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Resumen

Introducción. Las enfermedades transmitidas por alimentos afectan la salud pública y la 
productividad económica. Objetivo. Caracterizar genotípicamente cepas bacterianas ais-
ladas de muestras de queso de hoja de la región de la Hoya del río Suárez, Colombia, me-
diante la técnica de PCR en Tiempo Real (qPCR) para la detección de genes específicos de 
virulencia. Materiales y métodos. Se analizaron un total de 58 cepas bacterianas (15 ce-
pas de Salmonella sp., 15 de E. coli, 8 de S. aureus y 20 de Listeria sp.), aisladas previamente 
de muestras de queso de hoja de la región de la Hoya del río Suárez, Colombia. Se efectuó 
la extracción de ADN genómico y la caracterización genotípica se realizó mediante qPCR 
utilizando primers para los genes eaeA, nucA, hlyA e invA, respectivamente. Resultados.
La estandarización de la metodología fue exitosa, alcanzando una alta eficiencia y linea-
lidad. En relación con la amplificación en las muestras, demostró ser altamente efectiva, 
73,3% de cepas de E. coli fueron positivas para el gen eaeA, 100% de cepas de S. aureus 
para nucA, 100% de cepas de Listeria sp. Las modificaciones puntuales observadas en la 
curva de melting podrían sugerir la existencia de posibles variantes alélicas en estas cepas. 
Sin embargo, la ausencia de amplificación del gen invA en las 15 cepas de Salmonella sp. 
indica la necesidad de una futura evaluación molecular exhaustiva de estos aislamientos. 
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Conclusión. Se logró estandarizar y caracterizar genotípicamente de forma exitosa tres de 
los cuatro patógenos evaluados mediante qPCR, validando la metodología para la detec-
ción de factores de virulencia en aislamientos bacterianos provenientes de queso de hoja.

Palabras clave: contaminación alimentaria (D005506), ADN bacteriano (D004269), 
Reacción en Cadena en Tiempo Real de la Polimerasa (D060888).

Abstract

Introduction. Foodborne diseases affect public health and economic productivity. Objec-
tive. To genotypically characterize bacterial strains isolated from queso de hoja (peeling 
cheese/soft white cheese wrapped in leaves) samples from the Hoya del río Suárez region, 
Colombia, using Real-Time PCR (qPCR) for the detection of specific virulence genes. 
Materials and Methods. A total of 58 bacterial strains (15 Salmonella sp. strains, 15 E. 
coli, 8 S. aureus, and 20 Listeria sp.), previously isolated from queso de hoja samples from 
the Hoya del río Suárez region, Colombia, were analyzed. Genomic DNA extraction was 
performed, and genotypic characterization was conducted using qPCR with primers for 
the eaeA, nucA, hlyA, and invA genes, respectively. Results. The standardization of the 
methodology was successful, achieving high efficiency and linearity. Regarding amplifica-
tion in the samples, it proved to be highly effective: 73.3% of E. coli strains were positive 
for the eaeA gene, 100% of S. aureus strains for nucA, and 100% of Listeria sp. strains for 
hlyA. The specific modifications observed in the melting curve could suggest the existence 
of possible allelic variants in these strains. However, the absence of invA gene amplifica-
tion in the 15 Salmonella sp. strains indicates the need for a future exhaustive molecular 
evaluation of these isolates. Conclusion. The methodology was successfully standardized 
and genotypically characterized for three out of four pathogens evaluated by qPCR, va-
lidating the methodology for the detection of virulence factors in bacterial isolates from 
leaf cheese.

Keywords: food contamination (D005506), bacterial DNA (D004269), Real-Time Poly-
merase Chain Reaction (D060888).
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Introducción

Las enfermedades transmitidas por alimen-
tos constituyen un problema grave de salud 
pública global que afecta no sólo la salud 
individual, sino también la productividad 
económica de comunidades, regiones y paí-
ses (1). Se estima que cada año alrededor 
de 600 millones de personas caen enfermas 
por consumir alimentos contaminados, lo 
cual deriva en cientos de miles de muertes, 
costos elevados de atención médica, pérdi-
da de jornadas laborales, deterioro del tu-
rismo, reducción de la confianza en los pro-
ductos alimenticios y barreras al comercio 
internacional (2). Particularmente en los 
países de ingresos bajos y medios, el impac-
to económico asociado a las enfermedades 
alimentarias puede ascender a decenas de 
miles de millones de dólares al año, consi-
derando tanto los costos sanitarios directos 
como las pérdidas en productividad y en 
acceso a mercados (3).

