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Resumen

Los métodos tradicionales para identificar Salmonella sp. se basan en el empleo de 
medios de cultivo que permiten la recuperación del microorganismo, el aislamiento en 
medios selectivos, la identificación bioquímica y caracterización serológica. Estos métodos 
son dispendiosos, tienen baja especificidad, baja sensibilidad y consumen mucho tiempo. 
El principal objetivo de este trabajo fue estandarizar y optimizar la técnica de PCR para 
detectar Salmonella sp. en 12 horas, a partir de ADN de cultivos puros y en muestras de 
leche en polvo, inoculadas intencionalmente con 200, 20 y 2 UFC/mL. Para la extracción 
del ADN se estudió la conveniencia de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico y Chelex® 100. La 
temperatura de hibridización y las concentraciones de cloruro de magnesio, empleando un 
diseño factorial incompleto 6x7, permitieron establecer un límite de detección de hasta 10 pg 
de ADN en cultivos puros de Salmonella typhi. La PCR se basó en la exclusividad de los 
oligonucleótidos 139-141, los cuales amplificaron una banda de 284 pb para la identificación 
de género. Los resultados muestran que: (I) la adición de Novobiacina (45 mg/L) o de verde 
brillante (10 mg/L) como inhibidores de flora acompañante, después de las primeras tres 
horas del pre-enriquecimiento no selectivo de 6 horas, no influye significativamente en la 
recuperación de las células bacterianas; (II) obtener biomasa de la primera dilución en base 
10 y emplear la técnica de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico para la obtención de ADN, 
se pueden detectar 2 UFC/mL de Salmonella sp. en leche en polvo y que el tiempo de 
detección se reduce considerablemente.
Palabras claves: Salmonella sp., leche en polvo, PCR, diagnóstico molecular, diag-
nóstico microbiológico, optimización.
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Abstract

The traditional methods to identify Salmonella sp. are based on the culture medium use 
that allows the recovery of the micro organism, isolation in selective media, biochemical and 
serologic characterization. These methods are tedious, have a low specificity and sensitivity 
and they generally consume a long time. The main objective of this study was to standardize 
and to optimize the PCR technique to detect Salmonella sp. in 12 hours, from DNA of pure 
cultures and from powdered milk samples, intentionally inoculated with 200, 20 and 2 
CFU/mL. For the extraction of DNA, two methods were used: phenol:chloroform:isoamyl 
alcohol and chelex® 100. The optimization of the temperature of hibridización and the 
concentrations of Magnesium Chloride, using an incomplete factorial desing 6x7 allowed 
to establish a detection limit of up to 10 pg of DNA from pure cultures of Salmonella typhi. 
The PCR was based on the specificity of oligonucleotidos the 139-141, that amplified a band 
of 284 pb for the gender identification. The results show that: (I) the inhibitor addition of 
accompanying flora like Novobiocin (45 mg/L) or brilliant green (10 mg/L) as inhibitors 
of accompanying flora, after the first three hours in the nonselective pre-enrichment of 
6 hours, does not significantly influence in the recovery of the bacterial cells, (II) when 
obtaining biomass of the first dilution in base 10 and using the phenol:chloroform:isoamyl 
alcohol technique for the extraction of DNA; can be detected 2 CFU/mL Salmonella s.p. 
from powdered milk and that the PCR technique reduces the time of test considerably. 
Key words: Salmonella sp., powdered milk, PCR, molecular diagnosis, microbio-
logist diagnosis, optimization.

INTRODUCCIÓN

La Salmonella es uno de los principales agentes 
causantes de intoxicaciones alimentarias a 
nivel mundial. Dicha bacteria puede colonizar 
a la mayoría de los animales, incluyendo aves, 
reptiles, ganado, roedores y el ser humano 
(1). La OMS ha establecido los serotipos 
que afectan al ser humano con mayor fre-
cuencia: S. typhimurium y S. enteritidis, los 
cuales son cada vez más resistentes a los 
antibióticos comunes, se multiplican a bajas 
temperaturas y responden efectivamente a 
los cambios del medio (2). La recuperación 
de Salmonella sp. se dificulta porque: primero, 
no es detectable en alimentos que tienen un 
bajo número de células (3) y segundo, los 
métodos tradicionales para la recuperación 
del microorganismo, aislamiento en medios 
selectivos, posterior identificación bioquími-
ca y caracterización serológica, tienen baja 
especificidad, sensibilidad y consumen mu-
cho tiempo (4). 

