud pública y la industria de 

alimentos, especialmente en el sector lácteo, donde la presencia de microorganismos patógenos 

representa un riesgo significativo para los consumidores. Dentro de estos microorganismos, 

Escherichia coli (E. coli), particularmente sus cepas patógenas como E. coli O157:H7, ha sido 

identificada como una de las principales causantes de enfermedades transmitidas por alimentos 

(ETA) debido a su capacidad para producir toxinas Shiga y generar afecciones graves como la 

colitis hemorrágica y el síndrome urémico hemolítico (OMS, 2021). 

Los productos lácteos, incluidos la leche cruda y los productos procesados como quesos y 

yogures, pueden actuar como vehículos de transmisión de E. coli, especialmente cuando se 

comprometen las condiciones higiénico-sanitarias en la producción, procesamiento y 

almacenamiento. A pesar de la implementación de métodos tradicionales de detección 

microbiológica, como los cultivos en medios selectivos, estos presentan limitaciones en cuanto a 

tiempo de respuesta y sensibilidad, lo que dificulta la identificación temprana de patógenos en 

matrices alimentarias complejas (Palomino-Camargo & González-Muñoz, 2014). 

Ante estas limitaciones, las técnicas moleculares basadas en la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR) han revolucionado la microbiología de los alimentos, permitiendo una 

detección rápida, específica y altamente sensible de E. coli. Existen diferentes variantes de PCR 

que han sido aplicadas con éxito en el diagnóstico de patógenos en productos lácteos, 

incluyendo; PCR Convencional, utilizada para la amplificación específica de genes diana en E. 

coli, PCR en Tiempo Real (qPCR), que permite cuantificar la carga bacteriana con alta precisión, 

PCR Multiplex, capaz de detectar múltiples genes de patogenicidad en una sola reacción, PCR 
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Digital (dPCR), una variante avanzada con mayor precisión en la cuantificación de ADN 

patógeno (Huang et al., 2022). 

El objetivo de esta monografía fue el de analizar y comparar las técnicas moleculares de 

PCR empleadas para la detección microbiológica de E. coli en leche cruda y productos lácteos 

procesados a través de una revisión exhaustiva de la literatura científica. Para ello, se analizaron 

los avances en estas metodologías, sus ventajas y limitaciones en términos de sensibilidad, 

especificidad y aplicabilidad en la industria láctea. 

El análisis de la literatura permitió identificar tendencias en la investigación, avances en 

el desarrollo de nuevas técnicas y la importancia de implementar estrategias de detección 

confiables para mejorar la seguridad de los productos lácteos. A su vez, esta revisión puede 

contribuir a la optimización de los protocolos de vigilancia microbiológica y la toma de 

decisiones en la industria de alimentos, favoreciendo la protección del consumidor y el 

cumplimiento de normativas internacionales de inocuidad alimentaria (FAO, 2021). 

De igual manera buscó proporcionar una visión integral sobre la aplicación de técnicas 

moleculares en el control de calidad de la leche y sus derivados, destacando la importancia de 

metodologías eficientes en la detección de E. coli para mitigar los riesgos asociados a su 

presencia en los productos lácteos destinados al consumo humano. 

 

 

 

 

 

 



18 

 

Planteamiento del Problema 

La inocuidad alimentaria es un pilar fundamental de la salud pública y la industria 

alimentaria, ya que la contaminación microbiana en los alimentos puede desencadenar brotes de 

enfermedades con graves consecuencias sanitarias y económicas. Dentro de los patógenos 

asociados a la contaminación de alimentos, E. coli se destaca como un microorganismo de 

interés debido a su impacto en la salud humana, su prevalencia en productos lácteos y su rol 

como indicador de contaminación fecal (Ranjbar et al., 2018). 

En particular, la leche y sus derivados son altamente susceptibles a la contaminación 

microbiana debido a su composición nutricional rica en proteínas, grasas y minerales, que 

proporciona un ambiente ideal para el crecimiento bacteriano (González-Rodríguez et al., 2020). 

A pesar de la implementación de procesos como la pasteurización, la posibilidad de 

contaminación post-procesamiento sigue representando un riesgo, lo que hace necesaria la 

aplicación de herramientas de detección altamente sensibles y específicas (Griffiths, 2010). 

E. coli es un microorganismo ampliamente utilizado como indicador, su presencia en la 

leche cruda y en productos lácteos sugiere fallas en las prácticas de higiene y puede estar 

asociada con la presencia de otros patógenos entéricos de mayor peligrosidad, como Salmonella 

spp. o Listeria monocytogenes (Rojas-Herrera & González-Flores, 2006). 

Más allá de su rol como indicador, algunas cepas de E. coli poseen una gran relevancia 

clínica y epidemiológica. Dentro de estos grupos, se incluye cepas como E. coli enterotoxigénica 

(ETEC), enteropatógena (EPEC), enterohemorrágica (EHEC), entre otras, que son responsables 

de infecciones gastrointestinales graves en humanos. En particular, la cepa E. coli O157:H7 ha 

sido relacionada con brotes de síndrome urémico hemolítico (SUH), una afección que puede 

derivar en insuficiencia renal aguda, principalmente en niños y personas inmunocomprometidas 
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(Choi et al., 2011). La contaminación con E. coli en leche y productos lácteos ha sido 

documentada en numerosos estudios, con reportes de brotes en distintos países, lo que subraya la 

necesidad de mejorar los sistemas de monitoreo y control. 

Además del impacto en la salud humana, E. coli es un patógeno relevante en la industria 

láctea debido a su asociación con la mastitis bovina, una de las enfermedades más frecuentes en 

el ganado lechero. La mastitis causada por E. coli no solo afecta la productividad y calidad de la 

leche, sino que también genera pérdidas económicas significativas para los productores debido a 

la reducción en la producción y el aumento de los costos de tratamiento y prevención (Gourlart 

& Mellata, 2022). 

Ante estos factores, la detección precisa y temprana de E. coli en la leche cruda y los 

productos lácteos es esencial para garantizar la seguridad alimentaria. Tradicionalmente, los 

métodos microbiológicos han sido utilizados para la identificación de E. coli, sin embargo, estos 

presentan limitaciones en cuanto a tiempo de respuesta y sensibilidad (Hernández, 2020). En este 

sentido, el desarrollo de técnicas moleculares como la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(PCR), convierte al diagnóstico molecular en una herramienta fundamental para fortalecer el 

control sanitario de los alimentos, mejorar la seguridad alimentaria y prevenir brotes de 

enfermedades transmitidas por patógenos. (Huertas-Caro et al., 2019). 

Este estudio permitió identificar las técnicas moleculares basadas en PCR que se han 

utilizado en la detección de Escherichia coli en leche cruda y productos lácteos procesados, junto 

con sus principales ventajas, limitaciones y aplicaciones prácticas en el control de calidad 

microbiológica, debido a que su implementación estratégica puede contribuir a la mejora de las 

prácticas diagnósticas y a la promoción de una mayor inocuidad alimentaria en el sector lácteo. 
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Justificación 

La seguridad alimentaria es un aspecto crítico en la industria láctea, ya que la 

contaminación microbiológica representa un riesgo significativo para la salud pública. Entre los 

microorganismos patógenos asociados con enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), E. 

coli es una de las principales bacterias de interés, debido a su potencial para causar infecciones 

graves, su presencia en leche cruda y productos lácteos procesados, y su utilidad como indicador 

de calidad microbiológica (Gómez et al., 2011). 

La leche y sus derivados son productos altamente perecederos que pueden contaminarse 

en cualquier etapa de la cadena productiva. A pesar de la aplicación de procesos como la 

pasteurización, la posibilidad de recontaminación post-procesamiento subraya la importancia de 

métodos sensibles y específicos para la detección de patógenos. La detección de E. coli es 

crucial, ya que ciertas cepas como E. coli O157:H7 pueden causar enfermedades severas, 

incluyendo síndrome urémico hemolítico, que afecta especialmente a niños y personas 

inmunocomprometidas (OMS, 2021). 

Los métodos microbiológicos tradicionales han sido la base para la detección de E. coli, 

pero presentan limitaciones como largos tiempos de respuesta y menor sensibilidad en muestras 

con baja carga bacteriana. En este contexto, las técnicas moleculares basadas en PCR han 

revolucionado la microbiología de alimentos, permitiendo una detección más rápida y precisa 

(Palomino-Camargo & González-Muñoz, 2014). La PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

permite la amplificación específica del ADN de E. coli, facilitando su identificación con alta 

sensibilidad. 

Existen diversas variantes de PCR que se han implementado para mejorar la detección de 

E. coli en productos lácteos: PCR convencional, utilizada para la detección cualitativa de la 
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presencia de genes específicos de E. coli. PCR en tiempo real (qPCR), que ofrece detección 

cuantitativa con mayor precisión y rapidez. PCR con transcripción inversa (RT-PCR), aplicada 

en el análisis de ARN para detectar genes expresados por bacterias activas. PCR múltiple, que 

permite detectar simultáneamente varios genes diana de diferentes patógenos en una misma 

reacción. PCR anidada, utilizada para aumentar la sensibilidad en muestras con baja 

concentración de ADN bacteriano (Palomino Camargo C. et al., (2014). 

El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA) en 

Colombia regula el control microbiológico de alimentos y ha promovido la estandarización de 

técnicas moleculares para la detección de patógenos en la industria láctea. Sin embargo, aún 

persisten desafíos en la optimización y selección del método más eficiente, dependiendo del tipo 

de muestra y los recursos disponibles (Huertas-Caro et al., 2019). 

El estudio de Huertas- Caro et al., (2019) compara las técnicas moleculares de PCR más 

utilizadas para la detección de E. coli en leche cruda y productos lácteos procesados, con el fin 

de evaluar sus ventajas y limitaciones. Donde tradicionalmente su detección se ha realizado 

mediante métodos microbiológicos convencionales (cultivos, aislamiento, pruebas bioquímicas), 

aunque son confiables y de bajo costo, presentan limitaciones importantes, como el largo tiempo 

de obtención de resultados (de días a semanas) y una menor sensibilidad y especificidad. El 

estudio concluye que las técnicas moleculares representan una alternativa moderna y eficaz 

frente a los métodos convencionales, ya que ofrecen una mayor sensibilidad, especificidad y 

rapidez, reduciendo el tiempo de diagnóstico de días a horas y permitiendo la identificación de 

factores de patogenicidad, virulencia y resistencia a fármacos. Sin embargo, también se reconoce 

que su alto costo y la necesidad de personal capacitado y equipos especializados limitan su 

aplicación generalizada en todos los laboratorios.  
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Objetivos 

Objetivo General 

Analizar de forma comparativa las técnicas de PCR empleadas para la detección de 

Escherichia coli en leche cruda y productos lácteos procesados, a través de una revisión de 

bibliográfica. 

Objetivos Específicos 

Describir las técnicas de PCR que se han utilizado en la industria de alimentos lácteos 

con el fin de realizar la detección de E. coli. 

Determinar las ventajas y desventajas de cada una de las técnicas de PCR que se han 

utilizado para la detección de E. coli en leche cruda y en productos lácteos procesados. 

Desarrollar un análisis bibliométrico de las características de la bibliografía encontrada 

sobre las técnicas de PCR que se han utilizado para realizar la detección de E. coli en leche cruda 

y en productos lácteos procesados. 
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Marco Teórico 

Inocuidad Alimentaria y Detección Molecular en la industria Láctea 

La inocuidad alimentaria comprende el conjunto de principios, normas y prácticas 

destinadas a garantizar que los alimentos sean seguros para el consumo humano. Su propósito es 

identificar y controlar los peligros que puedan afectar la salud del consumidor, incluidos 

microorganismos patógenos, toxinas y otros agentes dañinos. En la industria alimentaria, la 

presencia de bacterias, virus, hongos y parásitos representa una amenaza significativa para la 

salud pública (Patange & Thorat, 2022). En este contexto, las técnicas moleculares se han 

consolidado como herramientas fundamentales para el control sanitario de los alimentos, debido 

a su rapidez, precisión y confiabilidad. A diferencia de los métodos microbiológicos 

tradicionales, que suelen ser más lentos y menos específicos, estas técnicas permiten detectar 

material genético de patógenos en pocas horas, lo que facilita una respuesta oportuna ante 

posibles riesgos de contaminación (Andrade et al., 2010). 

Entre las metodologías más empleadas se encuentran la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) y su variante en tiempo real (qPCR), que posibilitan la identificación de genes 

asociados a virulencia y resistencia antimicrobiana con un mínimo margen de error (Huertas-

Caro et al., 2019). Su aplicación en la industria alimentaria permite detectar niveles muy bajos de 

contaminación antes de que los productos lleguen al consumidor, contribuyendo al 

fortalecimiento de los estándares de calidad. Asimismo, estas técnicas apoyan el cumplimiento 

de normativas internacionales orientadas a garantizar la inocuidad de los alimentos. Organismos 

como la Comisión del Codex Alimentarius y entidades regulatorias nacionales, como el INVIMA 

en Colombia, promueven el uso de métodos de detección rápidos para verificar la ausencia de 



24 

 

patógenos en productos alimentarios listos para consumo, fortaleciendo los sistemas de 

vigilancia y la confianza del consumidor (Codex Alimentarius, 2020; INVIMA, 2022). 

En conjunto, el uso de técnicas moleculares constituye un pilar esencial para asegurar la 

inocuidad alimentaria, proteger la salud pública y cumplir con las exigencias regulatorias a nivel 

global, especialmente en productos de alto riesgo como los lácteos. 

Características y Beneficios Nutricionales de la Leche 

La leche es un alimento básico y esencial en muchas culturas, reconocida por su riqueza 

nutricional y su papel fundamental en el desarrollo y mantenimiento de la salud humana. Su 

composición equilibrada en macronutrientes y micronutrientes la convierte en una fuente 

confiable de energía, proteínas, grasas y minerales esenciales. Uno de los beneficios más 

relevantes de la leche es su alto contenido de calcio, vital para el fortalecimiento óseo y la 

prevención de enfermedades como la osteoporosis (Li et al., 2023). Además, su consumo ha sido 

asociado a mejoras en el desarrollo muscular y la regulación del sistema inmune gracias a la 

presencia de bioactivos con propiedades antimicrobianas según la FAO (2021).  

En este contexto, uno de los componentes más destacados de la leche son sus proteínas, 

las cuales representan aproximadamente un 3,2% de su composición total. Estas se dividen 

principalmente en dos grupos: las caseínas, que conforman alrededor del 80%, y las proteínas del 

suero, que representan el 20% restante. Las caseínas son esenciales en la coagulación durante la 

elaboración de productos lácteos fermentados, mientras que las proteínas del suero, como la 

lactoglobulina y la lactoalbúmina, tienen propiedades funcionales que las hacen valiosas tanto en 

la nutrición humana como en la industria alimentaria FDA (2023).  Asimismo, estas proteínas 

son consideradas de alto valor biológico, ya que contienen todos los aminoácidos esenciales 

requeridos por el cuerpo humano. La leche se considera un alimento completo y equilibrado, con 
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una alta densidad de nutrientes respecto a su contenido calórico. Aporta proteínas de alto valor 

biológico, hidratos de carbono (principalmente lactosa), grasas, vitaminas A, B2, B12 y D, y 

minerales esenciales como calcio, fósforo y magnesio, todos ellos fundamentales para el 

crecimiento, la salud ósea, dental y el funcionamiento metabólico. (Fernández et al., 2015).  

Complementando esta función proteica, la leche también contiene grasas que representan 

entre un 3,5% y 4,5% de su volumen total, dependiendo de factores como la raza del animal, su 

dieta y la etapa de lactancia. Estas grasas están compuestas por una mezcla compleja de 

triglicéridos, fosfolípidos, colesterol y ácidos grasos. En particular, los ácidos grasos de cadena 

corta, como el ácido butírico, poseen propiedades antiinflamatorias y han sido asociados con 

beneficios metabólicos según la FDA (2023). 

Finalmente, la leche destaca por ser una fuente natural de minerales esenciales. Entre 

ellos, el calcio sobresale por su función en la formación y mantenimiento de huesos y dientes, 

además de participar en procesos como la contracción muscular y la coagulación sanguínea. 

Junto a este mineral, el fósforo también cumple un rol importante en la salud ósea y la 

producción de energía celular. Por otra parte, el potasio contribuye al equilibrio de líquidos y la 

función cardíaca, mientras que el magnesio participa en múltiples reacciones enzimáticas del 

organismo. Además, la leche contiene oligoelementos como zinc, yodo y selenio, los cuales 

desempeñan funciones clave en la inmunidad y la función tiroidea. De acuerdo con Griffiths 

(2010), la biodisponibilidad de estos minerales es elevada gracias a la acción sinérgica de 

componentes como la lactosa y las caseínas, lo que convierte a la leche en un alimento 

estratégico para una nutrición adecuada, particularmente en etapas críticas del crecimiento 

humano. 
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Factores de Contaminación en Productos Lácteos 

La contaminación microbiológica de los productos lácteos puede ocurrir en cualquier 

etapa de la producción debido a que la leche por su alta composición rica en agua, proteínas y 

azucares, es altamente susceptible a la contaminación microbiológica en todas las etapas de la 

cadena productiva, desde la recolección de la leche hasta el almacenamiento y distribución del 

producto final. Diversos patógenos de interés en salud pública, como Escherichia coli O157:H7, 

Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Campylobacter spp., se han asociado con brotes 

transmitidos por lácteos (Oliver et al., 2005). Algunos de los factores que aumentan este riesgo 

incluyen: 

Calidad de la Leche Cruda 

  La leche cruda constituye la primera fuente de riesgo. Su calidad depende de 

múltiples factores, incluyendo el estado sanitario de los animales, las condiciones de higiene en 

el ordeño y el ambiente de la producción. La leche no pasteurizada puede contener bacterias 

provenientes de vacas infectadas, equipos de ordeño mal higienizados o contaminación 

ambiental en las instalaciones de producción.  Oliver et al., (2005) destacan que la 

contaminación cruzada ambiental por estiércol, polvo, agua contaminada y la persistencia de 

microorganismos en biofilms de equipos de ordeño son factores críticos que comprometen la 

inocuidad desde la fase primaria. El Codex Alimentarius (2020) establece que el cumplimiento 

de criterios microbiológicos desde la producción primaria es indispensable para reducir estos 

riesgos. 

Procesamiento y Manipulación 

El procesamiento industrial busca garantizar la seguridad mediante técnicas como la 

pasteurización, la fermentación y la maduración. Sin embargo, prácticas inadecuadas de higiene 
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durante la pasteurización, fermentación o maduración de productos lácteos pueden favorecer la 

proliferación de microorganismos patógenos (Oliver et al., 2005). Además, la recontaminación 

post-pasteurización es una amenaza constante si no se cumplen adecuadamente las Buenas 

Prácticas de Manufactura (BPM). 

Condiciones de Almacenamiento 

El almacenamiento bajo refrigeración constituye una medida fundamental para prolongar 

la vida útil y preservar la inocuidad de los lácteos. No obstante, existen algunos patógenos que 

pueden sobrevivir y multiplicarse a temperaturas de refrigeración, como Listeria monocytogenes, 

que son capaces de sobrevivir e incluso multiplicarse en condiciones de frío, lo que representa un 

riesgo en productos como el queso blando y la leche fresca (Chen et al., 2022). En este sentido, 

el control estricto de la cadena de frío y la reducción de los tiempos de distribución y 

comercialización resultan esenciales para minimizar la proliferación de bacterias resistentes a 

bajas temperaturas. 