En este contexto, los quesos artesanales, 
especialmente los elaborados con leche 
cruda o procesadas bajo condiciones que 
no cumplen completamente buenas prácti-
cas de manufactura (BPM), representan un 
riesgo biológico significativo (4). Las con-
diciones de ordeño, el manejo del agua, la 
higiene de los utensilios y de los ambientes 
de producción, así como los procesos de 
maduración, son factores críticos que pue-
den favorecer la proliferación de microor-
ganismos indicadores de contaminación o 

patógenos como Escherichia coli, Salmonella 
spp., Listeria monocytogenes y Staphylococcus 
aureus (5).

Para mitigar estos riesgos, es indispensable 
la implementación de BPM, controles sani-
tarios adecuados y regulaciones eficaces (6). 
Pero también, lo es la capacidad de detectar 
y caracterizar rápidamente los patógenos 
implicados, lo cual no siempre es factible 
con los métodos clásicos de cultivo, debi-
do al tiempo que consumen, la necesidad 
de condiciones específicas y que algunos 
microorganismos pueden estar presentes 
en bajas concentraciones o de forma viable 
pero no cultivable (7).

Consecuentemente, las técnicas molecu-
lares se establecen como herramientas es-
pecíficas y sensibles para la identificación 
y caracterización de microorganismos (7). 
Entre ellas, la reacción en cadena de la poli-
merasa cuantitativa (qPCR o PCR en Tiem-
po Real cuantitativa) permite una identifi-
cación específica, sensible y relativamente 
rápida de microorganismos patógenos, in-
cluso cuando están en bajas concentracio-
nes o en matrices complejas como el queso. 
Estudios recientes han utilizado qPCR o 
multiplex qPCR para detectar simultánea-
mente Salmonella spp., E. coli O157, L. mo-
nocytogenes y S. aureus en alimentos, mos-
trando una alta correlación con métodos de 
cultivo, alta eficiencia, límites de detección 
bajos y ventaja en términos de tiempo (8).
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Por lo que la aplicación de buenas prácticas 
en la producción artesanal, junto con téc-
nicas moleculares modernas como la qPCR 
para vigilancia microbiológica, es esencial 
para reducir los riesgos que los quesos arte-
sanales representan tanto para la salud pú-
blica como para la economía local y nacio-
nal (9). La aplicación de estas herramientas 
permite detectar patógenos oportunamen-
te, prevenir brotes, proteger consumidores 
y mantener la viabilidad productiva y co-
mercial de los productores artesanales (10). 
Hasta la fecha no se encuentran estudios 
que representen análisis de quesos artesa-
nales provenientes de la hoya del río Suárez 
en los que se evidencie el uso de qPCR. El 
objetivo del presente trabajo es caracterizar 
genotípicamente cepas bacterianas aisladas 
de muestras de queso de hoja de la región 
de la Hoya del río Suárez, Colombia, me-
diante la técnica de PCR en Tiempo Real 
(qPCR) para la detección de genes específi-
cos de virulencia.

Materiales y métodos

Diseño/Tipo de Estudio

Muestreo:

Se utilizaron un total de 58 cepas bacteria-
nas, aisladas previamente de muestras de 
queso de hoja de la región de la cuenca del 
río Suárez, Colombia. La selección incluyó: 
15 cepas de Salmonella sp., 15 de E. coli, 8 
de S. aureus y 20 de Listeria sp.

Reactivación de las cepas: se inocularon 
los microorganismos en caldo BHI, poste-
riormente se incubaron a 37°C por 24 ho-
ras. A partir del crecimiento en el medio 
BHI se repicaron en agar MacConkey. Se 
confirmó morfología por medio de la colo-
ración de Gram y finalmente se repicaron 
en Agar Nutritivo.

