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Resumen

Objetivo: comparar los métodos de inmunoensayo enzimdtico automatizado VIDAS, (Vi-
tek Immunodiagnostic Assay System), y el andlisis molecular por Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) para detectar Salmonella spp en expendios de la ciudad de Santa
Marta (Colombia).

Materiales y métodos: Previamente se reporté la estandarizacion de la técnica de PCR
para la deteccion de Salmonella spp. en un lapso de 12 horas. En colaboracion con el Labo-
ratorio de Salud Piblica del departamento del Magdalena se procedié a tomar un total de
65 muestras de alimentos para andlisis de vigilancia rutinaria, discriminados asi: carne de
res: 14 (21.5 %), embutidos: 18 (27.7 %), pollo: 7(10.8 %), pescado: 3(4.6 %), harinas:
13 (20 %), ldcteos: 5 (7.7 %) salsas: 4(6.2 %) y ensalada: 1(1.5 %), en la ciudad de Santa
Marta entre septiembre y noviembre de 2010. Las 65 muestras fueron sometidas a andlisis
microbioldgico para la determinacion de Salmonella spp. en el Laboratorio de Salud Pii-
blica del departamento del Magdalena siguiendo el protocolo del VIDAS. Una alicuota de 1
mL del preenriquecimiento no selectivo fue enviada refrigerada al laboratorio de biologia
molecular de la Universidad Cooperativa de Colombia para ser analizada por PCR.
Resultados: Los resultados muestran que los alimentos analizados en el Laboratorio de
Salud Piblica del departamento del Magdalena con VIDAS presentaron Salmonella spp.
inicamente en cdrnicos: 5/65 (7.7 %), mientras que esas mismas muestras analizadas por
PCR mostraban la presencia de Salmonella spp. en 36/65 (55.4 %).
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COMPARACION DE LOS METODOS DE INMUNOENSAYO ENZIMATICO AUTOMATIZADO (VIDAS) Y PCR

PARA LA DETECCION DE SALMONELLA SPP. EN EXPENDIOS DE LA CIUDAD DE SANTA MARTA

Conclusiones: Los resultados indican que la PCR puede ser aplicada para realizar vigilan-
cia epidemioldgica y obtener resultados cualitativos confiables en menor tiempo.

Palabras clave: Salmonella, PCR, vigilancia epidemioldgica.

Abstract

Objectives: To compare the methods of the automated Immunodiagnostic Assay System
and the Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect Salmonella spp. In food sold in the
city of Santa Marta —Colombia. Materials and methods: The standardization of the PCR
for detecting Salmonella spp was previously reported by us within 12 hours. The deter-
minations were carried out with the help of the Public Health Laboratory of Magdalena,
Colombia. 65 samples of food were studied: beef 14(21.5%), sausages 18(27.7%), chicken
7(10.8%), fish 3(4.6%), flours 13(20%), dairy products 5(7.7%) sauces 4(6.2%) y salads
1(1.5%) in the city of Santa Marta — Colombia between September and November 2010.
A microbiological analysis was done on the 65 samples to determine Salmonella spp. in the
Public Health Laboratory of Magdalena according to protocol of automated Vitek Immu-
nodiagnostic Assay System. An aliquot of no selective pre-enrichment was sent to the mo-
lecular biology laboratory of Cooperativa de Colombia University to be analyzed for PCR.
Results: The results show that the food analyzed in the public health laboratory presented
Salmonella spp. only in sausages 5/65 (7.7%), while these samples analyzed using PCR
showed Salmonella spp. in 36/65 (55.4%).

Conclusions: The results indicate that PCR can be applied to get faster and better results
to do regular epidemiological studies.

Key words: Salmonella, PCR Epidemiological Surveillance.