Fermentación y Cambios Químicos 

Durante la producción de yogur, la fermentación controlada, llevada a cabo por bacterias 

ácido-lácticas (BAL), es una estrategia tecnológica que contribuye a la seguridad de los 

productos lácteos fermentados. Estas bacterias convierten la lactosa en ácido láctico, reduciendo 

el pH y mejorando la seguridad del producto. Por otra parte, producen metabolitos 

antimicrobianos como bacteriocinas, peróxido de hidrógeno y ácidos orgánicos que refuerzan la 

protección microbiológica (Fernández et al., 2014). La eficiencia de estas bacterias está 

influenciada por factores como el pH, la temperatura y la cepa utilizada, los cuales determinan su 

viabilidad y la producción de metabolitos con beneficios tecnológicos y funcionales. (Fernández 

et al., 2014).   
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Normatividad y Gestión de la Cadena Láctea 

El cumplimiento de normativas nacionales e internacionales es esencial para reducir 

riesgos microbiológicos en la producción láctea. La regulación de los productos que contienen 

BAL es esencial para garantizar su inocuidad y asegurar información adecuada al consumidor. A 

nivel internacional, el Codex Alimentarius ha establecido directrices relacionadas con la 

producción, etiquetado y comercialización de alimentos, promoviendo buenas prácticas de 

higiene y transparencia en la industria. En Colombia, la Federación Colombiana de Ganaderos 

(FEDEGÁN) establece lineamientos para garantizar la calidad higiénico-sanitaria a lo largo de la 

cadena láctea, promoviendo la implementación de Buenas Prácticas Ganaderas (BPG) como eje 

fundamental para garantizar la inocuidad, trazabilidad, bienestar animal y sostenibilidad del 

sistema productivo (FEDEGÁN, s.f.). Estos lineamientos se articulan con el marco regulatorio 

nacional e internacional, constituyendo una base técnica que permite al sector lácteo avanzar 

hacia estándares superiores de competitividad y cumplimiento normativo.  La orientación de 

FEDEGAN converge con el Codex Alimentarius, el cual define principios y criterios 

microbiológicos aplicables a los alimentos, con el propósito de salvaguardar la salud del 

consumidor, favorecer el comercio justo y armonizar los requisitos entre países miembros 

(Codex Alimentarius, 2020). Estas disposiciones constituyen un soporte regulatorio integral para 

la producción láctea responsable, asegurando la protección de los consumidores y la 

competitividad en mercados internacionales. 

Métodos de Control y Técnicas de Detección 

Para garantizar la seguridad microbiológica de los productos lácteos, es fundamental 

aplicar estrategias de control en cada fase de la producción. Entre las principales medidas se 

incluyen: 
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Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) 

Las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) son esenciales para minimizar el riesgo de 

contaminación cruzada durante el procesamiento y almacenamiento, ya que la correcta higiene 

del personal y el adecuado mantenimiento de los equipos desempeñan un papel clave en la 

reducción de patógenos en productos lácteos (Yeh et al., 2021). En este marco, el control 

preventivo en la cadena láctea se concibe como un sistema integrado de gestión del riesgo 

microbiológico que combina medidas de prevención en la explotación primaria, la aplicación de 

BPM y programas de verificación analítica para disminuir la probabilidad de ingreso y 

proliferación de patógenos. Desde la perspectiva biotecnológica, dicho control incorpora la 

selección y uso de cultivos iniciadores funcionales con actividad bioprotectora, el diseño 

higiénico de las instalaciones y la vigilancia mediante métodos analíticos sensibles que permitan 

la toma de decisiones en tiempo real (Anumudu et al., 2024; Ağagündüz et al., 2022). 

Pasteurización y Tratamientos Térmicos 

La pasteurización es un procedimiento altamente eficiente que elimina los 

microorganismos dañinos y, al mismo tiempo, preserva las características nutricionales del 

producto. Dependiendo del tipo de lácteo, se ajustan las temperaturas y los tiempos de 

tratamiento para asegurar la calidad y seguridad del producto final (Haas et al., 2025). En esta 

misma línea, Monteiro et al., (2023) señalan que la pasteurización y otros tratamientos térmicos 

validados constituyen la barrera más fiable para la inactivación de patógenos termolábiles en 

matrices lácteas; no obstante, la cinética de inactivación depende de factores como el contenido 

graso y proteico, así como de la resistencia intrínseca de los microorganismos objetivo. Por ello, 

la validación debe realizarse mediante curvas D/z específicas para cada combinación patógeno-

matriz (Moiseenko et al., 2023; Vinocunga-Pillajo, 2024). 
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Tratamientos no Térmicos 

 Putri et al., (2024) describen que las estrategias no térmicas (HPP, luz pulsada, UV-C, 

tratamientos por plasma frío; además de biopreservación mediante bacteriocinas o consorcios de 

BAL y bacteriófagos) constituyen alternativas eficaces para reducir cargas microbianas 

preservando atributos sensoriales y componentes nutricionales. Estas tecnologías requieren 

validación por matriz para establecer parámetros de operación (presión, dosis UV, tiempo) que 

aseguren inactivación microbiológica sin generar subpoblaciones subletales con consecuencias 

indeseadas. 

Técnicas para la Detección de Patógenos 

Métodos Convencionales. La eficacia de los métodos convencionales puede potenciarse 

con protocolos de enriquecimiento dirigidos y con procedimientos estandarizados, además de la 

incorporación de controles internos de proceso que permitan evaluar la recuperación microbiana 

en matrices ricas en grasas y proteínas, como la leche y quesos frescos (Merchán et al., 2019). 

Métodos Moleculares. Los métodos tradicionales de detección microbiológica, como el 

cultivo en medios selectivos, han sido reforzados con técnicas moleculares más sofisticadas. 

Entre ellas, la PCR en tiempo real (qPCR) se destaca como una de las herramientas más 

eficientes para la detección rápida y precisa de patógenos como E. coli y Listeria monocytogenes 

en productos lácteos, lo que contribuye a un control sanitario más eficaz (Madi et al., 2022). En 

esta misma línea, Wang et al., (2018) indican que plataformas de qPCR de alto rendimiento y la 

digital PCR (dPCR) permiten vigilancia multiplex, cuantificación absoluta y una reducción 

significativa en el tiempo de obtención de resultados, por lo que su integración en programas de 

verificación y respuesta rápida en la cadena láctea es cada vez más habitual. Sin embargo, la 

interpretación de los resultados debe considerar la posible detección de ADN no viable; por ello, 
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se recomiendan protocolos combinados, como el tratamiento con monoazida de propidio (PMA) 

o etidio monoazida (EMA), o el análisis dirigido a ARN, cuando la decisión regulatoria requiere 

evidencia de viabilidad. 

Métodos Inmunológicos. Zhao et al., (2023) y revisiones sobre técnicas inmunológicas 

señalan que ELISA y pruebas rápidas inmunocromatográficas (LFIA) constituyen herramientas 

de cribado eficaces para control de lote y verificación en planta, ofreciendo tiempos a resultado 

en horas y costos moderados; sin embargo, su sensibilidad y especificidad dependen fuertemente 

de la calidad del reagente inmunológico y de las estrategias de preparación de muestra en 

matrices lácteas, donde interferentes (grasa, proteínas) reducen la sensibilidad práctica si no se 

aplican pretratamientos adecuados (Zhao et al., 2023). 

Métodos Basados en Biosensores y Nanotecnologías.   Wang et al., (2018) y Zhao et 

al., (2023) documentan avances substanciales en biosensores electroquímicos y ópticos para 

detección de patógenos en alimentos: las plataformas mejoradas con nanomateriales (nano-

electrodos, nanopartículas metálicas) incrementan la sensibilidad y permiten LOD competitivos 

con qPCR en condiciones controladas. Estas tecnologías ofrecen lectura cuantitativa y potencial 

de uso on-site (portable), lo que favorece la toma de decisiones operativas en planta (Wang et al., 

2018; Zhao et al., 2023). 

No obstante, la literatura enfatiza que la transferencia de los sensores desde laboratorio a 

planta exige superar retos de interferencia por matriz, estandarización de protocolos de 

extracción y enriquecimiento y validación multicéntrica para asegurar reproducibilidad y 

aceptabilidad regulatoria. La implementación práctica requiere además el diseño de flujos de 

confirmación (sensor → qPCR/cultivo) para decisiones regulatorias. 
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Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) 

Las ETA representan un desafío significativo para la salud pública y la industria 

alimentaria. Estas enfermedades son causadas por la ingestión de alimentos o agua contaminados 

con microorganismos patógenos, sus toxinas o productos químicos peligrosos. Los síntomas de 

las ETA pueden variar desde leves hasta severos y pueden incluir diarrea, vómitos, fiebre y dolor 

abdominal (Schmid et al., 2013; Oliver et al., 2011). La presencia de E. coli en leche cruda y 

productos lácteos es una causa común de ETA que pueden resultar en una significativa 

enfermedad grave, que puede incluir síndrome urémico hemolítico (SUH) en casos severos, así 

como en pérdidas económicas considerables debido a los retiros de productos y la pérdida de 

confianza del consumidor.  

La implementación de prácticas de seguridad alimentaria rigurosa en programas de 

vigilancia y control puede reducir significativamente la incidencia de ETA y mejorar la 

seguridad alimentaria a nivel global (Wang et al., 2018). 

E. coli y otros patógenos de importancia en la transmisión de ETA a través de alimentos 

incluyen Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter jejuni y Staphylococcus 

aureus, los cuales pueden encontrarse en productos lácteos no pasteurizados, carnes crudas o 

poco cocidas, y vegetales contaminados (OMS, 2021). Estos microorganismos están asociados 

con enfermedades graves como listeriosis, salmonelosis, campilobacteriosis y toxiinfecciones 

estafilocócicas, que pueden afectar especialmente a niños, adultos mayores y personas 

inmunocomprometidas (Mayo Clinic, 2023). 

Escherichia coli 

 El serotipo E. coli O157:H7 es uno de los patógenos más virulentos asociados a 

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), especialmente en productos lácteos 
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contaminados. Su capacidad patogénica se debe, en gran parte, a la producción de toxinas Shiga 

(Stx1 y Stx2), que interrumpen la síntesis de proteínas en las células del huésped, causando daño 

celular severo y muerte celular programada (apoptosis) (Ripodas et al., 2017). Estas toxinas se 

unen a receptores específicos en las células eucariotas, desencadenando una respuesta 

inflamatoria intensa que puede derivar en colitis hemorrágica y en casos graves, en síndrome 

urémico hemolítico (SUH), una afección potencialmente mortal caracterizada por insuficiencia 

renal aguda, anemia hemolítica y trombocitopenia (Fratamico & Genhring, 2014). 

Las consecuencias de las infecciones por E. coli O157:H7 pueden ser graves y de larga 

duración. Brotes registrados a nivel mundial han resultado en miles de hospitalizaciones y 

múltiples muertes, afectando especialmente a niños, ancianos y personas inmunocomprometidas 

(Fratamico & Genhring, 2014). 

En el contexto de los productos lácteos, E. coli es un patógeno particularmente 

preocupante debido a su capacidad proliferarse en la glándula mamaria de las vacas y causar 

brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) (Aguilera et al., 2014). 

Listeria monocytogenes 

 Es un patógeno que representa un gran desafío para la industria láctea, ya que tiene la 

sorprendente capacidad de crecer a bajas temperaturas y alcanzar niveles peligrosos durante el 

almacenamiento de productos lácteos. Esta característica la convierte en un riesgo constante, 

especialmente porque puede sobrevivir incluso en condiciones de refrigeración, lo que facilita la 

contaminación de los productos terminados. Varios estudios realizados en España han 

demostrado la presencia de L. monocytogenes en productos lácteos. (Rodríguez et al., 2001). Este 

microorganismo puede sobrevivir a lo largo de todo el proceso de fabricación y maduración en la 

mayoría de las variedades de queso. 
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Salmonella spp.  

Las salmonelosis son enfermedades de origen alimentario vinculadas principalmente al 

consumo de carne de cerdo y de ave crudas o poco cocidas. Ambas producen principalmente 

gastroenteritis aguda, aunque en individuos inmunocomprometidos pueden provocar 

complicaciones graves, como infecciones sistémicas o reacciones inmunes postinfecciosas. En 

un estudio en Bélgica, estas dos enfermedades representan el mayor número de infecciones 

bacterianas confirmadas de origen alimentario, pero hasta la fecha no se había calculado su 

impacto total en salud poblacional utilizando métricas estandarizadas como los años de vida 

ajustados por discapacidad (DALYs por sus siglas en inglés) que combinan mortalidad y 

discapacidad, la salmonelosis mantiene una tendencia descendente y estable, reflejando los 

efectos positivos de las medidas de control implementadas en la cadena alimentaria. (de 

Noordhout et al., 2015). 

Campylobacter jejuni 

Según estudio realizado en el Reino Unido se evidenció que la colonización intestinal por 

C. jejuni es bastante común en vacas lecheras, y que la leche cruda puede contaminarse 

fácilmente durante el ordeño o al entrar en contacto con agua superficial contaminada juega un 

papel crucial en la infección de los bovinos, y que los métodos microbiológicos tradicionales no 

reflejan adecuadamente los riesgos reales. Por lo tanto, los autores subrayan que solo a través de 

la pasteurización y la implementación estricta de controles microbiológicos específicos se puede 

asegurar la seguridad de la leche. (Humphrey & Beckett, 1987). 

Staphylococcus aureus 

Este microorganismo afecta la mastitis en vacas principalmente causando infecciones 

intramamarias tanto clínicas como subclínicas, que resultan en inflamación del tejido mamario, 
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abscesos, cicatrices y una notable reducción en la producción de leche. Esta bacteria puede 

causar mastitis aguda o crónica, colonizando con más de una cepa. Se identificó un estudio que 

empleó el análisis del patrón de fragmentación de enzimas de restricción (REFP) para identificar 

variaciones de cepas de S. aureus en casos naturales de mastitis subclínica bovina.  (Young et al., 

2001). 

Técnicas de Cultivo Microbiológico 

Estas técnicas tradicionales son fundamentales en la microbiología de alimentos y han 

sido la base para la detección e identificación de microorganismos patógenos en los productos 

lácteos. A pesar de los avances en técnicas moleculares, los métodos de cultivo siguen siendo 

indispensables debido a su capacidad para confirmar la viabilidad de los microorganismos y 

proporcionar información sobre su crecimiento y comportamiento en diferentes condiciones 

ambientales (Guaña-Moya et al., 2017). 

Los métodos de cultivo microbiológico incluyen la siembra en medios de cultivo 

selectivos y diferenciales, que permiten la identificación preliminar de patógenos basándose en 

características morfológicas y bioquímicas. La cuantificación de microorganismos mediante 

técnicas como el recuento en placa y la prueba de Número Más Probable (NMP) proporciona 

datos esenciales para evaluar la carga microbiana en los productos lácteos y asegurar el 

cumplimiento de los estándares de seguridad alimentaria (Jin-Qian, 2017). 

Las técnicas de cultivo también son cruciales para la identificación de patógenos 

emergentes y la evaluación de la resistencia a antimicrobianos.  

Técnicas Moleculares de PCR para la Detección de Microorganismos 

Los métodos moleculares son técnicas basadas en el análisis de material genético (ADN o 

ARN) o proteínas para identificar y cuantificar microorganismos o sustancias específicas en las 
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muestras alimentarias. Estos métodos incluyen la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), 

secuenciación de próxima generación (NGS), hibridación de ácidos nucleicos y ensayos 

inmunológicos moleculares (Guaña-Moya et al., 2017). 

La aplicación de técnicas moleculares ha permitido avances significativos en la detección 

y control de patógenos en la industria alimentaria. Por ejemplo, la PCR en tiempo real permite la 

amplificación y detección simultánea de múltiples patógenos en una sola reacción, lo que mejora 

la eficiencia del diagnóstico y la precisión en la identificación de contaminantes (Lim et al., 

2021). Además, la secuenciación de próxima generación (NGS) ha facilitado el análisis 

genómico completo de microorganismos, proporcionando información detallada sobre su 

virulencia y resistencia a antibióticos (Liu et al., 2025). Estos avances han sido cruciales para el 

desarrollo de estrategias de control más efectivas y la mejora de la seguridad alimentaria (Zhang 

et al., 2022). 

Normativas Nacionales e Internacionales que Regulan la Seguridad Alimentaria 

Cada país tiene su propio conjunto de regulaciones para la seguridad alimentaria, basadas 

en las recomendaciones del Codex Alimentarius y adaptadas a sus necesidades y contextos 

específicos. Por ejemplo, la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos 

(FDA) y el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) son responsables de regular 

la seguridad de los productos alimenticios en ese país (FDA, 2023).   

Las normativas colombianas que regulan la producción, procesamiento y 

comercialización de la leche y sus derivados están publicadas en diversas fuentes oficiales. A 

continuación, se indican algunas de las principales normativas y dónde pueden consultarse: 
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Decreto 616 de 2006: Establece el reglamento técnico sobre los requisitos que debe 

cumplir la leche para el consumo humano. Este decreto está disponible en el Gestor Normativo 

de la Función Pública.  

Decreto 2838 de 2006: Modifica parcialmente el Decreto 616 de 2006 y dicta otras 

disposiciones relacionadas con los requisitos para la leche destinada al consumo humano. Puede 

consultarse en la página de normatividad de la Federación Colombiana de Ganaderos 

(FEDEGÁN).  

Resolución 2310 de 1986: Reglamenta aspectos relacionados con los derivados lácteos, 

incluyendo definiciones, requisitos de procesamiento, composición, transporte y 

comercialización. Está disponible en el sitio web del Ministerio de Salud y Protección Social.  

Resolución N. 1407 del 2022 establece los criterios microbiológicos que deben cumplir 

los alimentos y bebidas destinadas para consumo humano, en el cual se establece que los 

productos lácteos no deben presentar E. coli, ya que este patógeno debe estar en ausencia, de lo 

contrario si algunos de los productos lácteos contienen presencia de dicho patógeno es indicativo 

de una mala manipulación o contaminación. 

La Comisión del Codex Alimentarius, establecida por la FAO y la OMS, es una entidad 

internacional que desarrolla normas alimentarias para proteger la salud de los consumidores y 

asegurar prácticas equitativas en el comercio de alimentos. Según la FAO (2021), "las normas 

del Codex son la referencia mundial en seguridad alimentaria y son utilizadas por muchos países 

para desarrollar sus propias regulaciones". 

Metáfora del Árbol de la Ciencia 

La metáfora del árbol del conocimiento es un concepto que invita a explorar y apreciar la 

diversidad del conocimiento humano, mostrando su unidad subyacente y la interconexión entre 
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diferentes disciplinas. Este sistema jerárquico permite visualizar la relación entre distintos 

campos del saber, promoviendo un enfoque interdisciplinario y una comprensión profunda del 

conocimiento. 

Este sistema tiene diversas aplicaciones prácticas en áreas como la educación, la ciencia y 

el ámbito empresarial. En educación, ayuda a los estudiantes a comprender la relación entre 

diferentes disciplinas y fomenta un aprendizaje integrado. En ciencia, facilita a los investigadores 

contextualizar sus estudios y promueve la colaboración entre disciplinas, contribuyendo a 

avances científicos. En el ámbito empresarial, puede ser utilizado para comprender la 

interconexión entre diferentes áreas de conocimiento. (Klein, 2014). 