Extracción de ADN genómico bacteriano:

Para efectuar la extracción de ADN em-
pleando el siguiente procedimiento: se par-
tió de 3 ml de caldo BHI de cada una de 
las cepas, se adicionaron 600 ul de solución 
de lisis nuclear, se incubaron a 80°C por 5 
minutos, se adicionaron 3 ul de RNAsa y 
se incubaron a 37°C por 15 minutos. Luego 
de ello se adicionaron 200 ul de solución de 
precipitación de proteínas y se mezclaron 
en el vórtex por 20 segundos. Se incubaron 
por 5 minutos a -20°C, se centrifugaron a 
13000 rpm por 3 minutos. Se adicionaron 
600 ul de isopropanol. Se volvió a centrifu-
gar a 13000 rpm por 2 minutos. Se descartó 
el sobrenadante y se adicionaron 600 ul de 
etanol, se realizó la última centrifugación a 
13000 rpm por 2 minutos. El pellet se dejó 
secar durante toda la noche. Finalmente, se 
adicionaron 50 ul de Solución de Rehidra-
tación de ADN para su posterior uso.

Evaluación de la integridad del ADN: 
La calidad y concentración de la muestra se 
determinó empleando el espectrofotómetro 
NanoDropTM 2000c (Thermo Scientific, 
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USA). Adicionalmente, el material genético 
fue evaluado mediante electroforesis en gel 
de agarosa al 1,0% a 80 voltios por 45 minu-
tos y fue visualizado con SyberSafe 1,0 mg/
ml (Invitrogen, USA) en un transilumina-
dor UltraSlim Led Illuminator (ABM), para 
su registro.

Caracterización genotípica de las cepas 
bacterianas usando PCR en Tiempo Real:

Para la caracterización genotípica de las 
cepas bacterianas empleando la técnica 

de PCR en Tiempo Real, se util izó Bri-
ghtGreen 2X qPCR MasterMix - ROX 
(ABM), en un volumen total de 20 ul por 
reacción, la cual contenía 1X qPCR Mas-
terMix, 10 ng/uL de ADN, 10 pmol/uL 
de cada uno de los primers y 6 ul de agua 
destilada estéril. Los primers empleados 
fueron (Tabla 1):

Tabla 1. Primers empleados para la caracterización genotípica de las cepas en estudio.

Microorganismo Gen 
blanco Secuencia de Oligonucleótidos Tamaño 

(pb) Referencia

Listeria monocytogenes hly F: 5’CATTAGTGGAAAGATGGAATG3’ 
R: 5’GTATCCTCCAGAGTGATCGA3’ 730 Kim et al., (2014) 

(11).

Salmonella sp. invA F: 5’TATCGCCACGTTCGGGCAA’3’ 
R: 5TCGCACCGTCAAAGGAACC’3’ 284 Rahn et al., (1992) 

(12).

Escherichia coli eaeA F: 5GTGGCGAATACTGGCGAGACT’3’ 
R: 5’CCCCATTCTTTTTCACCGTCG3’ 890 Kargar et al., (2015) 

(13).

Staphylococcus aureus nucA F: 5’GCGATTGATGGTGATACGGTT3’ 
R:5’AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC3’ 276 Merchan et al., 

(2021) (14)

Las condiciones térmicas de amplificación 
se describen a continuación (Tabla 2):

Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificación de los genes seleccionados. 

Gen blanco Desnaturalización 
inicial Desnaturalización Alineamiento Extensión Ciclos Curva de 

disociación

hly 95°C x 2 min 95°C x 15 seg 60°C x 1 min 72°C x 30 seg 30 Kim et al., 
(2014) (11).

invA 94°C x 1 min 95°C x 15 seg 56°C x 2 min 72°C x 3 min 30 Rhan et al., 
(1992) (12).

eaeA 95°C x 20 seg 95°C x 15 seg 58°C x 40 seg 72°C x 5 min 30 Kargar et al., 
(2015) (13).

nucA 95°C x 2 seg 95°C x 15 seg 58°C x 40 seg 72°C x 2 min 30 Merchan et al., 
(2021) (14)



72

NOVA. 2026; 24 (47)

Para ejecutar este proceso se emplearon 
como controles positivos las cepas de Es-
cherichia coli ATCC®259228™, Listeria 
monocytogenes ATCC®15313™, Salmonella 
sp (aislada a partir de muestras clínicas y 
caracterizada en estudios previos) y Sta-
phylococcus aureus ATCC®29213™.