Sin embargo, la implementación de técnicas 
como la PCR, la hibridación, el uso de bio-
chips y de enzimas de restricción, entre 
otras, ha facilitado el diagnóstico micro-
biológico molecular de patógenos en ali-
mentos. Actualmente se ha extendido la 
implementación de estas nuevas tecnologías 
y se han desarrollado investigaciones para 
el diagnóstico de Salmonella sp., mediante 
la evaluación de la selectividad de los oligo-
nucleótidos después de una etapa previa de 
enriquecimiento de la muestra, demostrando 
una alta probabilidad de detectar un bajo 
número de células (5). Bajo el concepto de 
selectividad se incluyen los términos ex-
clusividad e inclusividad. Exclusividad es 
la capacidad de un método para no detectar 
un rango relevante de cepas relacionadas 
que pueden provocar reacciones cruzadas, 
mientras que inclusividad es la capacidad de 
un método para detectar un rango de cepas 
verdaderamente positivas para los analitos 
blanco (6).
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El objetivo de este trabajo fue optimizar el 
método de Reacción en Cadena de la Poli-
merasa (RCP), fundamentada en la exclusi-
vidad de los oligonucleótidos 139-141, para 
la identificación de Salmonella sp. en leche 
en polvo, después de una etapa previa de 
enriquecimiento de la muestra.

MATERIALES Y MÉTODOS

Microorganismos empleados y condiciones 
de crecimiento

Las cepas de Salmonella typhi, Salmonella pa-
ratyphi, Salmonella typhimurium y bacterias 
relacionadas con Salmonella como Klebsiella 
oxytoca, Kelbsiella pneumoniae y Morganella mor-
ganii, fueron cultivadas en caldo cerebro co-
razón (BHI; Oxoid, Solaar House, 19 Mercers 
Row, Cambridge, CB5 8BZ, UK) a 37°C.

Desarrollo de la PCR

Con el propósito de encontrar las mejores 
condiciones para amplificar el gen InvA, 
se estudió el efecto de la temperatura de hi-
bridización de los oligonucleótidos y de la 
concentración de cloruro de magnesio, con seis 
y siete niveles de variación, respectivamente; 
proponiendo un diseño factorial incompleto 
6x7 (8). El planteamiento de los experimentos 
y el análisis estadístico de los resultados se 
realizó mediante el programa Statgraphics 
Plus versión 5.1. Los oligonucleótidos 139 
(5’ GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3’) y 141 
(5’ TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 3’) fueron 
empleados para amplificar el gen InvA de 
Salmonella sp., obteniendo un producto de 
284 pb (9). 

La PCR fue llevada a cabo en un volumen 
final de 25 µL, conteniendo tampón de PCR 
1X (Tris-HCl [pH 8.4] 20 mM, KCl 50 mM), 
MgCl2 2 mM, dNTP 0.2 mM, 0.5 µM de cada 
oligonucleótido, 0.75 U de GoTaq ADN pol 

(Promega®, Madison WI 53711 USA), más 5 
µL de ADN o muestra. El blanco contenía la 
misma mezcla, excepto la muestra de ADN 
y fue incluido en todos los experimentos. 
Se empleó un termociclador PTC-100 (MJ 
Research Inc. Ramsey, Minnesota, 55303 
USA), programado de la siguiente manera: 
una desnaturalización inicial de 2’ a 95°C, 
seguidos de 30 ciclos compuestos por 1’ a 
95°C, 1’ a 59.9°C, 1’ a 72°C y un paso final de 
extensión de 5’ a 72°C. 10 µL de cada producto 
de PCR fueron cargados en gel de agarosa al  
2% durante 1.5 h a 60 V, teñido con bromuro de 
etidio a una concentración final de 0.5 µg/mL 
y fotografiado sobre iluminación UV. 