Por otro lado, González, (2004) explora cómo la práctica científica se define como una 

entidad multidimensional, donde el lenguaje utilizado en la investigación y las afirmaciones 

aceptadas por los científicos son componentes clave. Se destaca la importancia de estrategias 

metodológicas innovadoras, como la metáfora fiscalista y organicista, en la actividad científica. 

Análisis Bibliométrico 

Los resultados de la búsqueda se cargaron en el software Bibliometrix, una herramienta 

gratuita que permite el procesamiento y análisis eficiente de grandes volúmenes de datos. A 

través de esta plataforma, se extrajo información clave como los autores más citados, tendencias 

en la investigación, evolución de publicaciones a lo largo del tiempo, palabras clave más 

relevantes y principales fuentes de publicación. Además, se identificaron las técnicas de PCR 

utilizadas en la detección de E. coli en leche y productos lácteos, así como sus aplicaciones, 

ventajas y limitaciones. 

El análisis bibliométrico permitió visualizar la distribución de los estudios en diferentes 

regiones, evaluar la frecuencia de aparición de metodologías específicas y detectar vacíos en la 
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literatura que puedan orientar futuras investigaciones.  Estos datos fueron sistematizados y 

organizados para su posterior interpretación y discusión en el desarrollo de la monografía. 
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Metodología 

Estrategia de Búsqueda de Información 

Se realizó una búsqueda exhaustiva de artículos científicos en la e-biblioteca virtual de la 

UNAD, utilizando las bases de datos Scopus y Web of Science, seleccionadas por su cobertura 

internacional y rigor en la indexación de publicaciones científicas. La búsqueda se limitó a 

documentos publicados entre el 1 de enero de 2003 y el 31 de diciembre de 2025, en inglés, 

español o portugués, y al tipo de documento "artículo de revista científica". 

Para optimizar la búsqueda, se utilizaron operadores booleanos y términos clave como: 

Escherichia coli AND PCR AND leche cruda, técnicas moleculares AND detección de patógenos 

AND productos lácteos, seguridad alimentaria AND E. coli AND qPCR y contaminación 

microbiológica en lácteos AND diagnóstico molecular. 

Tabla 1  

Términos clave 

Fuentes de datos Wos Scopus 

Años de búsqueda 2003-2024 

Día de búsqueda 21/02/2025 

Filtro Título 

Tipo de documento Documentos científicos tipo artículo 

Clase de revista Incluye todos 

Ecuación de búsqueda ((“Polymerase chain reaction” OR “PCR”) AND (“Escherichia 

coli” OR “Dairy Foods” OR “cheese” OR “butter” OR “milk  

cream” OR “milk cheese” OR “Dairy products” OR “curd” OR 

“fermented milks” OR “Dairy preparation”)) 

Documentos encontrados 58 51 

Total 109 

Nota. En esta tabla se evidencia los términos clave.  
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Criterios de Inclusión y Exclusión 

Criterios de inclusión 

Estudios que analicen el uso de técnicas moleculares basadas en PCR para la detección de 

E. coli en leche cruda o productos lácteos procesados. 

Criterios de exclusión 

Artículos que no aborden la detección de E. coli en lácteos. 

Estudios enfocados únicamente en métodos microbiológicos tradicionales sin 

componente molecular. 

Publicaciones sin respaldo académico o con información desactualizada. 

Análisis Bibliométrico 

Los resultados seleccionados fueron procesados con el software Bibliometrix, que 

permite el análisis de grandes volúmenes de datos bibliográficos. A través de esta herramienta, se 

extrajo información clave como: 

Autores más citados, evolución de publicaciones, palabras clave relevantes, técnicas 

de PCR utilizadas, principales revistas y regiones geográficas productoras de conocimiento. 

Este análisis facilitó la identificación de vacíos en la literatura, la evaluación de 

tendencias y la sistematización de datos para una interpretación integral en el desarrollo del 

trabajo. 
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Clasificación de Artículos: Metáfora del Árbol de la Ciencia 

Para organizar y clasificar la literatura recopilada, se aplicó la metáfora del árbol de la 

ciencia (Robledo et al., 2014; Valencia-Hernández et al., 2020), que facilita la visualización 

jerárquica del conocimiento científico: 

Raíz: Estudios fundamentales que establecen la base del conocimiento en la detección de 

E. coli mediante PCR. Aquí figuran las bases teóricas, antecedentes y esto nos representa la base 

sólida sobre la que se construyó todo lo demás. 

Tronco: Investigaciones no tan antiguas ni tan recientes, pero que amplían y desarrollan 

estos conocimientos. Representan el cuerpo principal de la investigación, porque se establecen 

argumentos y presentan hallazgos; es el soporte que sostiene toda la investigación. 

Hojas: Estudios emergentes y de vanguardia que representan las tendencias actuales y 

futuras en este campo (Robledo et al., 2014). Muestran los detalles con datos específicos, 

evidencias y las citas bibliográficas representativas. 

Evaluación Crítica de las Técnicas de PCR 

Los artículos fueron revisados cualitativamente para evaluar la calidad metodológica, 

relevancia científica, conexiones entre enfoques diagnósticos y se prestó especial atención a la 

descripción detallada de las variantes de PCR utilizadas (convencional, en tiempo real, múltiple), 

sus aplicaciones específicas y resultados obtenidos en la detección de E. coli. 

Análisis Comparativo de Ventajas y Desventajas 

Con base en los resultados del análisis bibliométrico y la revisión de las técnicas 

moleculares, se elaboró una síntesis comparativa que resume las ventajas y limitaciones de las 
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distintas variantes de PCR aplicadas en productos lácteos. Este insumo permite valorar la 

efectividad, precisión, costos y tiempos de respuesta de cada metodología. 

Impacto y Relevancia del Análisis 

El estudio facilitó la identificación de las técnicas moleculares clave para la seguridad 

alimentaria, destacó los progresos tecnológicos en diagnóstico microbiológico y señaló las áreas 

que necesitan mayor desarrollo científico. Además, esta revisión bibliográfica aporta 

información esencial para optimizar los protocolos de detección de patógenos en la industria 

láctea y para guiar la formulación de políticas públicas en salud y control de calidad. (Palomino 

& Muñoz, 2014; Huang et al., 2022). 

Técnicas Moleculares de PCR Utilizadas para la Detección de E. coli en la Industria Láctea 

PCR Convencional 

La PCR se ha consolidado como una herramienta fundamental en el control 

microbiológico de los alimentos, debido a su alta sensibilidad, especificidad y rapidez en la 

detección de secuencias genéticas específicas de E. coli (Yeh et al., 2021). A diferencia de los 

métodos tradicionales de cultivo microbiológico, que pueden tardar días en proporcionar 

resultados, la PCR permite detectar la presencia del ADN bacteriano en pocas horas, incluso en 

muestras con bajas concentraciones del patógeno (Schmitz et al., 2022). Variantes de esta técnica 

han optimizado aún más esta aplicación, permitiendo la cuantificación exacta de E. coli en 

productos alimenticios.  

La implementación de esta tecnología en la industria alimentaria no solo mejora la 

eficiencia del control de calidad, sino que también contribuye a la prevención de brotes de 
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enfermedades transmitidas por alimentos, garantizando productos más seguros para el consumo 

humano (Huang et al., 2022). 

Técnica de la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Es una técnica revolucionaria de biología molecular que permite la amplificación 

específica de fragmentos de ADN en un corto período de tiempo. Su funcionamiento se basa en 

ciclos térmicos repetitivos que incluyen tres etapas fundamentales: 

Desnaturalización. En esta primera fase, la mezcla de reacción se calienta a temperaturas 

entre 92 y 96°C durante 20 a 30 segundos, lo que provoca la ruptura de los enlaces de hidrógeno 

entre las bases nitrogenadas del ADN, separando la doble hélice en hebras simples. Este paso es 

crucial para exponer las secuencias diana y permitir la unión de los cebadores en la siguiente 

fase. Los principales componentes involucrados en esta etapa son el ADN molde, que contiene la 

secuencia a amplificar, y el tampón de reacción, que mantiene un ambiente químico óptimo para 

la actividad enzimática. 

 Alineamiento o Hibridación. Tras la desnaturalización, la temperatura se reduce a un 

rango de 50-65°C durante 20 a 40 segundos, permitiendo que los cebadores se unan a sus 

secuencias complementarias en el ADN molde. Los cebadores son pequeños fragmentos de 

oligonucleótidos de entre 18 y 25 nucleótidos de longitud, diseñados para delimitar la región de 

interés. Su correcta hibridación es esencial para garantizar la especificidad de la amplificación. 

En esta etapa, la concentración de Mg²⁺ en la mezcla es un factor crítico, ya que influye en la 

eficiencia del apareamiento de los cebadores y en la actividad de la ADN polimerasa. 
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 Extensión. En esta fase, la temperatura se incrementa a 72°C, la temperatura óptima para 

la actividad de la ADN polimerasa termoestable (como por ejemplo la Taq polimerasa). La 

enzima cataliza la síntesis de una nueva hebra de ADN añadiendo nucleótidos de 

desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTPs) en dirección 5' → 3' tal como se evidencia en la Figura 

1, utilizando la hebra molde como guía. La duración de este paso varía dependiendo del tamaño 

del fragmento de ADN a amplificar, estableciéndose en ~1 minuto por cada 1,000 pares de bases. 

Cada uno de estos ciclos se repite entre 30 y 40 veces, lo que permite la amplificación 

exponencial del ADN (Hussain et al., 2025). 
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Figura 1  

Proceso de amplificación mediante la PC

 

Nota: Fuente. Imagen tomada de current protocols in molecular biology (Kuslich et al., 

2019). 

Análisis del Producto de Amplificación de la PCR. En la PCR convencional, la 

eficiencia de la reacción se evalúa mediante electroforesis en gel de agarosa, una técnica 

utilizada para la separación de ácidos nucleicos en función de su tamaño y carga eléctrica dentro 

de un campo eléctrico. La matriz de agarosa actúa como un filtro molecular, permitiendo la 

migración del ADN hacia el ánodo (+) debido a la carga negativa conferida por los grupos 

fosfatos. Para la visualización de las ampliaciones, se emplea bromuro de etidio (EtBr), un 

agente intercalante que se une al ADN de doble cadena y emite fluorescencia bajo luz 
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ultravioleta (UV). Dado su carácter mutagénico y teratógeno, su manipulación requiere estrictas 

medidas de bioseguridad (Green & Sambrook, 2019a; Tamay de Dios et al., 2013).  Sin 

embargo, se han desarrollado alternativas, ya que, a pesar de los excelentes resultados 

observados con el bromuro de etidio, se ha demostrado es mutagénico y genotóxico. Por 

ejemplo, en el estudio publicado por (Bawane et al., 2024), evaluó algunas alternativas más 

seguras al bromuro de etidio (EtBr) para la visualización de ácidos nucleicos. Colorantes 

fluorescentes como ADN Stain G, SYBR™ Safe, EZ-Vision® In-Gel, LabSafe™, así como 

GelGreen®, GelRed® y Diamond™ Nucleic Acid Dye, que actúan por intercalación con el 

ADN y emiten fluorescencia tras excitación con luz UV o azul y que diferencia del EtBr, estos 

colorantes presentan baja permeabilidad celular y menor toxicidad, lo que reduce riesgos para el 

usuario y el medio ambiente. Otro estudio comparativo mostró que la mayoría de estos 

colorantes mostraron mejor desempeño en el método de poststaining (tinción del gel luego de la 

electroforesis de ADN), con alta sensibilidad y sin alterar la movilidad del ADN. Algunos, como 

ADN Stain G, SYBR™ Safe y EZ-Vision® In-Gel, también funcionaron bien en el método de 

precasting (Adición del colorante antes de la solidificación del gel de agarosa), mientras que el 

preloading (adición del colorante al buffer de carga), resultó inadecuado para casi todos los 

colorantes, debido a la baja sensibilidad y la alteración en la migración del ADN. Estos 

resultados sugieren que la elección del método de tinción es clave para optimizar la visualización 

y minimizar efectos adversos sobre el análisis electroforético. 

Para la correcta interpretación de los resultados de electroforesis en gel de agarosa, las 

ampliaciones se cargan junto con un marcador de peso molecular, que contiene una muestra 

comercial de ADN con fragmentos de tamaños conocidos que sirve como calibrador para estimar 

el tamaño de los fragmentos de ADN en la muestra por comparación de la distancia migrada 
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(Reinoso et al., 2022). 

Ejemplos de PCR Convencional en la Detección de E. coli 

Algunos autores han resaltado el uso de la PCR convencional en la detección de E. coli 

productora de toxina Shiga (STEC) en leche cruda ejemplo de ello es el artículo publicado por 

Otero et al., (2017) En el que, analizaron la presencia de STEC en leche de tanque de ovejas y en 

el ambiente de granjas en Castilla y León, España, aplicando inmunoensayo, cultivo y PCR 

convencional para la detección de los genes stx1 y stx2.  

De 388 muestras de leche analizadas, el 45.4% resultaron positivas por PCR para stx, 

aunque el inmunoensayo no detectó la toxina en ninguna muestra. Además, se aislaron 47 cepas 

de STEC, incluidas cuatro del serotipo O157:H7, tres de muestras obtenidas de leche y una de 

muestras obtenidas de agua. Estos resultados sugieren que la leche cruda de oveja puede actuar 

como reservorio de STEC, aunque la prevalencia de serotipos altamente patogénicos es baja.  

La implementación de la PCR convencional en controles de higiene en la producción 

lechera es clave para reducir la contaminación y garantizar la seguridad de los productos lácteos. 

Además, es una herramienta confiable para la detección cualitativa de E. coli productora de 

toxina Shiga (STEC), permitiendo identificar la presencia de los genes stx1 y stx2 con alta 

sensibilidad.   

Otros autores como Megawer et al., (2020), utilizaron la PCR convencional para la 

detección del gen wzy, responsable de la polimerización del antígeno O, un componente clave del 

lipopolisacárido (LPS) de E. coli. La PCR se aplicó sobre 200 muestras de productos lácteos, 

incluyendo leche cruda, crema fresca, yogur y queso. Cabe destacar que, previamente, se había 
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realizado un aislamiento e identificación serológica de diferentes serogrupos de E. coli, 

incluyendo el serogrupo O157, por lo que la PCR fue utilizada como prueba confirmatoria de la 

identidad de los aislamientos. Los resultados revelaron una alta prevalencia de E. coli en leche 

cruda (75%), crema fresca (62,5%) y queso tipo Kareish (80%). De manera interesante, al 

comparar yogur de producción artesanal e industrial, se observó presencia de E. coli únicamente 

en el artesanal (25%), mientras que en las muestras industriales no se detectó la bacteria, lo cual 

resalta la importancia de las condiciones higiénicas en el procesamiento. 

Sin embargo, es importante considerar una limitación del enfoque molecular empleado. 

Aunque la detección del gen wzy es útil para confirmar la presencia del antígeno O y, por tanto, 

establecer el serogrupo, su presencia no permite diferenciar entre cepas comensales y patógenas, 

ya que muchas cepas no patógenas también poseen este gen. Además, la detección de wzy no 

permite identificar los factores clásicos de virulencia de E. coli como stx1/2 (toxinas Shiga), eae 

(intimina), bfpA, entre otros, que son fundamentales para clasificar a las cepas en sus distintos 

patotipos (EHEC, EPEC, ETEC, etc.). Por lo tanto, aunque el enfoque del artículo es valioso 

desde un punto de vista epidemiológico, sería recomendable complementarlo con la detección de 

genes de virulencia específicos para evaluar adecuadamente el riesgo sanitario asociado a las 

cepas aisladas. 

Un interesante uso que se le dio a la PCR convencional es la identificación de genes de E. 

coli relacionados con la multiresistencia a antibióticos. (Mwasinga et al., 2023). En este estudio 

se detectó E. coli multirresistente (MDR) en muestras de leche cruda de vaca y se caracterizaron 

sus perfiles de resistencia antimicrobiana. Para ello, se aislaron 418 muestras mediante métodos 

convencionales de cultivo para el aislamiento de E. coli, seguidos de pruebas de susceptibilidad 

antimicrobiana utilizando el método de difusión en disco en agar Mueller-Hinton según el 
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protocolo de Kirby-Bauer. Posteriormente, se realizó la detección molecular de genes de 

resistencia mediante PCR, enfocándose principalmente en genes codificantes de β-lactamasas 

como blaCTX-M, blaTEM y blaOXA. Los resultados revelaron una elevada frecuencia de 

resistencia a ampicilina (50%), tetraciclinas (40.1%) y cefotaxima (15%). De manera relevante, 

en los aislados resistentes a cefotaxima se identificaron los genes blaCTX-M y blaTEM, lo que 

confirma la presencia de mecanismos de resistencia asociados a β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE), representando un riesgo significativo para la salud pública, así como un 

desafío para la industria alimentaria, debido al potencial de diseminación de bacterias 

multirresistentes a través de la cadena de producción y consumo de leche cruda. Teniendo en 

cuenta lo anterior, un enfoque interesante se encuentra en el artículo de Chandrakar et al., (2022), 

en el cual se llevó a cabo la identificación de E. coli, no directamente en muestras de leche cruda, 

sino en moscas domésticas capturadas en tiendas de leche en Raipur, India. Se recolectaron 150 

moscas, de las cuales se aislaron 45 cepas de E. coli, lo que corresponde a una prevalencia del 

30%. De estos aislamientos, el 37,8% fueron productores de betalactamasas de espectro 

extendido (BLEE) y portadores de genes de resistencia a tetraciclinas y quinolonas. Lo 

destacable de este estudio es que resalta el papel de las moscas domésticas como vectores 

potenciales de E. coli multirresistente, lo cual representa un riesgo significativo para la inocuidad 

alimentaria y la salud pública, especialmente en entornos donde se comercializan alimentos de 

origen animal. Aunque no era el objetivo principal del artículo, se evidencia la importancia del 

uso de la PCR convencional, en combinación con diferentes metodologías de cultivo, tanto para 

la identificación de E. coli como para la detección de diversos genes asociados a la resistencia a 

antimicrobianos. 

Por otra parte, la combinación de PCR convencional con técnicas complementarias ha 
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permitido el desarrollo de enfoques avanzados que mejoran la sensibilidad, especificidad y 

aplicabilidad de esta técnica en el ámbito de la seguridad alimentaria. Algunos de esos enfoques 

son: 

PCR-IMS (PCR con Separación Inmunomagnética) 

 En esta técnica se emplean perlas magnéticas funcionadas con anticuerpos específicos para 

capturar selectivamente patógenos antes de la amplificación, lo que permite su detección en 

matrices alimentarias altamente complejas, como leche cruda, carne procesada y otros productos 

derivados de origen animal. Esta estrategia es especialmente útil para la identificación de 

bacterias de difícil aislamiento, como E. coli O157:H7 y Salmonella spp., ya que facilita la 

concentración del microorganismo diana, reduciendo la presencia de contaminantes e inhibidores 

de la reacción (Baylis, 2009; Caro et al., 2006; Mercanoglu Taban & Aytac, 2019; Wang et al., 

2014).   