Resultados

Extracción de ADN de las cepas bacteria-
nas obtenidas de queso fresco de hoja: a 
partir de las cepas bacterianas aisladas de 
queso de hoja de la región de la cuenca del 
río Suárez, Colombia. Se extrajo ADN de 

15 cepas de Salmonella sp., 15 cepas de E. 
coli, 8 cepas de S. aureus y 20 cepas de Lis-
teria sp. La caracterización de género bacte-
riano fue efectuada por PCR Convencional.

El material genético extraído se analizó 
mediante electroforesis de gel de agarosa 
(Figura 1). Los resultados confirmaron una 
extracción de ADN adecuada a partir de las 
cepas bacterianas aisladas de quesos. Esto 
evidencia la calidad del método de extrac-
ción empleado, para lo cual se utilizó el Kit 
Wizard® Genomic DNA Purification Kit 
Promega.

Figura 1. Electroforesis de la extracción de ADN de cepas aisladas de quesos artesanales de hoja molidos empleando 
el Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega. 

Nota: Pozos de 1 a 15 cepas de E. coli aisladas a partir de quesos frescos de hoja. M: Marcador.

La calidad y concentración de las mues-
tras de ADN se evaluaron utilizando el 
espectrofotómetro NanoDropTM 2000c 

(Thermo Scientific, USA). Los resultados 
confirmaron que tanto la calidad como la 
concentración de las extracciones fueron 
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óptimas. Posteriormente, se prepararon las 
soluciones de trabajo de cada muestra de 
ADN ajustando la concentración final a 10 
ng/ul para los análisis posteriores.

Estandarización y caracterización geno-
típica de las cepas bacterianas obtenidas 
a partir de queso de hoja usando PCR en 
Tiempo Real: inicialmente, se procedió 
a estandarizar las reacciones de PCR en 
Tiempo Real y los protocolos de ampli-
ficación basados en la l iteratura (11, 12, 
13). Para la estandarización de los genes 
que codifican para hlyA, invA, eaeA y nucA 
fueron empleadas cepas control de Esche-
richia coli ATCC®259228™, Listeria mo-
nocytogenes ATCC®15313™, Salmonella sp 
caracterizada en estudios previos, aislada 
a partir de muestras clínicas y Staphylococ-

cus aureus ATCC®29213™, cuyo material 
genético fue extraído por medio del Kit de 
Promega ®.

El límite de detección fue determinado 
utilizando el Threshold (Ct), superior a 35 
la reacción se consideraba como negati-
va para los genes hlyA, invA, eaeA y nucA. 
Por el contrario, un número inferior a 35 se 
consideró como un resultado positivo. El 
análisis de la curva de disociación (Tm) de 
los genes evaluados mostró una tempera-
tura constante de 84°C para E. coli ATC-
C®259228™(gen eaeA), 80.5°C para Sal-
monella sp (gen invA), 79°C para S. aureus 
ATCC®29213™ (gen nucA) y 77°C para L. 
monocytogenes ATCC®15313™ (gen hlyA) 
(Figura 2).

Figura 2. Estandarización de la reacción de PCR en Tiempo Real en ADN de Escherichia coli ATCC®259228™(gen eaeA), 
Salmonella sp (gen invA) S. aureus ATCC®29213™ (gen nucA) y L. monocytogenes ATCC®15313™(gen hlyA).

Escherichia coli ATCC®259228™(gen eaeA)
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Salmonella sp (gen invA)

S. aureus ATCC®29213™(gen nucA)

 L. monocytogenes ATCC®15313™(gen hlyA)

Fuente: Autores

Posteriormente, fueron procesadas las 
muestras de ADN de las bacterias aisladas 
del queso de hoja por duplicado. En ge-
neral, los criterios de calidad de todos los 
genes evaluados fueron el control negati-

vo con un Ct superior a 38 y como control 
positivo un Ct menor a 30, el rango de efi-
ciencia estuvo entre 90 y 110, la correlación 
entre el Ct y el número de copias de cada 
gen generó una recta con un R2 de 0.98.
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En las 15 cepas de E. coli en las cuales se 
emplearon los primers del gen eaeA, el aná-
lisis de la curva de disociación (Tm) mos-
tró una temperatura del producto de 84°C 

en 73,3% (n=11) (Figura 3). Sin embargo, 
se evidenció una modificación en la Tm de 
83°C y 83,5°C en 20% (n=3) y 6% de las 
muestras no generó ninguna lectura (n=1).