Selectividad de los oligonucleótidos 139-141 
y límite de detección de ADN en cultivos 
puros

Para determinar la inclusividad de los oligo-
nucleótidos 139-141, el ADN obtenidos de 
cultivos puros de Salmonella typhi, Salmonella 
paratyphi y Salmonella typhimurium fueron 
sometidos a PCR, y para determinar la ex-
clusividad, microorganismos patógenos 
genéticamente relacionados con Salmonella 
como Klebsiella oxytoca, Kelbsiella pneumoniae 
y Morganella morganiii, fueron sometidos a 
PCR, empleando los mismos parámetros y 
condiciones de amplificación (6). El límite de 
detección fue determinado realizando dilu-
ciones de ADN de Salmonella typhi. en cultivos 
puros en el rango comprendido desde 1 ng 
hasta 1 fg (10). 

Contaminación artificial de las muestras y 
determinación del límite de detección
 
100 µL de caldo BHI fueron sembrados por 
agotamiento en agar nutritivo e incubados 
por 24 horas a 37°C. Con el propósito de 
estandarizar el inoculo, 5 UFC fueron resus-
pendidas en 10 mL de agua estéril y fue 
ajustado hasta alcanzar una densidad óptica 
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(DO) de 0.100. Para determinar la cantidad 
de UFC del inoculo, se realizó una serie de 
diluciones en base 10 de esta suspensión 
y 1 mL de las diluciones 10-6, 10-7 y 10-8, fue 
añadido intencionalmente a tres recipientes 
que contenían 25 g de leche en polvo ho-
mogenizada en 225 mL de agua peptonada 
(BPW; Oxoid, Basingstoke, UK) para realizar 
un paso de pre-enriquecimiento durante 
6 horas (11). Con el propósito de suprimir 
la flora competitiva, en dos recipientes di-
ferentes de cada dilución, se agregaron, a las 
tres horas del inicio del pre-enriquecimiento, 
45 mg/L de Novobiocina y 10 mg/L de verde 
brillante, respectivamente (12). Cumplidas las 
6 horas, se realizó una dilución 1:10 en agua 
destilada estéril, para disminuir la cantidad 
de proteína presente en la leche en polvo.

Determinación de Salmonella sp.
por el método microbiológico

La detección de Salmonella sp. en leche en 
polvo fue realizada a partir de las diluciones 
10-6, 10-7 y 10-8 como se describió anteriormente 
y de acuerdo con los métodos microbiológicos 
estandarizados por la Association of Official 
Analytical Chemist (AOAC) (13). 

Extracción de ADN de la leche en 
polvo contaminada artificialmente

Se evaluó la conveniencia de la técnica con 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico y Chelex® 
100. Para la obtención de biomasa, 1 mL de la 
muestra fue diluido en 9 mL de agua como 
se describió anteriormente, centrifugado por 
5 minutos a 10.000 r.p.m. y lavado dos veces 
con tampón TE 1X (Tris-HCl 10 mM, EDTA 
1mM, pH 8.0 ± 0.2). 

El método de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico se llevó a cabo resuspendiendo 

la biomasa en 600 µL de tampón TE 1X más 
SDS a una concentración final de 0.5% V/V 
y 2mg/mL de lisozima A. Esta mezcla se 
incubó durante 30’ a 37°C. Para eliminar los 
péptidos y lípidos residuales se adicionaron 
80 µL de una solución 5 M de NaCl más 100 
µL de acetato de amonio 3 M y se incubó 
nuevamente durante 10 minutos a 65°C. 
La suspensión resultante se trató con una 
mezcla 125:24:1 de fenol:cloroformo:alcohol 
isoamílico. Una vez separadas las fases por 
centrifugación, la fase acuosa se trató con 
etanol absoluto (14) y el ADN precipitado fue 
lavado con etanol al 70% V/V, secado a 56°C 
y resuspendido en 20 µL de agua. 