Ejemplo de ello es el artículo publicado por Karns et al., (2007), quienes analizaron en 

muestras de leche la presencia de genes codificantes de factores de virulencia asociados con E. 

coli enterohemorrágica (EHEC), haciendo uso de la PCR convencional, pero también de la PCR 

en tiempo real. De ese modo 859 muestras fueron recolectadas y enriquecidas en caldo EC, 

aumentando así la biomasa. Posterior a dicho enriquecimiento se llevó a cabo una separación 

inmunomagnética de bacterias O157:H7 con perlas magnéticas recubiertas con anticuerpos 

monoclonales anti E. coli O157 y a partir de dichos aislados se llevó a cabo la extracción de 

ADN. y se identificaron genes como rfbO157 que codifica enzimas implicadas en la síntesis del 

antígeno O157, el gen fliC, que codifica una proteína estructural del flagelo y el gen hlyA, que 

codifica una hemolisina enterohemorrágica. Los tres genes dan una alta probabilidad de que se 
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trate de una cepa EHEC O157:H7. Lo interesante del artículo fue el uso de esta PCR 

convencional, como una alternativa a 15 muestras cuyos resultados fueron dudosos mediante 

PCR en tiempo real, esta última identificó genes como eaeA, γ-tir, stx1, stx2, lacZ. Entonces a 

pesar de algunas de estas muestras analizadas contenían genes asociados a EHEC y al serotipo 

O157:H7, ninguna mostró una combinación de genes rfbO157, fliC, hlyA y stx, es posible que 

pertenezcan a EHEC de un serotipo distinto, también con una alta capacidad patogénica y de 

relevancia para la seguridad alimentaria. 

Otro ejemplo en el que abordan la separación inmunomagnética, y la PCR convencional 

se muestra en el artículo de (Luo et al., 2017). A pesar de que en este artículo los autores no 

quieren identificar E. coli sino Listeria.monocytogenes en leche pasteurizada. La separación 

inmunomagnética resultó ser una efectiva herramienta de preconcentración y purificación en 

matrices complejas como la leche. Allí los autores resaltan que esta tecnología se encuentra entre 

las más eficientes para separar y concentrar patógenos, sin embargo, también se resalta un 

problema de esta metodología y es su eficiencia cuando se aplica a grandes volúmenes de más de 

10 ml, por lo que requeriría mayor cantidad de Ac y perlas magnéticas aumentando 

significativamente los costos. Para superar esto, los autores  proponen una separación 

inmunomagnnética en dos pasos, primero, anticuerpos monoclonales  anti-L.monocytogenes y 

marcados con biotina se adicionaron a un volumen grande 10 mL y luego se agregan las perlas 

magnéticas recubiertas con estreptavidina, que se unen a los anticuerpos biotinilados ya 

adheridos a las bacterias esto permite una reacción antígeno anticuerpo más eficiente ya que los 

anticuerpos estas libres y móviles en solución antes de unirse a las perlas, lo que permitió límites 

de detección de 8 × 10¹ UFC/mL en leche pasteurizada en un tiempo menor a 7 horas.  

Este enfoque permite límites de detección bajos aumentando la sensibilidad, en 
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volúmenes mayores y sin aumentar el gasto de recursos de reactivos. Lo anterior representa una 

mejora significativa frente a los métodos de cultivo tradicionales, que requieren entre 24 y 48 

horas para obtener resultados. Sin embargo, la PCR convencional utilizada en este procedimiento 

presenta ciertas limitaciones, especialmente en términos de rapidez y capacidad de 

cuantificación, en comparación con técnicas más avanzadas como la PCR en tiempo real 

(qPCR), que permite una detección más rápida y cuantitativa. A pesar de ello, la integración con 

la separación inmunomagnética (IMS) resalta la importancia de combinar distintas metodologías 

para optimizar la precisión en la detección y caracterización de patógenos en alimentos.  

Inmunomagnética (IMS), Propidio Monoazida (PMA) y PCR Convencional 

Los métodos moleculares que involucran análisis de ADN, incluida la PCR y sus 

diferentes variantes, no diferencian el ADN proveniente de bacterias viables y no viables, así que 

una forma superar este problema es a través del uso previo de reactivos como la Monoazida de 

Propidia (PMA, por sus siglas en inglés), que va a permear la membrana de las células dañadas y 

se intercalara en el ADN, inhibiendo la amplificación de este ADN. es así que algunos artículos 

como el de (Wang et al., 2014), desarrollaron un método rápido, sensible y específico para la 

detección de E. coli O157:H7, combinando la separación inmunomagnética, así como el 

pretratamiento con PMA, además del uso de un control interno de amplificación RNA ribosomal 

16S (permite verificar si hay inhibidores en la muestra, si no amplifica indica inhibición, lo cual 

evita falsos negativos), en una PCR convencional. Lo interesante es que, al comparar esta 

metodología con la PCR convencional sola, los autores evidenciaron un límite de detección 

menor, de tal forma que solo la PCR ese límite fue de 10⁴ UFC/mL y cuando se combinó con la 

separación inmunomagnética, más el pretratamiento con PMA fue de 2,1 × 10² UFC/mL 

indicando una mayor sensibilidad. 
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ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus PCR) y la RAPD-PCR (Random 

Amplified Polymorphic DNA PCR) 

Estas dos técnicas han sido ampliamente utilizadas para la tipificación molecular de cepas 

bacterianas, permitiendo analizar la diversidad genética de los patógenos y rastrear su origen en 

brotes de enfermedades transmitidas por alimentos. La ERIC-PCR utiliza secuencias repetitivas 

conservadas en el genoma de bacterias de la familia Enterobacteriaceae (comprende bacilos 

Gram negativos, en su mayoría anaerobios facultativos, ampliamente distribuidos en el intestino 

de humanos y animales, así como en agua, suelo y alimentos; incluye especies comensales y 

patógenas como Escherichia coli, Salmonella, Shigella y Klebsiella, relevantes en salud y 

control de calidad alimentaria) (Janda & Lopez, 2021), para generar patrones específicos de 

amplificación, mientras que la RAPD-PCR emplea cebadores de secuencia aleatoria para 

amplificar fragmentos polimórficos, lo que facilita la caracterización de cepas y la identificación 

de relaciones epidemiológicas en estudios de trazabilidad alimentaria. En este contexto, la 

RAPD-PCR se basa en la amplificación aleatoria de fragmentos de ADN polimórficos, mientras 

que la ERIC-PCR utiliza regiones repetitivas conservadas en el genoma bacteriano, ambas 

generan perfiles únicos de amplificación (Chandrakar et al., 2022; Zago et al., 2007). 

PCR-ELISA 

Como una alternativa a análisis del producto post PCR, se desarrolló la PCR-ELISA, que permite 

detectar estos productos de forma más sensible y especifica que la electroforesis en gel, usando 

una detección basada en anticuerpos y colorimetría de tal forma que se extrae ADN bacteriano, 

se llevan a cabo los diferentes ciclos de amplificación, y el análisis se da mediante una ELISA de 

dichos amplicones. Por ejemplo (Fach et al., 2001), llevaron a cabo la identificación de la 

bacteria E. coli STEC y no STEC en leche contaminada artificialmente. Así, posterior a la 
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extracción se realizó la PCR y posterior a la amplificación el ADN fue desnaturalizado con 

NaOH/EDTA y la detección se llevó a cabo mediante una ELISA en sándwich, detectando genes 

stx. se emplearon sondas marcadas con biotina y dioxigenina para la captura y detección de los 

productos amplificados, y luego de la hibridación, se añadieron anticuerpos anti digoxigenina, 

conjugados con peroxidasa de rábano, así como el sustrato de tetrametilbencidina.  

La especificidad del ensayo PCR-ELISA fue evaluada utilizando 94 cepas productoras de 

toxina Shiga (STEC) y 84 cepas no-STEC. Todas las cepas STEC presentaron valores de 

absorbancia superiores a 3,5, mientras que las cepas no-STEC mostraron valores 

consistentemente bajos, inferiores a 0,07, lo que demuestra una alta especificidad del método 

para la detección de los genes stx1 y stx2. Se estableció un punto de corte de 0,1 unidades de 

absorbancia, definido como el valor promedio de los controles negativos más tres desviaciones 

estándar. En cuanto a la sensibilidad, se determinó que el límite de detección del ensayo fue 

aproximadamente de 10² UFC/ml, basado en diluciones seriadas de cepas STEC representativas 

(O26:H11, O8:H19 y O157:H7). A concentraciones iguales o superiores a 10⁴ UFC/ml, se 

observaron absorbancias elevadas (3,365–4,000), mientras que valores cercanos al umbral de 

positividad fueron registrados en diluciones de 10²–10³ UFC/ml, lo que indica que el ensayo es 

capaz de detectar cantidades muy bajas de bacterias objetivo. A pesar de su alta sensibilidad y 

especificidad, el uso del PCR-ELISA ha sido limitado debido a la complejidad de su protocolo, 

que incluye múltiples pasos post-amplificación, y a la aparición de técnicas más rápidas y 

automatizables como la PCR en tiempo real. Además, la menor disponibilidad de kits 

comerciales y la dificultad para estandarizar el procedimiento han contribuido a que su uso sea 

menos frecuente en investigaciones recientes. 
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PCR-HCR (Hybridization Chain Reaction PCR) 

En la búsqueda de formas más eficientes de llevar a cabo la PCR convencional, (Liang et 

al., 2020), desarrollaron un método de amplificación dual PCR-HCR (Hybridation Chain 

Reaction), para la detección de E. coli O157:H7 en leche. De esta manera en la primera 

amplificación se combinan cebadores, uno con capacidad bloqueadora y otro marcado con 

biotina, dirigidos al gen fliCh7, específico de esta cepa, los productos generados luego de la PCR 

con el uso de estos cebadores que contienen una región de cadena sencilla y otra doble con 

biotina (ss-ds ADN- biotina), que son capturadas mediante perlas magnéticas recubiertas con 

estreptavidina. La segunda reacción que ocurre es la HCR, que actúa como una segunda etapa de 

amplificación de señal, la cual fue detectada por fluorescencia usando SYBR Green I, que se 

intercala en el ADN de doble cadena generada (Dirks & Pierce, 2004). Con esta doble 

amplificación el método desarrollado por estos autores alcanza un límite de detección de 7,2 × 

10¹ UFC/mL (sin la amplificación por HCR, no se detectaron señales por debajo de 10³ 

UFC/mL), y fue eficaz en muestras de leche descremada artificialmente contaminadas, con lo 

cual es importante resaltar que al llevar a cabo esta misma metodología en muestra contaminadas 

requeriría un previo enriquecimiento, lo cual aumentaría el tiempo.  A pesar de que esta técnica 

mejora la sensibilidad y especificidad respecto a la PCR convencional, su implementación en la 

industria láctea podría enfrentar desafíos relacionados con la complejidad del protocolo y la 

necesidad de reactivos especializados.  

Para la detección rutinaria de E. coli en leche, métodos como la PCR en tiempo real 

siguen siendo más prácticos debido a su rapidez y facilidad de automatización. No obstante, en 

situaciones donde la detección de bajas concentraciones de patógenos es crítica, la PCR-HCR 

podría ser una herramienta valiosa para reforzar la vigilancia microbiológica y minimizar el 
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riesgo de contaminación en productos lácteos. 

PCR Convencional Combinada con Perlas Magnéticas Funcionalizadas con Polilisina (PLL-

MB-PCR) 

Finalmente, el uso de perlas magnéticas funcionadas con poli-L-lisina (PLL-MB) ha 

mejorado significativamente la captura y purificación de ADN en matrices complejas, facilitando 

su detección por PCR. Estas nanopartículas tienen la capacidad de unirse electrostáticamente a 

las moléculas de ADN, lo que permite su extracción eficiente incluso en muestras con bajos 

niveles de material genético, como alimentos altamente procesados (Deng et al., 2021). 

Siguiendo esta línea de optimización en la detección molecular (Deng et al., 2021), 

propusieron una estrategia basada en PCR convencional combinada con perlas magnéticas 

funcionadas con polilisina (PLL-MB-PCR), enfocándose en la detección de E. coli O157:H7 y 

Staphylococcus aureus en productos lácteos. La incorporación de perlas magnéticas recubiertas 

con polilisina permitió capturar bacterias mediante interacciones electrostáticas, facilitando su 

concentración y purificación antes de la amplificación por PCR. Esta estrategia redujo la 

interferencia de la matriz alimentaria y mejoró la eficiencia en la extracción de ADN, logrando 

un límite de detección de 7 × 10² UFC/mL para E. coli O157:H7 en leche. Su aplicación 

representa un avance en la detección rápida y eficiente de patógenos en matrices lácteas, 

fortaleciendo los sistemas de control microbiológico. 

La funcionalización de perlas magnéticas con polilisina en la PCR convencional es un 

aspecto clave en la optimización de la detección de E. coli en leche. La poli L-lisina, debido a su 

carga positiva, facilita la captura de células bacterianas con carga negativa mediante 

interacciones electrostáticas, lo que permite concentrar y purificar el ADN antes de la 
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amplificación. Este enfoque mejora la eficiencia de extracción y minimiza la interferencia de la 

matriz láctea, optimizando la sensibilidad y especificidad del método. 

Aunque la incorporación de perlas magnéticas recubiertas con polilisina aporta una 

ventaja en la preconcentración de bacterias, su implementación puede también requerir pasos 

adicionales que aumentan el tiempo total del análisis en comparación con técnicas más directas 

como la PCR en tiempo real. A pesar de esta limitación, la estrategia PLL-MB-PCR representa 

un avance significativo en la detección de E. coli en leche, proporcionando una herramienta 

eficaz para mejorar la vigilancia microbiológica y garantizar la seguridad de los productos 

lácteos. 

Todas estas variantes han demostrado ser herramientas fundamentales en el ámbito de la 

seguridad alimentaria, permitiendo la detección rápida y precisa de microorganismos patógenos 

en productos de origen animal y vegetal. Su implementación ha optimizado los procesos de 

control microbiológico, contribuyendo a la reducción del riesgo de brotes de enfermedades de 

transmisión alimentaria y al cumplimiento de normativas sanitarias internacionales, garantizando 

así la inocuidad de los alimentos y la protección de la salud pública. 

En este contexto diferentes variantes de la PCR se han desarrollado y son útiles en el 

diagnóstico microbiológico al incorporar un sistema cuantitativo, permitiendo no solo la 

detección, sino también la cuantificación precisa de microorganismos como E. coli, en alimentos 

como la leche, fortaleciendo así los sistemas de vigilancia y control sanitario. 

A pesar de todas las variantes y ventajas que se han desarrollado alrededor de la PCR 

convencional, ésta presenta limitaciones en términos de rapidez y cuantificación. Según los 

estudios revisados, la PCR en tiempo real (qPCR) podría ser una alternativa más eficiente, al 
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proporcionar resultados cuantitativos en menor tiempo y sin necesidad de electroforesis en gel. 

PCR en Tiempo Real (qPCR) 

La Reacción en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (qPCR) se distingue por la 

cuantificación en tiempo real de una secuencia de ADN específica durante la amplificación, en 

contraste con la PCR convencional, cuya detección del producto ocurre únicamente en la fase 

final de la reacción. La qPCR proporciona una mayor sensibilidad y precisión en la 

cuantificación del ADN, evitando las limitaciones del análisis de punto final, donde las 

reacciones pueden alcanzar la fase de saturación y generar resultados equívocos (Jyothy et al., 

2020). 

El principio de la qPCR se basa en la detección de fluorescencia emitida por moléculas 

marcadas de forma específica, ya sea por intercalación en el ADN de doble cadena o mediante 

sondas dirigidas a secuencias diana. La señal fluorescente es proporcional a la cantidad de ADN 

amplificado en cada ciclo, permitiendo determinar la concentración inicial del templado con alta 

especificidad. Los termocicladores de qPCR combinan una plataforma térmica de alta precisión, 

una fuente de excitación óptica (láser o lámpara de tungsteno), una cámara de detección de 

fluorescencia de alta sensibilidad y software especializado para el procesamiento y análisis 

cuantitativo de los datos (Dymond, 2013; Tamay de Dios et al., 2013). 

La detección de la amplificación en qPCR se basa en la emisión de señales fluorescentes, 

las cuales pueden generarse mediante dos estrategias principales. Una de ellas es el uso de 

sondas intercalantes, como SYBR Green I, que se unen inespecíficamente a la doble hebra de 

ADN y emiten fluorescencia proporcional a la cantidad de producto amplificado. Aunque esta 

técnica es ampliamente utilizada por su sencillez y bajo costo, puede generar señales 
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inespecíficas si se forman dímeros de cebadores o productos de amplificación no deseados 

(Harshitha & Arunraj, 2021). La otra estrategia consiste en el uso de sondas específicas, como 

TaqMan, que contienen un fluoróforo en su extremo 5’ y un quencher en su extremo 3’. Durante 

la amplificación, la actividad exonucleasa de la polimerasa degrada la sonda, separando el 

fluoróforo del quencher y permitiendo la emisión de fluorescencia. Este método ofrece una alta 

especificidad, ya que solo genera señal cuando el ADN diana es amplificado. 

La qPCR permite la cuantificación absoluta del ADN mediante curvas estándar, 

determinando la concentración exacta de una secuencia diana, y la cuantificación relativa, 

comparando la abundancia de un gen de interés con respecto a un gen de referencia. Estos 

enfoques son esenciales en estudios de expresión génica, detección de patógenos, análisis de 

carga viral y evaluación del número de copias de ADN, proporcionando datos precisos y 

reproducibles en investigación biomolecular y diagnóstico molecular (Dymond, 2013).   

Ejemplos de qPCR en la detección de E. coli 

Un ejemplo del uso de la qPCR es el estudio realizado por (Sadeq et al., 2018), quienes 

determinaron la presencia de genes de virulencia en E. coli (gen hlyA, hemolisina A) y en 

Staphylococcus aureus (gen sea, enterotoxina estafilocócica A) en muestras de leche cruda de 

búfala provenientes de una provincia de Irak. Para la detección, utilizaron la sonda fluorescente 

SYBR Green. Se analizaron 24 muestras mediante qPCR, identificándose 4 muestras positivas 

para S. aureus y 7 para E. coli, lo que representa una prevalencia del 29,2%. Esta prevalencia fue 

considerablemente menor en comparación con la reportada en otros países, como Estados Unidos 

(66,6%) y España (58,6%). Aunque el estudio se centró en aspectos epidemiológicos, los 

resultados demuestran que es posible implementar qPCR como herramienta de diagnóstico 
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molecular incluso en países con recursos económicos limitados. 

Otro artículo muestra también el uso de la qPCR en estudios de prevalencia. Así, (Pakbin 

et al., 2023) en este estudio, evaluó la prevalencia de E. coli del serogrupo O157 en 144 muestras 

de leche cruda y otras matrices alimentarias mediante qPCR en tiempo real con SYBR Green, 

utilizando análisis de curva de fusión dirigido al gen rfbA. La técnica fue validada mostrando alta 

sensibilidad y especificidad, con un límite de detección de 1,0 × 10¹ UFC/mL. Los resultados 

indicaron que el 2,77% de las muestras de leche cruda resultaron positivas para E. coli O157.  