Figura 3. Procesamiento de las cepas de E. coli aisladas de queso fresco de hoja por medio de PCR en Tiempo Real.

Fuente: Autores

En las 15 cepas de Salmonella sp en las cua-
les se emplearon los primers del gen inv en 
el análisis de la curva de disociación (Tm) se 
observó una temperatura del producto de 
80,5°C en el control positivo. Sin embargo, 

el 100% (n=15) cepas fueron negativas (Fi-
gura 4). Dada la negatividad se hace nece-
sario realizar una re-caracterización (como 
la secuenciación) para confirmar su verda-
dera especie en próximas investigaciones.

Figura 4. Procesamiento de las cepas de Salmonella sp. aisladas de queso de hoja por medio de PCR en Tiempo Real.

Fuente: Autores
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En las 8 cepas de S. aureus en las cuales se 
emplearon los primer del gen nucA, al ana-
lizar la curva de disociación (Tm) se obser-

vó una temperatura del producto de 79°C 
en 100% de las cepas (Figura 5).

Figura 5. Procesamiento de las cepas de S. aureus aisladas de queso fresco de hoja por medio de PCR en Tiempo Real.

Fuente: Autores

En las 20 cepas de Listeria sp en las cua-
les se emplearon los primer del gen hlyA, 
al analizar la curva de disociación (Tm) se 

observó una temperatura del producto de 
77°C en 100% de las muestras procesadas 
(Figura 6).

Figura 6. Procesamiento de las cepas de Listeria sp. aisladas de queso fresco de hoja por medio de PCR en Tiempo Real.

Fuente: Autores

En la tabla 3 se presentan las frecuencias de 
cada uno de los microrganismos positivos 
aislados en el presente estudio.
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Tabla 3. Frecuencia asilamientos positivos.

Microorganismo Frecuencia Positivos/ %

Escherichia coli 11 (73.3%)

Salmonella sp 0 (0%)

S. aureus 15 (100%)

L. monocytogenes 20 (100%)

Fuente: Autores

Discusión

La relevancia de los hallazgos moleculares 
de este estudio debe analizarse a la luz de 
la normativa sanitaria colombiana, específi-
camente aquella que establece los criterios 
microbiológicos de inocuidad para produc-
tos lácteos como el queso. Actualmente, el 
Instituto Colombiano de Normas Técnicas 
(NTC750) establece límites estrictos para la 
presencia de patógenos en productos listos 
para el consumo (15). El requisito funda-
mental es la ausencia de microorganismos 
altamente peligrosos como Salmonella sp y 
Listeria monocytogenes. La detección de ge-
nes de virulencia específicos para S. aureus 
(nucA), E. coli patógena (eaeA) y Listeria sp. 
(hlyA) en este estudio evidenciaron la pre-
sencia de Listeria monocytogenes, S. aureus 
y E. coli; por lo que ninguno de los quesos 
evaluados cumpliría con la normatividad 
vigente para Colombia.

Los procesos de identificación microbiana 
clásicos requieren un mínimo de cinco días 
para establecer la presencia de contami-

nación microbiana y diez días adicionales 
para la identificación de la especie como en 
el caso de L. monocytogenes (17). Por lo que 
es indispensable el uso de técnicas rápidas 
y sensibles como lo son la PCR y la PCR 
en Tiempo Real, las cuales permiten la de-
tección directamente en el alimento y en 
los microorganismos aislados y permiten 
llevar un control eficiente en los procesos 
de producción, así como de las prácticas de 
higiene y agilizan la toma de decisiones en 
la industria (17).

Para poder ejecutar adecuadamente estas 
técnicas es necesario obtener un material 
genético de calidad y en concentración 
adecuada (18). Asimismo, el ADN extraí-
do debe estar libre de proteínas y detritos 
celulares; por lo que este paso es de gran 
relevancia y debe seleccionarse el mejor 
método de extracción, dentro de la gran 
variedad disponible en el mercado (19, 20). 
Además, los diversos métodos de extrac-
ción deben analizarse y ajustarse de acuerdo 
con las características de cada muestra, ya 
que generan resultados variables en cuan-
to a la eficiencia en la obtención de ADN 
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a partir de diferentes matrices alimentarias 
(21). Esto debido a la presencia de ciertos 
compuestos en el alimento como fenoles, 
glucógeno, grasas y otras sustancias orgá-
nicas que pueden actuar como inhibidores 
de la extracción y de la PCR, dando como 
resultado falsos negativos (22).