INTRODUCCION

La Salmonella es uno de los principales
agentes causantes de intoxicaciones alimen-
tarias a nivel mundial (1). Dicha bacteria es
cada vez mas resistente a los antibioticos
comunes, se multiplica a bajas temperatu-
ras y responde efectivamente a los cambios
del medio (2) y puede colonizar a la mayo-
ria de los animales, incluyendo aves, repti-
les, ganado, roedores y el ser humano (3).
Los métodos microbioldgicos tradicionales
para la deteccion de Salmonella no estan en-
caminados al conteo de esta bacteria, debi-
do a que es considerada una técnica cuyo
resultado se expresa cualitativamente, de-
terminando su presencia o ausencia en di-
ferentes matrices, pues la identificacion o
confirmacion de las colonias presuntivas
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de Salmonella se lleva a cabo en dos medios
diferenciales usados simultdneamente. La
Association of Official Analytical Chemist
(AOAC) (4) describe los pasos que se deben
seguir para obtener buenos resultados, los
cuales pueden demorar entre 4 a 5 dias. Sin
embargo, la recuperacion de Salmonella spp.
se dificulta porque: primero, no es detecta-
ble en alimentos que tienen un bajo nimero
de células (5), y segundo, los métodos tradi-
cionales para la recuperacion del microor-
ganismo, aislamiento en medios selectivos,
posterior identificacion bioquimica y carac-
terizacion seroldgica tienen baja especifici-
dad, sensibilidad y consumen mucho tiem-
po. La implementacion de técnicas como la
(PCR), la hibridacion, el uso de biochips y de
enzimas de restriccidn, entre otras, ha facili-
tado el diagndstico microbioldgico molecu-
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lar de patdgenos en alimentos. Actualmente
se ha extendido la implementacién de estas
nuevas tecnologias después de una etapa
previa de enriquecimiento de la muestra, lo
cual ha demostrado una alta probabilidad
de detectar un bajo nimero de células (6).

El diagnostico seroldgico es importante des-
de el punto de vista epidemiologico, debido
a que permite distinguir o caracterizar las
serovariedades prevalentes en distintas zo-
nas geograficas. Se fundamenta en la detec-
cion de los antigenos somaticos de superfi-
cie y antigenos flagelares, diferentes en cada
serovariedad por el uso de anticuerpos que
se unen de manera especifica a un antigeno
determinado. El VIDAS (Vitek Immunodiag-
nostic Assay System) detecta secuencial y
automaticamente a Salmonella, basandose
en la especificidad y afinidad de un anti-
cuerpo monoclonal, fijado a una fase esta-
cionaria, por el antigeno somatico (O) y anti-
geno flagelar (H) de este microorganismo. El
4-methyl-umbelliferyl phosphate es conver-
tido por el conjugado enziméatico en un pro-
ducto fluorescente: 4-methyl-umbelliferone.
La intensidad de la fluorescencia emitida es
leida y expresada como unidades de fluo-
rescencia relativa (Rf). Valores por encina de
0.23 Rf son considerados como presuntiva-
mente positivos para Salmonella (7).

El objetivo de este estudio fue comparar
los métodos de inmunoensayo enzimatico
automatizado y analisis molecular por PCR
para la deteccion de Salmonella spp. en ex-
pendios de la ciudad de Santa Marta.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de l1a muestra

En colaboracion con el Laboratorio de Salud
Publica del departamento del Magdalena se
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procedid a tomar un total de 65 muestras de
alimentos para analisis de vigilancia rutina-
ria, discriminados asi: carne de res: 14 (21.5
%), embutidos: 18 (27.7 %), pollo: 7 (10.8 %),
pescado: 3 (4.6 %), harinas: 13 (20 %), lac-
teos: 5 (7.7 %), salsas: 4 (6.2 %) y ensalada:
1 (1.5 %), en la ciudad de Santa Marta entre
septiembre y noviembre de 2010.

Deteccion de Salmonella sp. en alimentos

Meétodo de inmunoensayo enzimdtico
automatizado

Las 65 muestras fueron sometidas a anali-
sis microbiologico para la determinacion de
Salmonella spp. en el Laboratorio de Salud
Puablica del departamento del Magdalena.
25 mL o 25 g de muestra fueron inoculados
a 225 mL de agua peptonada e incubada
a 37°C durante 18 - 24 horas, siguiendo el
protocolo del método de inmunoensayo en-
zimatico automatizado (VIDAS) (7). Una ali-
cuota de 1 mL del preenriquecimiento fue
enviada refrigerada al laboratorio de biolo-
gia molecular de la Universidad Cooperati-
va de Colombia para ser analizada por PCR
(figura 1).