El estudio destaca la qPCR como una metodología altamente eficiente para la detección 

de E. coli O157, resaltando su rapidez, sensibilidad y adaptabilidad. Logrando resultados 

confiables sin necesidad de un enriquecimiento previo de las muestras, algo que normalmente se 

considera esencial para mejorar la detección bacteriana. Además, el hecho de alcanzar un bajo 

límite de detección sin controles adicionales de inhibidores refuerza la idea de que este método 

es no solo sensible, sino también robusto y práctico. Esto representa una ventaja importante al 

reducir tiempos y costos, lo que facilita su uso en análisis rutinarios de seguridad alimentaria. 

Inmunomagnética Combinada con PCR en Tiempo Real (IMS-RTiPCR) 

El uso de separación inmunomagnética también se ha volcado en conjunto con la qPCR. 

(Mercanoglu Taban & Aytac, 2019), desarrollaron una estrategia basada en separación 

inmunomagnética combinada con PCR en tiempo real (IMS-RTiPCR los autores optimizaron un 

método rápido y específico para la detección de E. coli O157:H7 (EHEC) en leche cruda. Para 

ello, se contaminó artificialmente leche cruda y carne molida con diferentes concentraciones de 

EHEC (10¹, 10³ y 10⁵ UFC/mL), y se aplicó un pre-enriquecimiento no selectivo a 35 °C durante 

8 horas, seguido de la captura con microesferas magnéticas o sin ella. Luego, se identificaron las 
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células de EHEC mediante la técnica de RTiPCR. 

El estudio también evaluó la eficiencia del método sin pre-enriquecimiento, y se encontró 

que el uso de microesferas magnéticas específicas por sí solo no mejoró la detección en muestras 

de leche y carne, resultando en falsos negativos a menos que se realizara el pre-enriquecimiento 

de 8 horas. El método completo puede realizarse en menos de 9 horas, con un límite mínimo de 

detección de 10³ UFC/mL, lo que lo convierte en una técnica sencilla y rápida con gran potencial 

para su implementación en el cribado rutinario de EHEC en análisis microbiológicos, superando 

en rapidez a técnicas convencionales. De forma similar a lo descrito por Park et al., (2020), en 

muestras de leche contaminadas de forma artificial se realizó un pre-enriquecimiento de 1 hora 

en caldo peptona agua junto con perlas unidas a anticuerpos anti E. coli O157. Esto permitió 

aumentar ligeramente la cantidad bacteriana y favorecer la formación adecuada de complejos 

antígeno-anticuerpo en la muestra antes de la aplicación de la separación inmunomagnética. 

Posteriormente, se llevó a cabo la extracción de ADN y la cuantificación mediante qPCR, lo que 

redujo la duración total del proceso a 3 horas, siendo uno de los protocolos más cortos reportados 

en la literatura. Además, los límites de detección obtenidos fueron bajos. 

HRM-PCR (High-Resolution Melting PCR) 

Una variante o técnica complementaria de la qPCR es HRM-PCR (High-Resolution 

Melting PCR), que se basa en el análisis del perfil de fusión o curva de “melting”, de los 

productos amplificados por PCR, así, después de la amplificación del ADN, este se calienta 

lentamente y lo que se mide es la disminución de la fluorescencia dada por el desacoplamiento 

de la sonde intercalante SYBR Green (que solo se une al ADN de doble cadena). Lo interesante 

es que esta técnica permite detectar diferencias muy pequeñas en la secuencia de ADN 
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(mutaciones, polimorfismos), ya que dichas diferencias afectan la temperatura de 

desnaturalización del ADN (Tong & Giffard, 2012).  De esta forma algunos autores han hecho 

uso de esta metodología, un ejemplo de ello es la publicación de (Shan et al., 2024), que utilizó 

un método que combina qPCR con análisis de fusión de alta resolución, para la sub-tipificación 

de cinco tipos de E. coli diarreogénica, STEC, ETEC, EIEC, EAEC, EPEC que son de alta 

importancia en salud pública. La técnica mostró una sensibilidad y especificidad del 100% con 

límite de 0,5 y 1 ng/µL al identificar el gen invE, con una alta repetibilidad.  Así mismo se llevó 

a cabo una validación en 45 muestras de leche inoculadas artificialmente con cepas clínicas, 

demostrando que la matriz Teniendo en cuenta lo anterior, se hace evidente que en la industria 

láctea la implementación de técnicas como la PCR en tiempo real qPCR representa una 

herramienta fundamental para garantizar la seguridad alimentaria. Su alta sensibilidad, 

especificidad y rapidez, superior a la de la PCR convencional permiten la detección temprana de 

patógenos como E. coli en leche y productos derivados, incluso en niveles bajos de 

contaminación. Esto es crucial para prevenir brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, 

cumplir con las normativas sanitarias vigentes y proteger la salud del consumidor, sin afectar la 

eficiencia de los procesos productivos. 

PCR Múltiplex 

La PCR multiplex es una variante de la PCR, que posibilita la amplificación simultánea 

de múltiples secuencias diana en una sola reacción mediante el uso de distintos pares de 

cebadores específicos. Esta metodología optimiza el tiempo y los recursos, permitiendo la 

detección simultánea de varios patógenos, genes de resistencia antimicrobiana o mutaciones 

genéticas en una única muestra, lo que la hace altamente eficiente en el ámbito clínico y 

microbiológico (Elnifro et al., 2000). Esta PCR implica utilizar más de una pareja de cebadores 
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en cada reacción, se pueden emplear hasta ocho cebadores. Este tipo de PCR es adecuado para la 

detección de distintos genes simultáneamente en la misma reacción, en un mismo tubo. Los 

productos pueden verse como múltiples bandas en un gel de agarosa. La Multiplex PCR es 

frecuentemente usada en diagnóstico médico, ya que ahorra templado, tiempo y gastos, pero 

requiere una cuidadosa optimización, porque primero deben optimizarse cada reacción por 

separado (Hussain et al., 2025; Kabiraz et al., 2023; Zhu et al., 2020). 

Ejemplos de PCR Multiplex en la detección de E. coli 

La combinación de PCR convencional y PCR multiplex es una estrategia eficiente para la 

detección y tipificación de E. coli en alimentos. Por ejemplo (Wei et al., 2018), utilizaron PCR 

multiplex convencional en la detección simultanea de E. coli O157: H7 S. aureus y Salmonella 

spp en medios de cultivo y matrices alimentarias artificiales, se diseñaron cebadores dirigidos a 

los genes rfbE, nuc e invA, específicos de cada patógeno. Es de resaltar que la sensibilidad de la 

técnica disminuyó levemente al ser usada en la matriz alimentaria (10³ UFC/mL en cultivos 

puros y 10⁴ UFC/mL en leche estéril contaminada artificialmente), a pesar de ellos el método 

demostró ser rápido especifico y reproducible. En ese orden de ideas (Mohammadi & Abiri, 

2013), llevaron a cabo un estudio epidemiológico para determinar la prevalencia de cepas EPEC 

en muestras de leche cruda de vaca recolectadas en granjas de un provincia Iraní. Se analizaron 

206 muestras por PCR multiplex convencional, teniendo como blanco los genes eaeA, stx1 y 

stx2. Los resultados indicaron que el 8.25% (17 muestras) de las muestras fueron positivas para 

eaeA y negativas para stx1 y stx2, lo que confirma la presencia de cepas EPEC. Estos hallazgos 

sugieren que la leche cruda puede actuar como vehículo de transmisión de EPEC, por lo que se 

recomienda implementar medidas preventivas estrictas para reducir la contaminación bacteriana 

de origen animal en productos lácteos. 
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 También (Kumar et al., 2013) desarrollaron un ensayo de PCR multiplex para la 

detección específica de E. coli O157:H7 en muestras de leche. Esta técnica se centró en la 

amplificación de los genes uidR (presente en todas las cepas de E. coli) y fliCH7 (específico del 

antígeno flagelar H7 de E. coli O157:H7), generando productos de 152 pb y 625 pb, 

respectivamente. El método mostró alta especificidad al diferenciar E. coli O157:H7 de otras 

bacterias como Salmonella, Shigella y Staphylococcus aureus. Aplicado a 24 muestras de leche 

cruda, detectó E. coli O157:H7 en una muestra sin enriquecimiento previo y en tres muestras 

adicionales tras un enriquecimiento de 4 horas en caldo CT-SMAC, mientras que ninguna 

muestra de leche pasteurizada resultó positiva.  

Por otro lado (Caro et al., 2006), investigaron la presencia de E. coli O157:H7 en leche 

cruda de oveja en España utilizando PCR multiplex para detectar los genes rfbO157 y fliCH7, 

amplificando fragmentos de 259 pb y 625 pb, respectivamente. Además, las cepas confirmadas 

fueron analizadas para genes de virulencia (stx1, stx2, eaeA y ehxA), con una mayor prevalencia 

de stx2. Se detectó E. coli O157:H7 en un 3.5% de las muestras analizadas, evidenciando que la 

leche de oveja puede estar contaminada con cepas potencialmente patógenas. Estudios similares 

como el realizado en quesos frescos artesanales elaborados con leche cruda en Lombardia Italia, 

(Bernini et al., 2010), realizaron dos PCR multiplex convencionales, una directamente sobre el 

ADN extraído de las muestras de queso (enfoque independiente de cultivo) y otra sobre ADN d e 

células cultivables recuperadas en medios selectivos. Los genes ipaH (E. coli enteroinvasiva) y 

stx (E. coli productora de toxina Shiga) se detectaron solo en muestras con previo cultivo 

mientras que el método independiente de cultivo subestimó la presencia. Los genes de 

enterotoxinas estafilocócicas de S. aureus se encontraron en tres quesos (gen sea en los tres 

quesos, y los genes sed y sej solo en dos) lo que sugieren que algunos quesos artesanales podrían 
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representar un riesgo para la salud del consumidor. 

Además de los estudios ya mencionados, la literatura científica reporta múltiples trabajos 

en los que se ha empleado la PCR multiplex convencional para estudios epidemiológicos 

enfocados en la prevalencia de bacterias como E. coli en matrices alimentarias, especialmente 

productos lácteos y, en particular, leche, en diversas regiones del mundo (Cremonesi et al., 2005; 

Omiccioli et al., 2009; Rey et al., 2006; Zago et al., 2007). A pesar de no ser una técnica de 

reciente aparición, esta metodología ha demostrado resultados relevantes en términos de 

sensibilidad y especificidad, no solo para la detección de E. coli, sino también para la 

subtipificación de sus variantes patogénicas y la identificación simultánea de otros géneros 

bacterianos de interés en la industria alimentaria láctea. No obstante, la mayoría de estos estudios 

no son recientes, lo que podría atribuirse al surgimiento de nuevas tecnologías, incluyendo 

variantes avanzadas de la propia PCR multiplex. A pesar de ello en la actualidad autores han 

llevado a cabo estudios en leche destinados al diagnóstico de mastitis subclínica, la cual, de 

forma indirecta, puede estar asociada a la presencia de patógenos zoonóticos transmitidos por 

alimentos, como Staphylococcus aureus, E. coli, entre otros.  

Es el caso de Solanki & Devi (2024), un estudio realizado en Rajasthan comparó la 

eficacia de la PCR multiplex con métodos convencionales, como el cultivo bacteriano y las 

pruebas bioquímicas, para la detección de bacterias asociadas a mastitis subclínica en vacas y 

búfalas. La PCR multiplex mostró una mayor sensibilidad diagnóstica, detectando S. aureus en el 

32,5% y E. coli en el 8% de las muestras, frente a los valores obtenidos mediante cultivo y 

caracterización fenotípica (27% para S. aureus y 6,5% para E. coli) y al 45% de muestras 

positivas obtenidas mediante la prueba de California Mastitis Test (CMT). Estos resultados 

evidencian la superioridad de la PCR en términos de sensibilidad. Además, esta técnica permite 
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la identificación simultánea de múltiples patógenos en una sola reacción, lo que representa un 

beneficio significativo frente a los métodos tradicionales que requieren procedimientos separados 

para cada microorganismo. Otra característica destacable es la rapidez: mientras que los métodos 

convencionales pueden tardar más de 48 horas en ofrecer resultados, la PCR multiplex permite 

obtener un diagnóstico en pocas horas. No obstante, como se ha señalado previamente, esta 

técnica no permite discriminar entre ADN bacteriano proveniente de bacterias viables o no 

viables, lo cual representa una limitación a considerar en su aplicación diagnóstica. 

Inmunoensayo de Flujo Lateral, Basado en PCR Multiplex 

 Una de las principales características de la PCR multiplex convencional es la necesidad 

de realizar un análisis post-PCR mediante electroforesis en gel de agarosa. Sin embargo, existen 

alternativas más recientes, como el caso de (Zhao et al., 2023), desarrollaron un inmunoensayo 

de flujo lateral, basado en PCR multiplex y el uso de nanopartículas de oro, lo que permitió 

identificar de forma simultánea a Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium y E. coli 

O157:H7, tres de los principales agentes causantes de enfermedades alimentarias. Primero, se 

cultivaron las bacterias y se realizaron diluciones para obtener distintas concentraciones. 

También se contaminó artificialmente carne de pollo para probar el método. Luego, se extrajo el 

ADN mediante un método simple y se realizó una PCR multiplex, en la cual cada fragmento 

amplificado quedó marcado con dos etiquetas: un grupo tiol (-SH) en el extremo forward para 

unirse a las nanopartículas de oro, y un marcador específico en el extremo reverso (biotina, FITC 

o digoxina), uno para cada tipo de bacteria. Posteriormente, se añadieron las nanopartículas de 

oro conjugadas con los productos de PCR. Se armó una tira de flujo lateral con tres líneas de 

prueba: T1 con anticuerpos anti-biotina para detectar Listeria monocytogenes, T2 con 

anticuerpos anti-FITC para Salmonella Typhimurium y T3 con anticuerpos anti-digoxina para E. 
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coli O157:H7. Si la muestra contiene alguna bacteria, la línea correspondiente se tiñe de rojo 

debido al color característico del oro; en caso contrario, no aparece ninguna banda. Lo 

interesante es que el procesamiento dura alrededor de 4 horas (sin necesidad de un 

enriquecimiento en caldo nutritivo previo), además los límites de detección fueron 0,3 × 101 a 

3,5 × 102 UFC/mL para las tres bacterias.  

Estos estudios evidencian el papel clave de la PCR multiplex en la detección rápida y 

precisa de E. coli en productos lácteos, proporcionando alternativas confiables a los métodos 

tradicionales de cultivo y aislamiento. Su implementación en el control de calidad permite una 

identificación eficiente de cepas patogénicas, contribuyendo a la seguridad alimentaria y a la 

prevención de enfermedades transmitidas por alimentos. 

En la detección de E. coli en leche y otras matrices lácteas, la PCR multiplex 

convencional permite identificar varios patógenos al mismo tiempo en una sola reacción, siendo 

un método cualitativo y accesible para muchos laboratorios. Sin embargo, debido a que requiere 

electroforesis para visualizar los resultados, puede ser un proceso más lento y con menor 

sensibilidad, lo que dificulta la detección en muestras con baja carga bacteriana. Por otro lado, la 

PCR multiplex en tiempo real (qPCR) ofrece una detección más rápida y sensible al cuantificar 

el ADN durante la amplificación, además de permitir una mejor diferenciación entre cepas y 

mayor especificidad. Aunque la qPCR implica costos y equipos más especializados, su rapidez y 

precisión la hacen especialmente útil para el análisis rutinario en la industria láctea. 

PCR Multiplex en Tiempo Real 

 El uso de PCR multiplex en tiempo real para la identificación de E. coli en leche 

representa una mejora significativa en términos de rapidez, precisión y alcance diagnóstico. La 
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posibilidad de detectar simultáneamente múltiples patotipos diarrogénicos mediante la 

amplificación de genes de virulencia específicos optimiza la vigilancia microbiológica en la 

industria láctea, permitiendo un control más eficiente de la seguridad alimentaria. Autores como 

(Liu et al., 2025) han desarrollado protocolos de qPCR multiplex para la detección simultanea de 

Salmonella spp., E. coli productora de toxina Shiga (STEC), Bacillus cereus y Listeria 

monocytogenes en muestras de leche, con el diseño de “cebadores” específicos para los genes 

invA, stx1, entFM y mpl, respectivamente. Adicionalmente para evitar falsos positivos, las 

muestras bacterianas se trataron con SDS y PMA para diferenciar células viables de muertas. El 

método optimizado mostró un límite de detección de 10² UFC/mL, comparable con el método de 

recuento en placa, y permitió detectar rápidamente las bacterias viables en leche en menos de 7 

horas. 

Una característica particular de la qPCR multiplex es la necesidad de utilizar sondas 

específicas, como las tipo TaqMan, o colorantes intercalantes como SYBR Green, para permitir 

la detección de múltiples dianas genéticas en una sola reacción. En el caso de las sondas 

TaqMan, estas deben estar conjugadas con diferentes fluorocromos (como FAM, VIC, TET o 

NED) que emiten señales fluorescentes distintas, lo que permite identificar simultáneamente 

cada uno de los blancos amplificados.  

(Hodzic et al., 2023), desarrollaron y validaron un sistema de qPCR multiplex con sondas 

tipo TaqMan para la detección simultánea de ocho patógenos transmitidos por alimentos: 

Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella 

spp., Shigella spp., Staphylococcus aureus y Yersinia enterocolitica. Se diseñaron ensayos 

específicos para cada patógeno utilizando regiones conservadas del genoma, evaluadas mediante 

análisis BLAST para garantizar la especificidad. La homología con otras especies fue baja (11-
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57%), lo cual confirmó una alta especificidad. Además, se optimizaron las temperaturas de 

alineamiento y el tamaño de los amplicones para permitir la multiplexación eficiente. La técnica 

logró detectar todos los patógenos a concentraciones tan bajas como 10¹ UFC/10 g o mL en la 

mayoría de las matrices alimentarias (carnes, leche, huevos, vegetales, frutas), las cuales fueron 

contaminadas artificialmente para su evaluación y además fueron previamente enriquecidas en 

caldo tripticasa de soya.  

La sensibilidad fue particularmente alta para E. coli O157:H7, S. aureus y Salmonella 

spp., mientras que C. jejuni y Y. enterocolitica que presentaron límites ligeramente superiores 

(10² UFC) en ciertas muestras. Además, la estrategia de etiquetado combinatorial (MCPC -

combinan varios fluorocromos en distintas proporciones o combinaciones para poder detectar 

simultáneamente más objetivos en una sola reacción), permitió detectar varios patógenos 

simultáneamente sin perder sensibilidad ni especificidad, superando limitaciones comunes en la 

qPCR multiplex. La extracción y concentración previas de las muestras ayudaron a eliminar 

inhibidores y mejorar la sensibilidad. Comparado con PCR convencional, cultivo o qPCR con 

SYBR Green, este método es más sensible, rápido y versátil. Sin embargo, no distingue entre 

células viables y no viables, lo que puede sobreestimar la carga bacteriana; por ello, se 

recomienda usarlo junto con colorantes intercalantes o análisis de pre-rRNA. 