La extracción de ADN con el método de Che-
lex® 100 se realizó mediante el lavado de la 
biomasa en 1 mL de buffer PBS y posterior 
resuspensión en 100 µL de agua más SDS a 
una concentración final de 0.5% V/V y 2 
mg/mL de lisozima A, se incubó durante 
30’ a 37°C. 200 µL de Chelex® 100 a 5% p/v 
fueron añadidos, la mezcla fue incubada a 
56°C por 30’ y llevada a ebullición durante 
8’; el tubo fue centrifugado a 12.000 rpm por 
3’ y el sobrenadante fue transferido a un 
tubo limpio (7). Para determinar la pureza 
y concentración de los ADN obtenidos se 
empleó un espectrofotómetro (Beckman DU 
640, Europark Fichtenhain B13 47807Krefeld 
Germany).

Reproducibilidad de la PCR

La reproducibilidad de la técnica se evaluó 
mediante un ensayo piloto de 5 repeticiones 
de todo el proceso de PCR optimizado, bajo 
las mismas condiciones de manipulación, ins-
trumentos y reactivos, pero con 5 operarios 
diferentes (15).
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RESULTADOS

Desarrollo de la PCR

Según la matriz generada por el programa 
Statgraphics Plus versión 5.1, a cada producto 
de PCR visualizado en gel de agarosa (datos 
no mostrados) le fue asignado un valor 
numérico de acuerdo con el siguiente 
criterio de valoración: 0, no amplifica; 1, 
presencia de bandas tenues; 2, bandas inten-
sas. Dichos valores fueron ingresados en 
el programa Statgraphics Plus versión 5.1, 
indicando que las variables temperatura 
de hibridación y concentración de cloruro 
de magnesio influyen significativamente 
sobre la amplificación con un intervalo de 

confianza del 95%, siendo P<0.05 para cada 
uno de los factores estudiados, mientras 
que la interacción entre ambas variables 
(datos no mostrados) no tienen un efecto 
estadísticamente significativo sobre la am-
plificación (P>0.05). 

En la Figura 1 se grafican las medias muestra-
les de la temperatura de hibridización con 
intervalos de confianza al 95%, demostrando 
que a 59.9ºC se obtuvo la media más alta de 
amplificacion, cuyo valor decrece conforme 
disminuye la temperatura. 

La Figura 2 indica que no se presentó am-
plificación a 0.5 mM; la mayor media de 
amplificación fue a 2mM para luego ir 
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como el fenol y el cloroformo en lugar de 
uno, permite la obtención de ácidos nucléicos 
libres de proteínas. Por tal motivo se adoptó 
el método de extracción de ADN con fenol:
cloroformo:alcohol isoamílico (16). 

Selectividad de los oligonucleótidos 139-141 
y límite de detección de ADN en cultivos 
puros

En el ensayo de exclusividad con Klebsiella 
oxytoca, Kelbsiella pneumoniae y Morganella 
morganii, no hubo amplificación. El ensayo de 
inclusividad con Salmonella typhi, Salmonella 
paratyphi y Salmonella typhimurium, mostró 
una banda característica de 284 pb, indicativa 
de amplificación (Figura 3).

En los ensayos de PCR para determinar el 
límite de detección del ADN a partir de cultivos 
puros, se logró amplificar hasta 10 pg de ADN 
(ver Figura 4).

disminuyendo según el aumento en la con-
centración de cloruro de magnesio, por lo 
tanto se concluye que las mejores condicio-
nes de temperatura de hibridización y de 
concentración de cloruro de magnesio para 
amplificar el gen InvA, fueron 59.9°C y 2mM, 
respectivamente. Sin embargo, al emplear 
concentraciones de cloruro de magnesio y 
de temperatura cercanas a las más altas, se 
pueden encontrar resultados satisfactorios. 