En el proceso de estandarización de la ex-
tracción de ADN a partir de muestras de 
queso fresco de hoja, se evidenció una gran 
dificultad para la obtención de un buen ren-
dimiento de ADN, dado que en la totalidad 
de ensayos realizados no se pudo obtener 
una muestra adecuada de ADN. Lo que 
concuerda con lo reportado por Canales et 
al., 2022 en donde la presencia de grasa di-
ficulta la obtención de ADN a partir de este 
tipo de productos lácteos (23). Esto debido 
a que el ADN queda retenido en la matriz 
proteica en conjunto con vitaminas, mine-
rales y parte del agua, lo que hace que los 
ácidos nucleicos queden contenidos dentro 
del cuajo, por lo que la obtención de un li-
sado homogéneo es complejo, dando como 
resultado un bajo rendimiento en la pureza 
y cantidad de ADN extraído (24). Esto se 
asocia con los resultados del análisis quími-
co de los quesos frescos de hoja, en donde 
los porcentajes de grasa estuvieron en un 
rango entre 5.1% - 14.3%, así como los de 
proteína cruda 12.6% - 22.6%, afectando el 
rendimiento en la extracción.

Por su parte la extracción de ADN a partir 
de las cepas bacterianas obtenidas de queso 

fresco de hoja empleando el Wizard® Ge-
nomic DNA Purification Kit de Promega 
presentó excelentes resultados, con ren-
dimientos de extracción óptimos y buena 
calidad de ADN. Lo que concuerda con 
el estudio de Abed (2013) en cultivos de 
Lactobacillus sp aislados de productos lác-
teos, en donde se confirmó la extracción de 
ADN genómico empleando el mismo kit de 
extracción, con niveles elevados de pureza 
y concentración del producto (25).

De la misma forma en E. coli el uso de este 
kit de extracción en muestras de queso fres-
co presentó una óptima calidad, sin pre-
sencia de contaminantes como proteínas 
y ARN (26, 27). Asimismo, en Salmonella 
sp, el uso de este kit permitió la obten-
ción de un ADN de alta pureza y calidad 
(28). Igualmente, para S. aureus se presen-
tó un buen rendimiento de la extracción 
de ADN, lo que contrasta por lo reporta-
do por Abbas y Nasser en 2016, donde la 
extracción presentó una mayor resistencia 
a la lisis celular, debido a la alta presencia 
de peptidoglucano en la pared celular por 
lo que la pureza y rendimiento fueron me-
nores a otros kits de extracción empleados 
(29). Sin embargo, Salauddin y colabora-
dores en 2020 aislaron y extrajeron ADN 
con bastante éxito de cepas provenientes de 
leche, lo que le permitió su adecuada idefi-
cación (30). En Listeria sp. el rendimiento 
de la extracción por medio del kit generó 
buenos resultados, lo que es similar a los 
resultados de Ahmed en 2019, donde se 
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extrajo ADN de buena calidad a partir de 
cepas de L. monocytogenes aisladas de ali-
mentos procesados, permitiendo posterior-
mente llevar a cabo técnicas de identifica-
ción molecular de forma efectiva (31).

En relación a la estandarización y ejecución 
de la técnica de PCR en Tiempo Real en ce-
pas bacterianas obtenidas a partir de queso 
fresco de hoja, fueron empleados protoco-
los previamente estandarizados y adaptados 
al material genético obtenido en el estudio 
(11, 12, 13). Esta técnica es una modifica-
ción de la PCR convencional, en la que son 
empleados f luorocromos que permiten ha-
cer el seguimiento de la reacción en Tiem-
po Real. La química empleada en este es-
tudio fue el SyBER Green, el cual es un 
intercalante f luorescente inespecífico que 
al interactuar con el ADN emite una señal 
f luorescente proporcional a la cantidad de 
ADN amplificado (32). La sensibilidad de 
la técnica depende de la especificidad, la se-
cuencia y la temperatura de anillamiento de 
los primers (33).