Otros autores no solo han logrado validar este tipo de qPCR multiplex para la detección 

de Campylobacter spp. Por ejemplo (Fonseca et al., 2025), validó un kit comercial basado en 

qPCR (sistema BAX®) para detectar Campylobacter spp. en leche cruda de vaca y queso 

artesanal, comparado con el método tradicional microbiológico avalado por las normas ISO. Se 

observó que componentes naturales de la leche, como lactoferrina y el sistema lactoperoxidasa, 

inhibían la detección bacteriana, por lo que se aplicó un tratamiento térmico y un paso de 
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enriquecimiento secundario con caldo Bolton, lo cual mejoró significativamente la sensibilidad 

del método qPCR. Se obtuvo límite de detección de 2.04 x10-1 UFC/mL con qPCR, comparable 

al método tradicional (2.378 x 10-1 UFC/ mL). En el estudio de sensibilidad, la qPCR alcanzó 

93.1% frente al 96.5% del método de referencia, con una precisión relativa del 97%.  

El sistema utiliza PCR en formato multiplex junto al kit comercial basado en qPCR 

(sistema BAX®), permite detectar simultáneamente el género Campylobacter y diferenciar las 

especies C. jejuni, C. coli y C. lari, mediante sondas específicas dirigidas a genes como hipO, 

asp y glyA, respectivamente. Esta estrategia acorta el tiempo de análisis a 48 h y mejora la 

identificación en comparación con los métodos tradicionales avalados por la norma ISO, que 

pueden tardar hasta 10 días. Además, este enfoque molecular validado podría adaptarse para 

detectar otros patógenos relevantes en alimentos, como E. coli, mediante el diseño de cebadores 

y sondas específicas para genes característicos como uidA o stx, ampliando así su utilidad en el 

control microbiológico de productos lácteos (Manfreda et al., 2003; Olson et al., 2025). 

RT – PCR 

La PCR con transcripción reversa (RT-PCR) es una herramienta molecular que permite 

detectar y amplificar ARN mensajero (ARNm) bacteriano, lo que resulta especialmente útil para 

identificar bacterias viables en muestras de alimentos. Esta técnica combina la acción de la 

transcriptasa reversa, que convierte el ARN en ADN complementario (ADNc), con la 

amplificación posterior mediante PCR (Manfreda et al., 2003; Olson et al., 2025).  En el caso de 

bacterias patógenas presentes en productos alimentarios como la leche, la RT-PCR dirigida a 

genes específicos permite no solo su identificación, sino también evaluar su viabilidad, ya que el 

ARNm es una molécula inestable que se degrada rápidamente tras la muerte celular (Manfreda et 
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al., 2003; Olson et al., 2025).  Por ello, la detección de ARNm actúa como un marcador 

confiable de bacterias vivas, diferenciándolas de aquellas que han sido eliminadas por 

tratamientos térmicos u otros procesos. Esta capacidad convierte a la RT-PCR en una técnica 

valiosa para el control microbiológico en alimentos, al ofrecer una alternativa más rápida y 

sensible que los métodos de cultivo convencionales (Azinheiro et al., 2021).  

Ejemplos de RT-PCR en la detección de E. coli 

Todas las variantes de PCR mencionadas hasta el momento se basan en la detección de 

ADN, sin embrago, Choi y Lee (2011) evaluaron la especificidad y sensibilidad de una técnica 

de RT-PCR para detectar E. coli O157:H7 viable en leche. Se diseñaron varios pares de 

cebadores dirigidos a los genes rfbE y wbdN, específicos del antígeno O157. Los resultados 

mostraron que solo las cepas de E. coli O157:H7 dieron productos amplificados, mientras que 

otras bacterias (incluyendo otras enterobacterias y Gram positivos) no generaron señal, lo que 

indica alta especificidad. También se evaluó la sensibilidad de diferentes juegos de cebadores 

RT-PCR dirigidos a E. coli O157:H7 en leche inoculada artificialmente con concentraciones 

de1x10⁶ a 1x10¹ UFC/mL. Se encontró que el par de cebadores RFB10-RFB11 fue el más 

sensible, logrando detectar hasta 10 células por mililitro, lo cual representa una mejora 

significativa respecto a estudios anteriores (Choi & Lee, 2011).               

 En este artículo también se evaluó el efecto de tratamientos bactericidas, como el calor y 

agentes desinfectantes y RNasa A, sobre la capacidad del RT-PCR para detectar bacterias 

viables. Además, se evidenció que el tratamiento térmico a 121 °C durante 15 minutos fue el más 

eficaz para eliminar la señal de RT-PCR mientras que el mismo tiempo a 65°C no se vio 

inhibido, indicando que destruye el ARN mensajero bacteriano. Estos resultados indican que, el 
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ARNm es un marcador fiable de viabilidad bacteriana, ya que se degrada rápidamente tras la 

muerte celular. Por ello, la combinación de tratamiento térmico, RNasa A y cebadores sensibles 

como RFB10-RFB11 permite detectar específicamente bacterias viables de E. coli O157:H7 con 

alta sensibilidad (hasta 10 células/mL), sin requerir cultivo previo (Choi & Lee, 2011). 

Cabe resaltar que uno de los principales inconvenientes con las PCR retrotranscriptasa es 

que el ARN es un tipo de nucleótido lábil y puede verse afectado por diversas razones lo cual 

podría ser una de las razones para no ser tan utilizado en estudios de prevalencia en diferentes 

matrices alimentarias. 

La PCR Anidada 

Emplea dos rondas de amplificación sucesivas con pares de cebadores diferentes para 

mejorar la sensibilidad y especificidad de la detección. La primera amplificación genera un 

fragmento de ADN más extenso, que luego sirve como templado para una segunda PCR más 

específica. Este método es particularmente útil en la detección de microorganismos en muestras 

con baja concentración de ADN, reduciendo la amplificación inespecífica y los falsos positivos 

(Green & Sambrook, 2019b).  

La técnica de PCR anidada se considera una alternativa prometedora para la detección de 

Escherichia coli O157:H7 en matrices complejas como la leche, donde la presencia de 

inhibidores naturales, como grasas, proteínas y sales de calcio, puede afectar la eficiencia de 

amplificación en métodos (Zbrun et al., 2024) . A diferencia de la PCR estándar o de variantes 

como la PCR multiplex, la PCR anidada utiliza dos rondas sucesivas de amplificación con pares 

de iniciadores diferentes (externos e internos), lo que, en teoría, mejora tanto la sensibilidad 

como la especificidad del ensayo. 
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Ejemplos de PCR Anidada en la Detección de E. coli 

Algunos autores como (Tian et al., 2022) han hecho uso de este tipo de PCR de forma 

interesante ellos utilizaron un método de separación inmunomagnética estandarizado en el 

laboratorio en el cual, utilizaron la proteína recombinante de OmpA, que es un componente 

ampliamente distribuido en la membrana externa de E. coli este se utilizó para la generación de 

anticuerpos monoclonales en ratones BALB/c. Estos anticuerpos se acoplaron a perlas 

magnéticas para capturar selectivamente bacterias en muestras de leche contaminadas 

artificialmente. Posteriormente, los productos inmunoprecipitados se analizaron por PCR 

anidada, alcanzando un límite de detección de 10² UFC/mL. 

Respecto a este tipo de PCR, se encontraron pocos artículos en la literatura de la industria 

de alimentos. Sin embargo, un estudio realizado por Madi & Al-Samarai (2022) evaluó la 

eficacia de la PCR anida basada en el gen B1 para la detección de Toxoplasma gondii en 

muestras de leche de cabras lactantes. Esta técnica permitió identificar la presencia de ADN del 

parásito en el 28.7% (23/80) de las muestras analizadas, evidenciando una alta tasa de infección 

en animales aparentemente sanos. La elección de la PCR anidada, en lugar de una PCR 

convencional o cuantitativa (qPCR), probablemente se debió a su mayor sensibilidad y 

especificidad, particularmente útil en muestras con baja carga genética del patógeno, como 

ocurre en la leche. Además, al tratarse de un entorno con recursos potencialmente limitados, la 

PCR anidada representa una opción técnicamente accesible que no requiere equipamiento 

especializado como en el caso de la qPCR. Al utilizar dos rondas sucesivas de amplificación, 

esta técnica mejora la detección de secuencias específicas del parásito, reduciendo el riesgo de 

falsos negativos y aumentando la confiabilidad de los resultados.  
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En conjunto, estos hallazgos refuerzan la utilidad de la n-PCR como herramienta 

diagnóstica sensible para la identificación directa de T. gondii en productos lácteos, con 

implicancias tanto veterinarias como en salud pública. Asimismo, esta metodología puede 

extrapolarse al diagnóstico de otras enfermedades de origen alimentario, como la detección de E. 

coli patógena en leche, donde la necesidad de detectar pequeñas cantidades de ADN bacteriano 

entre una matriz compleja también exige técnicas de alta sensibilidad como la PCR anidada. 

Por otra parte, como se mencionó en la introducción, la PCR digital es una técnica que 

divide la muestra en miles de micro-reacciones para detectar y cuantificar ADN o ARN con alta 

precisión y sensibilidad, ofreciendo una cuantificación absoluta y reduciendo falsos positivos. En 

la microbiología de alimentos se fomenta cada vez más su uso, por ejemplo (Wang Meng et al., 

2018) identificaron Salmonella thyphimurium en muestras de leche artificialmente contaminadas, 

los autores lograron límites de detección mucho más bajos de los que previamente se han 

observado con otros tipos de PCR, 1,0x10-4 ng/uL. Este resultado muestra como esta 

metodología es mucho más sensible, aunque no evita que se deban hacer previos 

enriquecimientos, y/o tratamientos con PMA. Otros autores han realizado la identificación de 

Salmonella spp.  en  muestras de leche (Du et al., 2021). Aunque el límite de detección fue un 

poco mayor, es mayor al del artículo anterior con 1,0x10-1 UFC/mL, lo que confirma que es una 

técnica mucho más sensible aunque probablemente más costosa comparado con la PCR 

convencional o incluso con la qPCR. 
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Ventajas y Desventajas de las Técnicas Moleculares de PCR para la Detección de 

Escherichia coli en Leche Cruda y Productos Lácteos Procesados 

PCR Convencional 

 La PCR convencional ha sido ampliamente utilizada en la industria de alimentos 

como una herramienta efectiva para la detección de E. coli, especialmente en productos lácteos 

como la leche. Uno de sus principales beneficios es su accesibilidad técnica y económica es que, 

no requiere equipos especializados como los necesarios para la PCR en tiempo real, lo que la 

convierte en una opción viable para laboratorios con recursos limitados. Esta ventaja fue 

destacada en varios de los estudios analizados, en los cuales la PCR convencional fue empleada 

para la identificación de genes específicos de virulencia de E. coli, como stx1, stx2, eae y wzy, 

así como para la detección de mecanismos de multirresistencia presentes en cepas de E. coli 

aisladas de productos lácteos, lo que representa un aspecto de relevancia directa para la salud 

pública. Así, (Megawer et al., 2020; Mwasinga et al., 2023), llevaron a cabo los estudios en 

países de medianos y bajos ingresos como Egypto y Zambia respectivamente; donde no solo 

identificaron genes de  virulencia como wzy  involucrado en la síntesis del LPS, sino que  

además, genes de resistencia a un antibiótico como cefotaxima un cefalosporina de tercera 

generación ( en E.coli aislada de leche), lo cual evidencia la utilidad de la PCR convencional, 

principalmente en regiones donde el acceso a tecnologías más innovadoras se dificulta, sin 

embargo teniendo un impacto relevante en salud pública.  Además, también se hace uso de esta 

técnica en países con mayor capacidad tecnológica, y particularmente (Otero et al., 2017), 

identificó factores de virulencia, principalmente asociados  a E. coli productora de toxina shiga, 

siendo interesante que al llevar a cabo inicialmente pruebas de inmunoensayo, se produjeron 

resultados negativos, comparado con la PCR convencional en la cual la identificar genes stx se 
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detectaron 176 de 388 muestras positivas, lo que evidencia la mayor sensibilidad y utilidad de 

esta técnica en comparación con metodologías microbiológicas más tradicionales. 

El aislamiento o enriquecimiento previo fue necesario en algunas de las publicaciones 

consultadas, esto permitió una validación confiable del patógeno en cuestión, así como una 

validación rápida respecto a la identificación netamente microbiológica. Por ejemplo (Caro et al., 

2006)  identificó  la  presencia de E. coli  0157:H7  en muestras de leche cruda de oveja  en un 

tiempo  de alrededor de 30 horas, que resulta inferior a la metodología solo en cultivo; además  

analizaron genes de  virulencia stx, pero además dentro de esas cepas STEC, las que contenían 

otros genes de virulencia como ehxA y eaeA. 

 La PCR convencional también es valorada por su versatilidad que permite adaptar los 

protocolos según el tipo de muestra o el objetivo del análisis (detección de serotipos, resistencia 

antimicrobiana, factores de virulencia), un ejemplo de ello es el artículo publicado por 

(Chandrakar et al., 2022),  el cual llevó a cabo un estudio para identificar de forma indirecta 

resistencia y mecanismos de resistencia bacteriana; a través de la identificación de  E. coli  y  

presencia de  principalmente betalactamasas, en moscas domesticas encontradas en la leche y 

carne  en tiendas de la ciudad de Raipur en India, evidenciando la transmisión de dichos 

mecanismos de resistencia a el sector de los alimentos, y aunque no es el objetivo del estudio si 

evidencia la versatilidad de la PCR convencional  y su aplicación en diferente matrices. En esa 

misma línea de identificación de resistencia a antibióticos (Patange & Thorat, 2022). También en 

la India se identificó dichos mecanismos en leche cruda de búfalo, queriendo abordar al menos 

de forma indirecta la causa de infecciones urinarias, gastrointestinales así como de septicemia en 

la región de Mumbai, logrando a través de la PCR convencional hallazgos interesantes. 
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Otra ventaja destacable es su alta especificidad, ya que el diseño de cebadores puede 

orientarse hacia regiones genéticas muy conservadas o exclusivas de cepas patógenas. Esta 

especificidad, cuando está bien validada, permite distinguir claramente entre cepas comensales y 

patógenas, algo fundamental en el análisis de alimentos como la leche, donde la presencia de E. 

coli no siempre indica riesgo si no se trata de una cepa virulenta. 

Además, la PCR convencional ha demostrado ser útil como método de confirmación 

rápida en protocolos multietapa; Por ejemplo, tras un enriquecimiento previo o un aislamiento 

por cultivo, se utiliza la PCR convencional para verificar la identidad genética del 

microorganismo. Esto la convierte en una herramienta útil en combinación con otros métodos, 

sin necesidad de un rediseño completo del flujo de trabajo del laboratorio (Bickley et al., 1996; 

Riffon et al., 2001; Rossen et al., 1992). 

Aunque su sensibilidad no alcanza los niveles de la PCR en tiempo real (Quigley et al., 

2012), en los estudios incluidos en la monografía se observó que, con una preparación adecuada 

de las muestras y un buen diseño de cebadores así como la elección de  adecuados controles 

positivos y negativos, la  PCR convencional puede detectar adecuadamente E. coli en matrices 

complejas como la leche; por ejemplo (Mohammadi & Abiri, 2013), identificaron E. coli  

enteropatogénica en leche cruda, y utilizaron como controles negativos E. coli STEC (productora 

de toxina shiga)  ATCC 43890 (stx1) ATCC 43889 (stx2), así  como una control positivo EPEC 

ATCC 43887 (bfpA). También (McKillip et al., 2000), llevó un estudio en el cual logra 

identificar la sensibilidad de la PCR convencional en matrices complejas como productos lácteos 

pudiendo alcanzar una sensibilidad de 1,0 x102 1,0 x104 dependiendo de la metodología de 

extracción del material genético, lo cual  no es malo, y que además dependiendo el diseño de 
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cebadores la especificidad puede aumentar, sin embargo  la carga bacteriana suele ser una 

limitante relevante. 

En el contexto de la industria alimentaria, y particularmente en la detección de E. coli en 

leche, tanto la PCR convencional como la PCR en tiempo real (qPCR) han demostrado ser 

herramientas eficaces. Sin embargo, existen diferencias sustanciales entre ambas técnicas que 

condicionan su aplicabilidad, eficiencia y utilidad en entornos industriales. 

PCR en tiempo real (qPCR) 

La PCR en tiempo real (qPCR) representa una evolución técnica importante respecto a la 

PCR convencional. Su principal diferencia radica en la capacidad de cuantificar el ADN en 

tiempo real a través del uso de sondas fluorescentes o intercalantes, eliminando así la necesidad 

de pasos posteriores de visualización. Esta característica no solo reduce el tiempo total del 

análisis, sino que también minimiza el riesgo de contaminación cruzada y errores de 

interpretación (Shahrajabian & Sun, 2024). En esta revisión se evidencia que la qPCR ha sido 

empleada de manera creciente en la industria láctea, especialmente para el monitoreo rápido de 

E. coli STEC con la particularidad de la necesidad de previo enriquecimiento bacteriano, pero no 

necesariamente cultivo y aislamiento previo, por ejemplo (Sadeq et al., 2018), quien realizó 

previo enriquecimiento durante la noche en caldo cerebro corazón, y a partir de este último si 

llevó a cabo la obtención del ADN bacteriano. 

Aunque otros autores, como Pakbin et al., (2023), estandarizaron una metodología basada 

en la centrifugación por gradiente de densidad, no fue necesario realizar ningún enriquecimiento 

o cultivo previo antes de la PCR en tiempo real, obteniendo resultados interesantes, como un 

tiempo de identificación reducido de 3 a 5 horas. Además, el límite de detección para este 

método fue de 1×10⁰ a 1×10³ UFC/mL, dependiendo de la matriz, lo cual es de gran relevancia 
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en términos de tiempo. Sin embargo, bajo esta metodología se requieren algunos reactivos y 

equipos cuyo costo podría incrementar los gastos en comparación con el uso exclusivo del 

enriquecimiento previo.  

Una estrategia interesante en la detección de E. coli enterohemorrágica fue desarrollada 

por Delannoy et al., (2022), en la cual además de identificar genes como stx, eae y wzy,  se 

identificaron nuevos genes diana, entre ellos espK, espV, ureD, Z2098 y CRISPRO26:H11. No 

obstante, se hace evidente que tanto el previo enriquecimiento como la separación 

inmunomagnética resultaron necesarios. Además, se identificó una posible nueva variante en 

Europa para este tipo de bacteria, EHEC O80. Es importante resaltar que, a diferencia de la PCR 

convencional, la qPCR proporciona datos cuantitativos, lo que permite realizar análisis 

epidemiológicos más profundos y establecer correlaciones más precisas. 

Otro aspecto diferenciador importante es la automatización. La qPCR puede integrarse 

fácilmente en plataformas robóticas o sistemas de análisis en línea, lo cual es altamente valorado 

en industrias que requieren control de calidad continuo (Lamas et al., 2016). En contraste, la 

PCR convencional sigue dependiendo de pasos manuales, como la electroforesis, que son más 

propensos a errores humanos y dificultan su uso en monitoreo en tiempo real. No obstante, la 

PCR convencional aún mantiene ciertas ventajas frente a la qPCR en determinados contextos. 

Por ejemplo, en investigaciones o laboratorios donde se requiere análisis cualitativo inicial o 

confirmación de aislamiento bacteriano tras cultivo, su bajo costo y la posibilidad de analizar 

múltiples muestras sin inversión en tecnología avanzada hacen que siga siendo útil. 