Extracción de ADN

Las técnicas de extracción de ADN con fenol:
cloroformo:alcohol isoamílico y Chelex® 100 
fueron evaluadas. Se encontró que al realizar 
la extracción de ADN con Chelex® 100, a par-
tir de cultivos puros de Salmonella sp., fue 
doblemente eficaz; en cambio, cuando la 
extracción de ADN se hace a partir de leche 
en polvo contaminada artificialmente con 
Salmonella sp., la mezcla fenol:cloroformo:
alcohol isoamílico es más conveniente, 
porque el uso de dos solventes orgánicos 

Fuente: Datos recolectados por los autores.

Figura 3. Ensayo de selectividad de los oligonucleótidos 139-141, en gel de agarosa 2% tincionado 
con bromuro de etidio. Línea 1: Marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder. Línea 2: S. typhi. 

Línea 3: S. paratyphi. Línea 4: S. typhimurium. Línea 5: K. oxytoca. Línea 6: K. pneumoniae. Línea 7: 
M. morganii. Línea 8: blanco. Línea 9: control negativo (ADN humano). Línea 10, control positivo 

(ADN S. typhi, muestra clínica).
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Fuente: Datos recolectados por los autores.

Figura 4. Límite de detección de ADN en cultivos puros de Salmonella typhi en gel de agarosa 2%. 
Línea 1: 1 ng. Línea 2: 100 pg. Línea 3: 10 pg. Línea 4: 1 pg. Línea 5: 100 fg, línea 6: 10 fg. Línea 7: 1 
fg. Línea 8: blanco. Línea 9: control negativo control negativo (ADN humano). Línea 10: Marcador 

de peso molecular 100 pb DNA Ladder.

141 utilizados en este trabajo ha sido objeto de 
estudio en varias investigaciones. La primera 
de ellas fue realizada por Rahn et al. (1992), 
en el que se amplificó una secuencia de 284 
pb dentro del gen InvA para la detección de 
Salmonella. Para ello se emplearon 630 cepas 
de Salmonella y 142 géneros de bacterias di-
ferentes a ésta. Todas las cepas evaluadas 
fueron detectadas, excepto de S. litchfield y 
S. Senftenberg, y por el contrario, ninguno 
de los géneros diferentes a Salmonella fue 
identificado (9). 

Estos resultados son similares a los encon-
trados en este estudio, en el ensayo de selec-
tividad de los oligonucleótidos 139-141. 
Dos Santos et al., en el año 2001, ratificaron 
el empleo de los mismos oligonucleótidos 
139-141 para la amplificación del gen InvA, 
al comparar esta técnica con el método mi-
crobiológico tradicional. Ellos lograron la 
detección de Salmonella, mediante PCR, luego 
de la extracción del ADN por el método de 
fenol:cloroformo:alcohol isoamílico, y el uso 
de 1,5 mM de MgCl2 y una temperatura de 
hibridación de 54ºC, en un total de 96 horas 
(17), mientras que en nuestro estudio la detec-
ción se hizo en sólo 12 horas. 

Contaminación artificial de las muestras y 
determinación del límite de detección

El conteo del inoculo ajustado a 0.100 D.O. 
fue de 200 UFC/mL y las diluciones 10-6, 10-7 y 
10-8, que fueron inoculadas intencionalmente, 
mostraron un conteo de 200 UFC/mL, 20 
UFC/mL y 2 UFC/mL, respectivamente. 
Estos datos sugieren que la metodología 
empleada es capaz de detectar células de 
Salmonella sp. cuando es inoculada con 2 
UFC/mL. La Novobiocina (45 mg/L) y verde 
brillante (10 mg/L), adicionada a los tres 
frascos con 225 mL de agua peptonada, no 
alteraron el crecimiento de Salmonella sp., y 
se observó igual crecimiento en presencia y 
en ausencia de estos (datos no mostrados) 
(12). Por lo tanto, se omite la adición de 
estos inhibidores. También se observó que 
la realización de una dilución 1:10 en agua 
destilada estéril para diluir las proteínas 
propias de la leche en polvo, cumplidas las 
6 horas del pre-enriquecimiento, garantiza 
la obtención de ADN de buena calidad para 
el proceso de PCR. 