Analisis molecular

Extraccion de ADN

Se aplicd el método de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico; para esto se resuspen-
di6 la biomasa en 600 pL de tampon TE 1X
mas SDS a una concentracion final de 0.5 %
P/Vy 2 mg/mL de lisozima A. Esta mezcla
se incubd durante 30 minutos a 37°C. Para
eliminar los péptidos y lipidos residuales
se adicionaron 80 uL de una solucién NaCl
5M mas 100 pL de acetato de amonio 3 M
y se incubd nuevamente durante 10 minu-
tos a 65°C. La suspension resultante se tratd
con una mezcla de fenol: cloroformo: alco-
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hol isoamilico 25:24:1. Una vez separadas
las fases mediante centrifugacion, la fase
acuosa fue tratada con etanol absoluto y el
precipitado (ADN) fue lavado con etanol al
70 % V/V, secado a 56°C por una hora y res-
uspendido en 20 uL de agua (8, 9).

Desarrollo de la PCR

Se amplifico una regién del gen InvA de Sal-
monella de 284 pb con los oligonucledtidos
139 (5° GTGAAATTATCGCCACGTTCGGG-
CAA 3) y 141 (5 TCATCGCACCGTCAAAG-
GAACC 3’) (10). La PCR se llevo a cabo en un
volumen final de 20 pL, que contenia tam-
pon para PCR 1X (20 mM de Tris-HCI [pH
8.4] 50 mM de KC1), MgCl, (1 mM, 1.5 mM,
2mMy 2.5 mM), dNTP 0.2 mM, 0.5 uM de
cada oligonucleotido, 0.75 U de GoTaq ADN
pol. (Promega®, Madison WI 53711, USA),
mas 5 uL. de ADN o muestra. El blanco conte-
nia la misma mezcla, excepto la muestra de
ADN; como control positivo se empled ADN
de cepas puras de Salmonella entérica sero-
var typhimurium y como control negativo el
ADN de Klebsiella pneumoniae. Los controles
fueron incluidos en todos los experimentos.
Se empleo un termociclador TC-3000 (Techne
Inc. 3 Terri Lane Suite 10 Burlington NJ 08016
USA), programado de la siguiente manera:
una desnaturalizacién inicial de 2 a 95°C,
seguidos de 30 ciclos compuestos por 1" a

95°C,1"a59.9°C, 1" a72°C y un paso final de
extension de 5" a 72°C. 10 pL de cada pro-
ducto de PCR y 5 puL. del marcador de peso
molecular HyperLadder IV™ (Bioline, USA
Inc.) fueron cargados en gel de agarosa al 1
% durante 1.5 horas a 60 V, tincionado con
bromuro de etidio a una concentracion final
de 0.5 ug/mL y fotografiado sobre ilumina-
cién UV (11).

RESULTADOS

Un total de 65 muestras de alimentos fueron
tomadas en la ciudad de Santa Marta entre
septiembre y noviembre de 2010, en cola-
boracién con el Laboratorio de Salud Pu-
blica del departamento del Magdalena. Las
muestras analizadas con el método de inmu-
noensayo enzimatico automatizado en dicho
laboratorio presentaron Salmonella sp. tinica-
mente en el grupo de carnicos: 5 (7.7 %), los
demas grupos de alimentos no presentaban
Salmonella sp. (92.3 %).

Sin embargo, esas mismas muestras anali-
zadas por PCR mostraban la presencia de
Salmonella sp. en 36(55.4 %) diferentes tipos
de alimentos: carne de res: 8 (12.3 %), embu-
tidos: 10 (15.4 %), pollo: 4(6.2 %), pescado: 2
(3.1 %), harinas: 6 (9.2 %), lacteos: 4(6.2 %),
salsas: 1(1.5 %) y ensaladas: 1(1.5 %), como
se observa en la tabla 1.

ALIMENTOS ——»

25mlo25g 225 ml. AGUA PEPTONADA

37°C
18-24 horas
PRE ENRIQUECIMIENTOEN ——m»

37°C 1ml
6 horas

ANALISIS MOLECULAR
Universidad Cooperativa de Colombia

INMUNOENSAYO ENZIMATICO
AUTOMATIZADO, VIDAS (VITEK
IMMUNODIAGNOSTIC ASSAY SYSTEM).
Laboratorio Departamental

Fuente: Propia de autores.