En resumen, aunque ambas técnicas permiten detectar E. coli en leche con altos niveles 

de especificidad, la PCR en tiempo real ofrece ventajas claras en cuanto a velocidad, 

sensibilidad, automatización y manejo de matrices complejas, lo que la hace más adecuada para 
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aplicaciones industriales de rutina. Por su parte, la PCR convencional sigue siendo una 

herramienta sólida para estudios preliminares, confirmación de resultados y uso en entornos con 

recursos limitados. La elección entre una u otra dependerá de los objetivos del análisis, la 

infraestructura disponible y la etapa del proceso de control de calidad en la que se apliquen. 

PCR Multiplex 

Ahora bien, al analizar el uso de técnicas más avanzadas como la PCR multiplex 

convencional y la PCR multiplex en tiempo real, se observa una clara evolución en los enfoques 

de diagnóstico aplicados a la detección de E. coli en leche. En la revisión hecha, varios estudios 

optaron por métodos multiplex con el fin de aumentar la eficiencia analítica, permitiendo 

detectar simultáneamente múltiples genes de virulencia en una sola reacción. La multiplexación 

en este formato reduce el número de reacciones necesarias, disminuyendo el consumo de 

reactivos y tiempos operativos, un aspecto valorado en laboratorios con alto volumen de 

muestras. Esto representa una ventaja clave en matrices alimentarias como la leche, donde 

pueden estar presentes diversas variantes patógenas de E. coli, cada una con perfiles genéticos 

distintos (Bernini et al., 2010; Cremonesi et al., 2005; Omiccioli et al., 2009; Solanki & Devi, 

2024). 

La PCR multiplex convencional ha sido una herramienta particularmente útil en estudios 

orientados a la caracterización de cepas de E. coli, permitiendo detectar genes como stx1, stx2, 

eae, ehxA, entre otros, en una misma muestra (Bernini et al., 2010). Esta técnica ofrece un 

equilibrio entre accesibilidad y poder analítico, ya que permite ampliar el espectro de detección. 

Por ejemplo (Wei et al., 2018), que detectó tres tipos bacterianos simultáneamente E. coli, 

Salmonella y S. aureus en muestras de leche, después de etapas de enriquecimiento en medio 

Luria Bertani, hecho que como ya ha sido descrito en esta revisión permite mejorar recuentos 
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bacterianos en casos de bajos inóculos, en este caso particular el límite de detección fue de 

1,0x103 UFC/mL, siendo relevante que los autores lo compararon tras la realización de PCR 

individual para cada bacteria, y encontraron un límite de detección homologo, por lo cual la PCR 

multiplex logró reducir tiempo y costos. 

La PCR multiplex convencional, requiere que los productos de la amplificación sean 

analizados a través de electroforesis de agarosa principalmente, sin embargo, esto  puede 

conducir a contaminación cruzada o resultados falsos positivos (Zhou et al., 2017). Por otra 

parte, cuando se requiere una mayor sensibilidad, precisión cuantitativa y velocidad en la 

obtención de resultados, la PCR multiplex en tiempo real se posiciona como la opción más 

robusta. Esta variante combina la multiplexación con las ventajas inherentes a la qPCR, como la 

detección en tiempo real, la cuantificación exacta del ADN y la reducción del riesgo de 

contaminación post-PCR. En la revisión realizada, esta técnica fue destacada en estudios que 

analizaban simultáneamente hasta cuatro o más genes en muestras de leche o queso, logrando 

detectar presencia de cepas STEC incluso en niveles bajos sin necesidad de cultivo previo. 

Además, al emplear sondas específicas para cada diana genética, la qPCR multiplex reduce el 

riesgo de amplificaciones inespecíficas que pueden afectar los resultados en la PCR. Por ejemplo 

(Liu et al., 2025), llevó a cabo multiplex qPCR  en la detección simultánea de 5 tipos 

bacterianos, incluyendo STEC, además utilizaron SDS-PMA y la sonda Taq Man, lo que 

permitió una sensibilidad con límite de detección  de 1,0x102  UFC/mL, siendo un muy buen 

limite comparado principalmente con los resultados obtenidos en la PCR convencional, y muy 

similar respecto a lo que otros autores han logrado encontrar para este mismo tipo de qPCR 

multiplex (Hodzic et al., 2023), con incluso límites de 1,0x101 UFC/mL. 



83 

 

Una característica crítica que diferencia a ambas técnicas es la capacidad de integración 

en sistemas automatizados. Mientras que la PCR multiplex convencional continúa dependiendo 

de pasos manuales como la electroforesis para la visualización de los amplicones, la qPCR 

multiplex permite el análisis inmediato y digitalizado de los datos, algo particularmente relevante 

en industrias lácteas que buscan implementar controles microbiológicos en tiempo real. Según 

(Postollec et al., 2011), la implementación de qPCR multiplex ha permitido en muchas plantas 

procesadoras de alimentos la transición hacia modelos de vigilancia microbiológica continua, lo 

que ha reducido significativamente los tiempos de respuesta ante contaminaciones. A pesar d e 

esto, la PCR multiplex convencional sigue siendo una alternativa sólida en investigaciones 

exploratorias, validación de genes objetivo y estudios donde se requiere flexibilidad en el diseño 

de los cebadores. 

En definitiva, tanto la PCR multiplex convencional como la PCR multiplex en tiempo 

real ofrecen herramientas potentes para la detección simultánea de múltiples genes de E. coli en 

leche. La elección entre una u otra depende de factores como los recursos disponibles, el tiempo 

de análisis requerido, la necesidad de cuantificación, y el nivel de automatización buscado. En 

escenarios donde la precisión y la rapidez son críticas, como en líneas de producción o análisis 

de brotes, la qPCR multiplex se posiciona como una opción superior. En cambio, para 

laboratorios con fines investigativos o recursos limitados, la PCR multiplex convencional sigue 

siendo una estrategia efectiva, económica y suficientemente sensible para garantizar un 

diagnóstico confiable. 

Dado que las matrices alimentarias, como la leche, presentan una alta complejidad debido 

a su composición rica en proteínas, grasas, azúcares y sales minerales, se generan importantes 

desafíos técnicos para la detección microbiológica, especialmente cuando se utilizan métodos 
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moleculares como la PCR. Estos componentes pueden actuar como inhibidores en la reacción 

enzimática, afectar la eficiencia de la extracción del ADN y enmascarar la presencia del 

microorganismo objetivo. Frente a estas dificultades, se han desarrollado variantes avanzadas de 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), con el objetivo de mejorar la sensibilidad, 

especificidad y robustez de los ensayos en condiciones reales de muestreo. En la revisión 

realizada, se identificaron diversas estrategias que combinan la PCR con tecnologías 

complementarias para superar las limitaciones de las matrices complejas.  

Inmunomagnética (IMS) Acoplada a la PCR 

Un ejemplo de ello es la separación inmunomagnética (IMS) acoplada a la PCR en 

tiempo real (qPCR). Esta técnica utiliza microesferas magnéticas recubiertas con anticuerpos 

específicos que capturan de forma selectiva a E. coli desde la muestra líquida (como la leche), 

permitiendo así una preconcentración y purificación del patógeno antes de la amplificación 

molecular. Esto no solo reduce la interferencia de la matriz, sino que también aumenta la 

probabilidad de detección en muestras con baja carga microbiana. Según Li et al., (2023), esta 

combinación ha demostrado ser altamente eficaz en alimentos lácteos, reduciendo los falsos 

negativos y acortando el tiempo total del análisis a menos de 6 horas. 

Además, este tipo de combinaciones tecnológicas permite sortear uno de los mayores 

retos en microbiología alimentaria: la necesidad de detectar células viables y no simplemente 

fragmentos de ADN residual. En este sentido, el uso de IMS garantiza que se están recuperando 

microorganismos intactos, lo cual es fundamental en análisis de inocuidad donde se debe 

confirmar la viabilidad del patógeno. 
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PCR-ELISA 

Otro método destacado es la PCR-ELISA, que integra la sensibilidad de la amplificación 

génica con la facilidad de lectura propia de los inmunoensayos en fase sólida. Esta metodología 

ofrece una alternativa útil en laboratorios donde no se dispone de equipamiento de qPCR, ya que 

la detección final puede realizarse mediante un lector de ELISA estándar. Según Madi & Al-

Samarai (2022), esta técnica ha demostrado ser útil para detectar E. coli y otras bacterias 

entéricas en productos lácteos, con un nivel aceptable de sensibilidad y menor riesgo de 

contaminación cruzada durante la manipulación pos-PCR. Asimismo, permite cierta 

automatización del proceso y mejora la trazabilidad del resultado. 

También se han reportado metodologías que emplean beads de poli-L-lisina combinadas 

con PCR convencional. En este caso, la captura de bacterias ocurre por interacción electrostática, 

facilitando la concentración de los patógenos desde medios líquidos sin necesidad de anticuerpos 

específicos, lo cual puede representar una ventaja en términos de costo y disponibilidad de 

insumos. Estas estrategias pueden ser particularmente útiles en entornos donde se busca una 

solución más económica o adaptable a distintas cepas bacterianas sin requerir reactivos altamente 

especializados (Tong et al., 2012). 

PCR-HCR (Hybridization Chain Reaction) 

Otra variante de interés es la técnica PCR-HCR (Hybridization Chain Reaction) con 

detección dual por fluorescencia. Esta metodología permite amplificar la señal sin depender 

únicamente de la replicación del ADN blanco, utilizando mecanismos de hibridación secuencial 

que generan múltiples señales fluorescentes a partir de un solo evento de unión. En aplicaciones 

en leche, este tipo de sistemas ha mostrado gran promesa para detectar cargas bacterianas muy 

bajas en presencia de sustancias inhibidoras (Wang et al., 2021). Además, al no requerir 
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termocicladores sofisticados, estas tecnologías emergentes podrían facilitar la descentralización 

del diagnóstico hacia entornos rurales o de bajo presupuesto. 

En conjunto, estas variantes reflejan una evolución significativa de la PCR tradicional, 

adaptándose a las necesidades específicas del sector alimentario. Las mejoras introducidas no 

solo optimizan la precisión y rapidez del diagnóstico, sino que también permiten trabajar de 

forma más eficiente en matrices altamente interferentes como la leche. La integración de pasos 

de pretratamiento selectivo, concentraciones magnéticas o sistemas de amplificación de señal 

contribuye a reforzar la seguridad alimentaria mediante una detección más eficaz de patógenos 

como E. coli en productos lácteos. 

Ventajas y Desventajas de las Técnicas de PCR Según los Autores y su Frecuencia de Uso 

en la Literatura 

En la revisión realizada se observa una clara prevalencia en el uso de la PCR 

convencional, utilizada por una mayoría de los autores como Doyle, Otero, Bickley, Rossen, y 

Mohammadi, lo cual evidencia su rol histórico y su accesibilidad en estudios de detección 

microbiológica en alimentos. Esta técnica ofrece ventajas como su bajo costo, menor 

requerimiento de equipamiento especializado y facilidad de ejecución en laboratorios de mediana 

capacidad. Sin embargo, desde el punto de vista técnico, presenta limitaciones importantes, como 

la necesidad de una mayor concentración inicial de ADN y un tiempo total de análisis que puede 

superar las 4 horas, debido a la necesidad de una etapa post-PCR con electroforesis para 

visualizar los productos amplificados (Rossen et al., 1992; Bickley et al., 1996). Además, su 

sensibilidad se ve afectada por la presencia de inhibidores en matrices complejas como la leche 

cruda, lo cual puede conducir a falsos negativos. 



87 

 

PCR en Tiempo Real (qPCR) 

Frente a ello, técnicas como la PCR en tiempo real (qPCR) han sido cada vez más 

adoptadas, como se evidencia en trabajos de autores como Rui Li (2016), Karns (2007), y Deng 

(2021). Estas metodologías permiten una detección más sensible (en el rango de 10² UFC/mL e 

incluso menos) y aceleran los tiempos de obtención de resultados a menos de 2 horas, al evitar 

pasos adicionales como la electroforesis. Además, la cuantificación en tiempo real permite no 

solo confirmar la presencia de E. coli, sino también estimar la carga microbiana, lo cual es 

crucial en matrices alimentarias donde los niveles de contaminación determinan la inocuidad del 

producto (Nielsen & Andersen, 2003; Dong et al., 2018). No obstante, requieren equipos 

costosos y un diseño de sondas y cebadores más complejo, lo cual representa una barrera técnica 

y económica para su implementación masiva en algunos contextos. 

PCR multiplex 

Por su parte, la PCR multiplex, empleada por autores como Kim (2008), Wang Meng, et 

al. (2018), y Bernini (2010), permite detectar simultáneamente múltiples genes de virulencia en 

una sola reacción, optimizando el uso de muestras y reduciendo el tiempo y los costos por 

análisis. Esta técnica puede detectar múltiples patotipos de E. coli en una sola corrida de PCR, lo 

cual es particularmente útil en estudios de trazabilidad y vigilancia epidemiológica. Sin embargo, 

desde una perspectiva técnica, requiere una optimización compleja para evitar competencia entre 

cebadores, lo cual puede comprometer la eficiencia de amplificación de algunos blancos (Kim et 

al., 2008). 

PCR Multiplex en Tiempo Real 

En el mismo sentido, la PCR multiplex en tiempo real, como la utilizada por Kumar 

(2013) y Shan (2024), representa una evolución técnica destacable al combinar la multiplexación 
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con la detección rápida y cuantitativa de qPCR. Puede lograr límites de detección por debajo de 

10² UFC/mL en matrices alimentarias, con alta especificidad y tiempos de análisis de menos de 2 

horas. Esto la convierte en una herramienta poderosa en el control microbiológico de alimentos 

como la leche, aunque, como desventaja, mantiene los altos requerimientos de diseño molecular 

y equipamiento especializado (Kumar et al., 2023; Shan et al., 2024). 

Inmunomagnética (IMS) Acoplada a PCR o qPCR 

Otras técnicas híbridas utilizadas por los autores revisados buscan mejorar la sensibilidad 

en matrices alimentarias complejas. Por ejemplo, la separación inmunomagnética (IMS) 

acoplada a PCR o qPCR, como en los trabajos de Caro (2006), Baylis (2009), permite una 

concentración previa de las bacterias objetivo mediante anticuerpos unidos a perlas magnéticas, 

reduciendo la interferencia de compuestos inhibitorios de la leche. Esta combinación ha 

permitido detectar cargas bacterianas tan bajas como 1.0×101 a 1.0×102 UFC/mL, mejorando la 

especificidad y reduciendo falsos negativos, aunque requiere etapas adicionales de 

pretratamiento que incrementan el tiempo y la complejidad del análisis (Caro et al., 2006). 

PCR-HCR (Hybridization Chain Reaction) 

Asimismo, técnicas más innovadoras como la PCR-HCR (Hybridization Chain Reaction) 

para amplificación dual de señal fluorescente (Liang, 2020) o el uso de beads de poli-L-lisina 

(Deng, 2021), se destacan por aumentar la eficiencia en la captura de células y mejorar la señal 

de detección, alcanzando límites inferiores a 10² UFC/mL incluso en muestras con alta carga de 

inhibidores. Aunque prometedoras, estas metodologías aún enfrentan barreras de estandarización 

y costo que limitan su adopción en entornos industriales. 

En resumen, las técnicas de PCR utilizadas por los autores reflejan una transición 

progresiva hacia métodos más sensibles, rápidos y automatizados, motivada por la necesidad de 
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adaptarse a matrices alimentarias complejas como la leche. Mientras la PCR convencional sigue 

siendo la más ampliamente empleada por su simplicidad, las técnicas como la PCR en tiempo 

real y sus variantes multiplex dominan los estudios más recientes por su alta sensibilidad, 

velocidad y precisión. Esta evolución técnica responde a exigencias más estrictas en la industria 

alimentaria, donde se requiere no solo confirmar la presencia de patógenos como E. coli, sino 

hacerlo con alta fiabilidad y en tiempos compatibles con los flujos de producción. 

PCR digital 

Como se vio en el capítulo anterior la PCR digital permite obtener una alta sensibilidad, 

ya que divide la muestra en miles de microrreacciones independientes y realiza un conteo directo 

de moléculas, proporcionando cuantificación absoluta sin necesidad de curvas estándar.  Al 

realizar la búsqueda de la literatura no se encontraron propiamente artículos donde identificaran 

E. coli en leche o productos lácteos a través de esta metodología, por el contrario, se 

identificaban otros géneros bacterianos. Sin embargo y de forma interesante (Wang Meng et al., 

2018) llevaron a cabo una comparación entre la PCR digital y la qPCR para identificar 

Salmonella en leche, donde identificaron que la PCR digital podría llegar a ser 10 veces más 

sensible además de presentar menor sensibilidad a los inhibidores presentes en las matrices 

complejas como la leche. Ahora bien, la PCR digital requiere un equipo especial que sea capaz 

de generar esos miles de microreacciones, además de la lectura de los resultados. Es por ello que 

como desventaja la PCR digital a pesar de la increíble sensibilidad puede resultar poco costo 

efectiva si se compara con otras metodologías descritas anteriormente. 
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Análisis Bibliométrico del Rendimiento 

La bibliometría constituye una herramienta valiosa para analizar y evaluar los resultados 

de la investigación académica. Se ha comprobado que impulsa el avance científico en múltiples 

formas; facilita la evaluación del progreso alcanzado, permite identificar las fuentes más 

confiables de información científica, reconoce a los principales actores del ámbito académico y 

proporciona una base sólida para valorar nuevos desarrollos. Uno de sus aportes clave es la 

aplicación de criterios objetivos en la evaluación de la producción investigativa, lo cual la 

convierte en un recurso cada vez más apreciado para medir la calidad y productividad académica 

(Solano et al., 2009).  

Publicaciones y citas 

Al analizar la producción científica obtenida a través de SCOPUS y Web of Science 

(WoS), se evidencia que en WoS desde el año 2000 al 2002 no se encontraron artículos 

relacionados, sin embargo, es notable que entre 2003 2008 se encontró al menos una publicación 

(figura 2). La gran mayoría de los artículos son relacionados con el uso de PCR convencional 

para la identificación de un único gen de E. coli  y otros géneros bacterianos en diferentes 

productos lácteos principalmente leche (Aslam et al., 2003; Bottero et al., 2004; Lee et al., 2006; 

McKillip et al., 2000), además de que de forma interesante en ese rango de tiempo en algunos 

artículos se probó la combinación de la PCR y en análisis de los productos de amplificación a 

través de ELISA (Daly et al., 2002; Fach et al., 2001), lo cual para ese momento resultó 

novedoso aunque no necesariamente representó mayor facilidad y reproducibilidad. Además, 

vale la pena resaltar que entre 2006 y 2008 varios autores implementaron variaciones de la PCR 

convencional; como la PCR con retro transcripción, para mejorar la identificación del material 

genético viable (Lee et al., 2006), la PCR multiplex, que permite identificar varios genes blancos 
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en una sola “corrida de PCR, lo que de una u otra manera optimiza los tiempos y el costo (García 

et al., 2008). 

Figura 2  

Producción Científica Anual 

 

Nota. Elaboración propia. 

De forma interesante se evidencia el inicio de la implementación de una variación más 

automatizada y rápida de la PCR como la PCR en tiempo real (Karns et al., 2007; Martucciello et 

al., 2008). Esto último toma sentido ya que la primera PCR en desarrollarse fue la PCR 

convencional (Mullis, 1994) en 1984, y luego surgieron diferentes variaciones. 