DISCUSIÓN

La selectividad de los oligonucleótidos 139-
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Soltani et al. (2005), evaluaron la selectividad 
de otro set de oligunucleótidos: malo2-F/
malo2-Ra que amplifican el gen InvA a través 
de un ensayo de PCR múltiple, y además se 
amplificó el gen Prt para identificar S.typhi, 
S. paratyphi A y B, S. enteritidis y el gen tyv 
solo para S. typhi and S. enteritidis, utilizando 
los oligonucleótidos parat-s/parat-as y tyvs/ 
tyv-as, respectivamente. La concentración de 
MgCl2 manejada fue de 1.5 mM y la tempe-
ratura de hibridación fue de 59ºC. parámetros 
que corresponden a los obtenidos mediante 
el diseño factorial incompleto 6X7, aplicado 
en este estudio. Sin embargo, el límite de 
detección de la técnica aplicada por Soltani 
et al. fue de 2.5 UFC/mL X 102 (18), valor 
superado por la metodología empleada en 
este estudio, con la cual se puede detectar 2 
UFC/mL. Posteriormente, Cohen et al. (1996), 
evaluaron otros oligonucleótidos para la 
amplificación del gen fimA de Salmonella, 
alcanzando un límite de detección de 5 pg, 
(19) a diferencia de nuestro estudio, en el cual 
estuvo en el orden de 10 pg. 

Con el fin de mejorar los procesos de diag-
nóstico molecular por la técnica de PCR, ésta 
se ha combinado con otros métodos, como 
la separación inmunomagnética utilizando 
anticuerpos (20, 21) o sondas fluorescentes 
(22) antes de cada ensayo o mediante el 
enriquecimiento selectivo con el medio 
Rappaport-Vassiliadis, BGA o XLD (23, 24). 
Sin embargo, los costos para la detección 
molecular de Salmonella sp. son elevados en 
comparación con los métodos tradicionales, 
pero la alta sensibilidad y alta especificidad 
que ofrece la PCR, los beneficios al sector salud 
al lograr un diagnóstico rápido y preciso, la 
relación costo-beneficio que otorga al sector 
productivo, permitiendo la liberación de 
productos alimenticios al mercado con ma-
yor rapidez y el ahorro de costos, justifican 
la implementación de esta técnica.

CONCLUSIÓN

La legislación en Colombia requiere la au-
sencia de Salmonella sp., en 25 g de leche en 
polvo. En este estudio se encontró que no es 
posible amplificar el gen InvA directamente 
de leche en polvo y que un paso de pre-
enriquecimiento por espacio de 6 horas es 
necesario, sin la adición de inhibidores de 
flora acompañante como Novobiacina o ver-
de brillante. Además, es más conveniente 
emplear el método de fenol:cloroformo:
alcohol isoamílico en comparación con Che-
lex® 100, debido a la gran cantidad de pro-
teínas presentes en la leche. La aplicación 
del diseño factorial incompleto 6X7 arrojó 
como resultado que al emplear 59.9°C de 
temperatura de hibridización y 2 mM de 
cloruro de magnesio, se establecen las me-
jores condiciones para amplificar el gen 
InvA de Salmonella sp., también se pueden 
encontrar resultados parecidos empleando 
temperaturas de hibridización y concentra-
ción de cloruro de magnesio, cercanas a las 
mejores. 

La mayor contribución de este estudio fue el 
desarrollo de un protocolo que en 12 horas 
es capaz de detectar 2 UFC/mL de Salmonella 
sp. a partir de leche en polvo, agilizando mar-
cadamente el tiempo de recuperación de un 
microorganismo de importancia en salud 
pública y en el sector productivo. Existe la 
posibilidad de emplear la misma metodología 
para la detección de otros microorganismos 
de difícil aislamiento en diferentes matrices 
(25), empleando los oligonucleótidos apropia-
dos, y aplicar los resultados de este estudio 
para implementar controles sanitarios epide-
miológicos.
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