Se han cuantificado múltiples patógenos 
empleando la técnica de PCR en Tiempo 
Real. En Japón, en el año 2013 fueron ana-
lizadas un total de 126 muestras de que-
sos artesanales, identificando la presencia 
de tres patógenos L. monocytogenes, E. coli 
patógena y Salmonella sp., mediante el uso 
de PCR en Tiempo Real, se detectaron co-
liformes en 25 muestras (19,8%), solo una 
muestra amplifica para el gen ipaH, lo que 

sugiere una contaminación con E. coli en-
teroinvasiva o con Shiguella sp (34). Así 
como es reportado en un estudio realizado 
por Soto-Varela y colaboradores en 2018, 
en donde detectaron la presencia de Sal-
monella spp. y Listeria spp en muestras de 
queso artesanal costeño fresco (35, 36). Es-
tos resultados coinciden con los obtenidos 
en este estudio, si bien no se parte de la 
matriz proteica del queso para la obtención 
del ADN, sí se realiza la estandarización y 
ejecución de la técnica a partir del ADN 
de los aislamientos originarios de dicha 
matriz, obteniendo una alta eficiencia en la 
amplificación y la especificidad de los pri-
mers seleccionados.

En otro estudio, se realizó un ensayo con 
PCR en Tiempo Real para la detección si-
multánea de E. coli O157:H7, Salmonella 
spp., S. aureus y L. monocytogenes en ali-
mentos sujetos a congelación. Para la am-
plificación se emplearon iniciadores espe-
cíficos para el gen Stx2a presente en E. coli 
O157:H7, iniciadores para amplificar el gen 
invA de Salmonella spp, para S. aureus se 
amplificó el gen Cap8A-B y para L. mono-
cytogenes el gen hlyA, los cuales fueron sen-
sibles y específicos (37). Estos hallazgos 
son similares a los obtenidos en el presente 
estudio, indicando que el gen selecciona-
do para la detección de L. monocytogenes es 
específico del microorganismo y puede ser 
empleado en el estudio de diversas matrices 
alimentarias.



80

NOVA. 2026; 24 (47)

Sin embargo, no se obtuvo amplificación 
para el gen invA en los aislamientos iden-
tificados presuntivamente como Salmonella 
sp. El gen empleado asociado a la virulencia 
de Salmonella sp., en relación a la invasión 
epitelial, no fue detectado en ninguna de las 
muestras aisladas (38). Esto se pudo ocasio-
nar por el aislamiento en el medio Salmone-
lla-Shigella, donde ambas bacterias pueden 
presentar colonias incoloras, ya que no fer-
mentan lactosa (39, 40). La especificidad mo-
lecular con el gen empleado es bastante alta, 
ya que ha reportado estar presente en todas 
las cepas de Salmonella sp., aisladas (37). Por 
lo que se sugiere para futuros estudios ca-
racterizar bioquímica y molecularmente las 
cepas de Salmonella sp. aisladas del queso, 
antes de dar paso a la detección por otras 
técnicas moleculares más avanzadas.

La detección simultánea de L. monocytoge-
nes, E. coli O157:H7, B. cereus, Salmonella 
spp. y S. aureus en leche con bajo contenido 
de grasa, utilizando PCR en Tiempo Real y 
los iniciadores actA, f liC, hbl, invA, ileS res-
pectivamente, fue efectiva. En este estudio, 
fueron amplificados con éxito los produc-
tos deseados sin la ocurrencia de bandas 
inespecíficas, de igual forma la amplifica-
ción fue obtenida a partir de 1 pg de ADN 
y se detectaron 10 células/mL (11, 41). Es-
tos resultados se relacionan con el primer 
empleado para E. coli y se identifican genes 
alternativos para detectar cepas de relevan-
cia patógena en alimentos. Además, este 
estudio aporta evidencia adicional respecto 

al diseño y estandarización de los primers 
para detección de S. aureus, ya que han sido 
previamente empleados genes como tuf, 
otras secuencias del gen nuc, comFA, entB, 
mecA, femA, femB, kan, sa422 entre otros 
(42, 43, 44).