En el año 2009 se evidenció un incremento en la producción bibliográfica con 5 artículos 

para ambos casos (WoS y Scopus) (figura 2); la PCR multiplex fue la más utilizada tanto en su 

variación convencional como en tiempo real (Jitender Singh et al., 2009; Omiccioli, et al., 2009; 

Riyaz-Ul-Hassan et al., 2009; Singh et al., 2009). Las principales bacterias identificadas fueron 
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E. coli, L. monocytogenes Salmonella spp y Shiguella spp.  por otra parte, aunque en el 2010 se 

redujo la producción, ésta incrementó en el 2011 siendo el año de mayor producción científica 

(con 7 artículos en WoS y 6 en Scopus), manteniéndose, aunque no en la misma cantidad hasta el 

año 2014 (figura 2). En ese rango de tiempo se evidencia que la metodología más usada fue la 

PCR multiplex (Chiang et al., 2012; Choi & Lee, 2011; Gautam et al., 2012; Kim et al., 2014;  

Madic et al., 2011; Mancusi & Trevisani, 2014; Miszczycha et al., 2012; Mohammadi & Abiri, 

2013; MR, 2010; Wang, Li, Yang, et al., 2014),  y aunque la PCR multiplex en tiempo real ha 

adquirido una relevancia creciente por su rapidez y capacidad se evidencia que la PCR multiplex 

convencional  siguió siendo usada de forma importante durante este periodo, entre otros aspectos 

debido a su menor costo y facilidad de implementación. Paralelamente, se han desarrollado 

estrategias complementarias para mejorar la detección y diferenciación bacteriana. Entre ellas 

destaca la identificación de otros blancos genéticos, como el ARNr 16S, una región altamente 

conservada característica de los procariotas y ampliamente empleada en estudios filogenéticos y 

de diagnóstico.  

De igual modo, se han incorporado métodos para incrementar la sensibilidad en la 

detección de células viables, como el uso de propidio monoazida (PMA) o dodecil sulfato de 

sodio (SDS), tal como se describió en capítulos anteriores. Asimismo, la purificación 

inmunomagnética, aplicada tanto a las bacterias como a su ADN, se ha convertido en una técnica 

valiosa para enriquecer las muestras y optimizar el proceso de identificación molecular. Por otra 

parte, durante los años 2015 y 2016 no se identificaron artículos en ninguna de las bases de datos 

consultadas (WoS y Scopus) (figura 2). A partir de 2017 se observa un incremento sostenido en 

el número de publicaciones, alcanzando su punto máximo en 2019, con un total de cuatro 

artículos indexados en WoS y cinco en Scopus (figura 2). Este aumento sugiere un creciente 
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interés de la comunidad científica en la temática a partir de esa fecha, posiblemente relacionado 

con el desarrollo de nuevas metodologías y la mayor disponibilidad de herramientas moleculares.  

En este mismo rango de tiempo se evidencia nuevamente un predominio de los estudios 

que emplearon PCR multiplex; sin embargo, en esta ocasión la técnica se encuentra casi en su 

totalidad asociada a la PCR en tiempo real, lo que refleja la preferencia por métodos más rápidos 

y sensibles. De manera complementaria, varios de estos trabajos incorporan el uso de propidio 

monoazida (PMA) para discriminar células viables, así como procedimientos de separación 

inmunomagnnética (Dong et al., 2018; Mercanoglu Taban & Aytac, 2019; Nurjayadi et al., 

2019). 

En los años posteriores se evidencia que el número de artículos oscila entre 1 y 3 por años 

en ambas bases de datos, sin embargo, lo más interesante es el advenimiento de variaciones 

importantes de la PCR como por ejemplo el uso de PCR digital, y su comparación en cuanto a 

los límites de detección respecto a la PCR en tiempo real (Du et al., 2021; Shahrajabian & Sun, 

2024), donde como se mostró en capítulos anteriores, puede llegar a ser 10 veces más sensible. 

Además de que para estos años no solo identificaron la presencia o ausencia de bacterias en la 

leche, sino también el perfil de resistencia bacteriana (Mwasinga et al., 2023), que resulta de 

mayor importancia en salud pública. Por otro lado, la PCR anidada resultó de gran utilidad en la 

identificación bacteriana con mayor sensibilidad (Cenci-Goga et al., 2004; Madi & Al-Samarai, 

2022; Zbrun et al., 2024), a pesar de que el objetivo no era la identificación de E. coli muchos de 

los resultados pueden ser extrapolados. Finalmente, en el 2025 los artículos, donde se encontró 

uno para cada base de datos, se evidencia la combinación de la PCR retrotranscriptasa multiplex 

en tiempo real (Liu et al., 2025), con lo cual se evidencia la búsqueda de una mayor sensibilidad, 

rapidez y fiabilidad en el desarrollo de metodologías como la PCR, además de la orientación 
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hacia nuevas secuencias, como algunas secuencias repetitivas BOX, que permiten una mejor 

diferenciación entre Salmonella spp., Pseudomonas spp. y E. coli (Bilung et al., 2025). 

Fuentes más Relevantes 

Este análisis muestra las revistas donde se han publicado más artículos dentro de la base 

analizada, lo que permite identificar las principales fuentes de diseminación científica en el 

campo. 

Tabla 2  

Fuentes Más Relevantes 

Revistas 
Artículos 
Scopus 

Artículos 
WoS 

Total 

Journal of dairy science 6 7 7 

International journal of food microbiology 6 5 5 

Journal of food protection 4 3 4 

Letters in applied microbiology 3 2 4 

Journal of pure and applied microbiology 3 1 4 

Food microbiology 2 2 4 

Foodborne pathogens and disease 2 2 3 

Korean journal for food science of animal resources 2 2 2 

Foods and raw materials 1 2 2 

Journal of applied microbiology 2 0 2 

3 biotech 1 1 2 

Applied and environmental microbiology 1 1 2 

Arquivo brasileiro de medicina veterinaria e zootecnia 1 1 2 

Brazilian journal of microbiology 1 1 2 

Egyptian journal of veterinary science(egypt) 1 1 2 

Food science and technology (brazil) 1 1 2 

Indian journal of animal sciences 1 1 2 

Indian journal of biotechnology 1 1 2 

International dairy journal 1 1 2 

 

Nota. En esta tabla se evidencia las fuentes más relevantes 

Las revistas líderes como Journal of Dairy Science y International Journal of Food 

Microbiology son las fuentes más utilizadas, indicando un enfoque en microbiología alimentaria. 
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Así en Scopus para ambas revistas se evidenciaron 6 publicaciones científicas para cada una 

mientras que en Wos, se evidenció una mayor cantidad en el Journal of Dairys Science con 7 

publicaciones y 5 para el International Journal of Food Microbiology (tabla 2). De forma 

interesante estas dos revistas corresponden según el Scimago Journal Ranking al Quartil 1, que 

es el más alto con impactos de 1,63 y 1,25 respectivamente. Al analizar el tipo de artículos y las 

metodologías utilizadas, se observa que en el International Journal of Food Microbiology, tanto 

en Scopus como en WoS, predominan trabajos asociados con epidemiología molecular, en los 

cuales se identifican diferentes géneros bacterianos en productos alimenticios, principalmente 

lácteos. E. coli aparece de forma recurrente, y otra particularidad es que, en la mayoría de los 

casos, la metodología empleada fue la PCR en tiempo real (Delannoy et al., 2022; Derzelle et al., 

2011; Mancusi & Trevisani, 2014; Masoud et al., 2012).  Por otro lado, cuando se mira que 

sucedía con el Journal of Dairy Science, es notorio que hay una mayor diversidad en las 

metodologías utilizadas. Por ejemplo, se utilizan estrategias más novedosas de como la 

funcionalización de perlas inmunomagneticas con poly- L lisisna para un mejor aislamiento 

bacteriano, que en el caso particular correspondía a S. aureus Deng et al., 2021), o por ejemplo el 

uso high resolution melting en la PCR tiempo real lo cual resultó muy útil inicialmente en la 

determinación de la pureza del productos, pero además en la identificación de especies y 

subespecies bacterianas en una matrix comopleja (Shan et al., 2024). Y también la adición de 

PMA y SDS para amplificar los productos solamente de las bacterias viables (Dong et al., 2018; 

Wang, Li, Zhang, et al., 2014).  

Producción por Fuente a lo Largo del Tiempo 

Este análisis muestra la cantidad de artículos publicados por cada revista entre 2000 y 

2025, lo que permite identificar tendencias de crecimiento y la evolución de su relevancia en el 
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campo. La Figura 3 evidencia que International Journal of Food Microbiology presenta el 

incremento más sostenido, consolidándose como la fuente con mayor producción hacia 2024. En 

conjunto, la figura refleja la diversificación de las fuentes científicas y el aumento progresivo de 

la producción académica en microbiología durante las últimas dos décadas. 

Figura 3  

Producción por Fuente a lo Largo del Tiempo 

 

Nota. La figura muestra la evolución del número de publicaciones por revista entre los 

años 2000 y 2025, permitiendo identificar tendencias de productividad científica en las fuentes 

analizadas. 

Autores más Relevantes 

Este análisis identifica a los autores con mayor número de publicaciones en el conjunto 

analizado, evaluando también su contribución proporcional mediante el indicador de artículos 

fraccionados. 
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Tabla 3  

Autores Más Relevantes 

 

Nota. En esta tabla se evidencia a los autores más relevantes. 

Al llevar a cabo el análisis de bibliometrix para los autores con mayor producción 

científica, se evidencia que no necesariamente son los autores principales si no en la mayoría de 

los casos estos autores con mayor productividad se asocian por medio de la coautoría. Los 3 más 

productivos son Xu H, Batish VK, y Grover S.  

Al analizar el Journal y la metodología usada en los artículos publicados, se evidencia, 

una predominancia del Journal of Dairy Science, para el caso de Xu, H ( investigador de origen 

chino), y aunque hace uso de diferentes tipos de PCR en los artículos, lo interesante es que se 

basan principalmente en  metodologías que mejoran la sensibilidad de la técnica como el uso de 

PMA y perlas inmunomagnnética con poly L lisina, que permite detectar realmente el 

microorganismo de interés además de que el materia genético identificado es de bacterias viables 

(Chen et al., 2022; Deng et al., 2021; Wang & Youle, 2009; Wang, Li, Wang, et al., 2014; Zhou 

et al., 2017). 

Autores Artículos Scopus Artículos WoS Total

XU H 5 0 5

BATISH VK 4 0 4

GROVER S 4 0 4

AUVRAY F 3 0 3

DE GARAM CP 3 0 3

FACH P 3 0 3

JAMET E 3 0 3

MADIC J 3 2 5

AGUILAR ZP 2 0 2

AMAGLIANI G 2 1 3

BRANDI G 2 0 2

BRUGÈRE H 2 0 2

DILASSER F 2 0 2

LIANG T 2 1 3

LIU J 2 1 3

LOUKIADIS E 2 0 2

MAGNANI M 2 0 2
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Por otro lado, las publicaciones de Batish VK, no se evidenció una predilección en las 

revistas publicadas, y tampoco en las metodologías usadas, de tal forma que Gautam se basa en 

la identificación del ARNribosomal 16s, mientras que en la publicación con Jitender, utilizan la 

sonda Scorpio de una PCR en tiempo real, y en publicaciones de coautoría con Kumar, Singh se 

basa principalmente en PCR multiplex. Además, cuando se analizó los artículos de coautoría de 

Grover se evidencia que son los mismos que para Batish. Lo cual cobra sentido ya que ambos 

autores pertenecen a la Unidad de Biología Molecular, División de Microbiología Láctea, 

Instituto Nacional de Investigación en Productos Lácteos en Karnal India (Gautam et al., 2012; 

Jitender Singh et al., 2009; Singh et al., 2009).  

Indicadores de Producción y Citación 

Este análisis presenta el número de publicaciones científicas por país, lo que permite 

identificar las regiones con mayor generación de conocimiento, orientar posibles colaboraciones 

internacionales y comprender cómo se distribuye la actividad investigativa a nivel global. Las 

figuras 4 y 5 evidencian la productividad por país registrada en las bases de datos Scopus y Web 

of Science, respectivamente. 

 

 

 



99 

 

Figura 4  

Productividad Científica por País Scopus 

 

Nota. Esta figura muestra la distribución del número de publicaciones por país registradas 

en la base de datos Scopus. 
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Figura 5  

Productividad Científica por Web of science 

 

Nota. Esta figura presenta el número de publicaciones científicas por país indexadas en 

Web of Science. 

Al analizar la producción científica por país, resulta interesante observar que China lidera 

con un total de 16 publicaciones, considerando conjuntamente las registradas en Web of Science 

y en Scopus, como se muestra en las Figuras 4 y 5, lo cual coincide con la tendencia mundial en 

muchas áreas del conocimiento (Baker, 2023). Así autores como (Chen et al., 2022; Chen et al., 

2021; Deng et al., 2021; Liu et al., 2025; Shan et al., 2024), son una muestra representativa de 

que son principalmente publicaciones de los últimos años con el uso principalmente de las 

tecnologías más avanzadas. Liang et al. (2020), por ejemplo, utiliza la estrategia de 
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amplificación dual PCR-HCR combina la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con la 

reacción en cadena por hibridación (HCR) para lograr una detección ultrasensible de Escherichia 

coli O157. Esta variación de la PCR amplifica el fragmento de ADN específico de la bacteria, 

generando suficiente material genético, y luego el producto obtenido activa la HCR, que forma 

largas cadenas de ADN marcadas y multiplica la señal de lectura. Esta combinación incrementa 

de forma notable la sensibilidad y especificidad, permitiendo identificar la bacteria incluso en 

concentraciones extremadamente baja. 

Por otra parte, se evidencia que segundo y tercero en la lista de artículos tanto para WoS 

como para Scopus, se encuentran la Italia y la india, con 16 y 15 artículos respectivamente. La 

gran mayoría de estudios llevados a cabo en Italia no son tan recientes y se basan principalmente 

en estudios de epidemiología molecular en pequeñas regiones de Italia, ejemplo de ello es 

(Bernini et al., 2010), que utiliza una PCR multiplex convencional para la identificación de E. 

coli en quesos, o (Omiccioli et al., 2009) que previo a la PCR multiplex convencional usa la 

separación inmunomagnnética como una técnica más adecuada para el aislamiento bacteriano. 

En cuanto a la India, se evidencia que al igual que en Italia la mayoría de sus estudios son  

epidemiológicos, sin embargo al revisar las metodologías, resulta ser una mezcla de diferentes 

variaciones de la PCR es el caso de (Kumar et al., 2013) que  realizó una PCR multiplex, esta 

última aunque quizás la técnica más utilizada, no es la que permite mejor sensibilidad y 

especificidad; mientras que (Harshitha & Arunraj, 2021) muestras la gran utilidad de la PCR y de 

su variante en tiempo real, y su importancia en la industria alimenticia.  

Las gráficas 4 y 5 además nos muestran otros importantes países relevantes en este campo 

de investigación como son Brasil y Estados unidos con 10 y 13 artículos cada uno, además de un 

país de oriente medio como Irán con 7 publicaciones. Los demás países, aunque relevantes sus 
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publicaciones al menos en número oscilan entre 1 y 2 lo cual es muy poco si se compara con los 

anteriormente mencionados. Pero en general muestra una clara tendencia de los países de oriente 

próximo y lejano a llevar a cabo investigaciones en este campo del conocimiento de la industria 

alimenticia en microbiología molecular aplicada a productos lácteos. 
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Conclusiones 

Las técnicas moleculares de PCR constituyen herramientas fundamentales en la detección 

de Escherichia coli en productos lácteos, superando ampliamente a los métodos microbiológicos 

tradicionales en términos de sensibilidad, especificidad y tiempo de respuesta. En particular, 

variantes como la PCR en tiempo real (qPCR) y la PCR multiplex, anidada y digital permiten 

identificar con precisión serotipos patógenos como E. coli O157:H7, ofreciendo alternativas más 

sensibles y específicas. 

La PCR convencional sigue siendo una técnica esencial por su bajo costo, accesibilidad y 

versatilidad. Aunque no permite cuantificación en tiempo real, mantiene un papel relevante en la 

confirmación de resultados, la validación de cepas y la detección cualitativa de genes de 

virulencia y resistencia antimicrobiana en E. coli. 

La integración de la PCR con métodos complementarios, como la separación 

inmunomagnética (IMS), la incorporación de reactivos diferenciadores de viabilidad (PMA), y 

sistemas de amplificación dual (HCR o PCR-ELISA), ha mejorado significativamente la 

precisión diagnóstica y la capacidad de detectar cargas bacterianas muy bajas, reduciendo la 

incidencia de falsos positivos y elevando la confiabilidad diagnóstica en muestras lácteas. 

Las variantes emergentes como la PCR-HCR y la PCR digital representan el futuro del 

diagnóstico molecular, al ofrecer límites de detección más bajos y alta precisión. Sin embargo, su 

adopción generalizada dependerá de la reducción de costos y de la disponibilidad de 

equipamientos avanzados. 

El análisis bibliométrico realizado evidenció una tendencia creciente en la investigación 

sobre PCR aplicada a la detección de E. coli en productos lácteos, especialmente en países como 
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China, Italia e India. En contraste, América Latina muestra una producción más limitada, lo que 

señala la necesidad de fortalecer la investigación regional en inocuidad alimentaria.  

La tendencia global apunta hacia la integración de técnicas moleculares más avanzadas 

como la PCR digital y la PCR con transcripción reversa multiplex, con el objetivo de mejorar la 

detección de patógenos viables, caracterizar genes de resistencia antimicrobiana y fortalecer los 

sistemas de trazabilidad y control en la industria láctea. 
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Recomendaciones 

Promover la implementación de técnicas avanzadas de PCR en los laboratorios de control 

de calidad de la industria láctea, priorizando la qPCR y la multiplex qPCR en las etapas críticas 

de la cadena de producción, para garantizar una respuesta rápida y precisa ante la sospecha de 

contaminación, para mejorar la detección temprana de E. coli. 

Es fundamental establecer protocolos unificados que consideren la complejidad de la 

matriz láctea (grasas, proteínas e inhibidores) con el fin de garantizar resultados reproducibles y 

comparables entre laboratorios nacionales e internacionales, adicional es importante fortalecer la 

capacitación técnica del personal en el manejo de técnicas moleculares, la interpretación de 

resultados y validación de protocolos. 

 Incentivar la adopción de tecnologías de alta precisión junto con las instituciones 

regulatorias y productoras deben fomentar la incorporación gradual de técnicas de qPCR, 

multiplex y digital PCR, que permiten una detección cuantitativa, sensible y rápida, optimizando 

los sistemas de inocuidad alimentaria, adaptadas a las necesidades de la industria nacional, con el 

fin de optimizar recursos y mejorar los sistemas de vigilancia microbiológica. 

Actualizar y armonizar los protocolos de diagnóstico microbiológico con base en los 

avances moleculares recientes, integrando las recomendaciones derivadas del análisis 

bibliométrico, para alinear las prácticas locales con los estándares internacionales en seguridad 

alimentaria. 

Impulsar la articulación entre instituciones académicas, centros de investigación, 

laboratorios oficiales y empresas del sector lácteo, para desarrollar sistemas de monitoreo 

colaborativo que permitan compartir datos, validar métodos y anticipar brotes asociados a E. 

coli. 
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