Pocos estudios utilizando técnicas de PCR 
en Tiempo Real han sido reportados en Co-
lombia. En 2012, fue realizado un trabajo 
cuyo objetivo fue determinar la prevalencia 
de Salmonella spp., L. monocytogenes y E. coli 
O157:H7 en leche cruda bovina del sistema 
de producción doble propósito, mediante 
técnicas microbiológicas convencionales y 
moleculares. En este estudio se concluyó 
que la PCR multiplex fue altamente sensi-
ble capaz de detectar 1 UFC/mL de leche, 
de cada microorganismo, además permi-
tió la detección de estos microorganismos 
de manera simultánea reduciendo costos y 
tiempo de análisis. En cuanto a la preva-
lencia de los microorganismos, se eviden-
ció un alto porcentaje de E. coli O157:H7 
con 3.7%, Salmonella spp., con 0.82% y L. 
monocytogenes con el 0.3% de las muestras 
examinadas, en 600 fincas del sistema de 
producción de doble propósito (42, 43, 45). 
Igualmente, en el estudio realizado por Ba-
quero en 2006, evidenció la prevalencia de 
Listeria spp en quesos artesanales distribui-
dos en una plaza de mercado en Cáqueza, 
Cundinamarca (47).

Los resultados obtenidos en el presente 
estudio evidenciaron una adecuada estan-
darización y adaptación, esto debido a que 
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contaron con una eficiencia en cada uno de 
los ensayos entre 90 y 110%. Asimismo, el 
coeficiente de determinación (R2) fue de 
0.98 indicando una buena eficiencia y li-
nealidad de cada una de las reacciones. Lo 
que se relaciona a lo reportado por diver-
sos autores que han informado resultados 
similares, como es el caso en donde valida-
ron esta misma técnica para identificación 
bacteriana presentando una eficiencia del 
93% y un R2 de 0.99 (47,48). Igualmente, 
los resultados presentados por Leza-Leza 
en 2022, en donde optimizaron la técnica 
de qPCR para la detección de Salmonella 
sp, con una eficiencia del 103% y variación 
menor al 6% en repetibilidad y reproduci-
bilidad (49). Asimismo, los controles nega-
tivos no mostraron señal de amplificación, 
mientras que los controles positivos arroja-
ron valores constantes, validando la ausen-
cia de contaminación, así como la sensibili-
dad del sistema.

Además, el análisis de la curva de melting 
o disociación reveló un único pico definido 
para cada uno de los genes evaluados, sin 
presencia de picos inespecíficos o dímeros 
de cebadores, confirmando la especificidad 
del ensayo. Lo cual se ha reportado en otros 
estudios en donde el análisis detallado de 
la curva de melting, permiten detectar y 
ajustar la presencia de picos adicionales, 
mejorando así la fiabilidad cuantitativa del 
ensayo; asimismo, un único pico confirma 
la homogeneidad del producto y la ausen-
cia de amplificación inespecífica (50, 51). 

Sin embargo, en el presente estudio, se evi-
denció variación en la temperatura de la 
curva de melting en algunas muestras de E. 
coli de 84°C a 83°C y 83.5°C y de S. aureus 
67°C y 79°C. Por otra parte, para E. coli 
se han reportado en diversos estudios esta 
situación; como en donde se analizó la cur-
va de melting de alta resolución, donde se 
identificó la variación de la temperatura en-
tre 84.6°C y 85.6°C, demostrando que estas 
pequeñas variaciones de temperatura per-
miten discriminar entre variantes alélicas 
de esta cepa bacteriana (52), lo que puede 
ser un hallazgo exploratorio que requiere 
confirmación. Asimismo, se ha reportado 
en otro estudio de Wang en 2017, en donde 
se observaron diferencias de temperatura 
de hasta 1°C entre genes amplificados en 
E. coli, ref lejando la presencia de variantes 
en las secuencias genéticas (53).

Conclusiones

La estandarización y caracterización geno-
típica de las cepas mediante PCR en Tiem-
po Real fue efectiva. Los resultados para E. 
coli analizando el gen eaeA, para S. aureus 
analizando el gen nucA y para Listeria sp 
analizando el gen hlyA validaron la metodo-
logía de detección. Este éxito en la caracte-
rización genotípica es un paso crucial para 
comprender la seguridad microbiológica en 
la producción de queso de hoja artesanal.
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