Figura 1. Esquema del analisis de alimentos por los métodos de inmunoensayo
enzimatico automatizado (VIDAS) y PCR
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Tabla 1. Presencia de Salmonella sp. segin la metodologia de inmunoensayo enzimatico automatiza-
do y PCR en diferentes tipos de alimentos de expendios de la ciudad de Santa Marta

Método de Carnicos Otros
deteccion 42(64.6%) 23(35.4%)
Ca{:é?;;es Embutidos | Pollo 7(10.8) | Pescado Harinas | Lacteos | Salsas Ensaladas Total
18(27.7) 3(4.6) 13(20) 5(7.7) 4(6.2) 1(1.5) 65
Inmunoensayo
aa’z::;zz:zo 3(4.6) Neg 2(3.1) Neg Neg Neg Neg Neg 5
VIDAS
(7.7)
PCR 8(12.3) 10(15.4) 4(6.2) 2(3.1) 6(9.2) 4(6.2) 1(1.5) 1(1.5) 36
(55.4)

Fuente: datos tabulados por los autores.

DISCUSION

Numerosas técnicas moleculares, como la
hibridacién con sondas, el uso de biochips,
enzimas de restriccion y PCR, han sido apli-
cadas para la deteccidon y diagndstico mole-
cular de patdgenos como Salmonella spp. en
alimentos. La mas utilizada es la PCR y se
ha evaluado la selectividad (12), la especi-
ficidad y la sensibilidad de esta frente a la
prueba microbioldgica, la cual es conside-
rada como la prueba de oro. Entre septiembre
y noviembre de 2010 se analizaron en San-
ta Marta 65 muestras de alimentos, de los
cuales 36 (55.4 %) mostraban amplificacion
de una banda de 284 pb correspondientes
al gen InvA, lo cual indica la presencia de
Salmonella spp. en carne de res: 8(12.3 %),
embutidos: 10(15.4 %), pollo: 4(6.2 %) y pes-
cado: 2(3.1 %), lo que indica que Salmonella
se encuentra con mayor frecuencia en los
carnicos, los cuales representaban el 64.6 %
del total de las muestras analizadas.
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En este trabajo también se analizaron varios
grupos de alimentos, como harinas: 13(20 %),
lacteos: 5(7.7 %), salsas: 4(6.2 %) y ensaladas:
1(1.5 %), que representaban el 35.4 % de las
muestras analizadas, y se encontrd Salmonella
en 6 (9.2 %), 4(6.2 %), 1(1.5 %) y 1(1.5 %), res-
pectivamente (tabla 1).

Los primeros estudios para la deteccion
molecular de Salmonella, amplificando el
gen invA, fueron realizados por Galan et al.
en 1991 (13); desde entonces esta técnica ya
se encuentra optimizada y estandarizada
en paises como Suecia (14), Surafrica (15) y
Brasil (16).

Al evaluar las 65 muestras analizadas con el
método de inmunoensayo enzimatico auto-
matizado en el Laboratorio de Salud Publica
del departamento del Magdalena presenta-
ron Salmonella spp. Gnicamente carnicos: 5
(7.7 %), conformados por 3 de 14 muestras
de carne de res (4.6 %) y 2 de 7 muestras
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de pollo (3.1 %), mientras que esas mismas
muestras analizadas por PCR mostraban la
presencia de Salmonella spp. en 8 de 14 para
un 12.3 % y 4 de 14 para un 6.2 %, respecti-
vamente.

Estos resultados pueden ser explicados por
que el método molecular es capaz de de-
tectar células viables y células injuriadas o
no cultivables mediante la amplificacion de
segmentos de su genoma (17), mientras que
el método de inmunoensayo enzimatico au-
tomatizado estd basado en la especificidad
y afinidad de un anticuerpo monoclonal,
por el antigeno somatico (O) y antigeno fla-
gelar (H) de microorganismos viables. Otra
desventaja del método de inmunoensayo
enzimatico automatizado (VIDAS SLM™)
consiste en que los resultados positivos
para Salmonella son presuntivos y necesitan
ser confirmados por aislamiento e identifi-
cacion en medios no selectivos y posterior
siembra en cultivos selectivos segin la me-
todologia microbioldgica tradicional, de-
bido a que tiene la capacidad de detectar
Salmonella spp. en alimentos basdndose en
la especificidad y afinidad de un anticuerpo
monoclonal, por el antigeno somatico (O) y
antigeno flagelar (H) de este microorganis-
mo.

Con el fin de mejorar los procesos de diag-
nostico molecular para detectar Salmonella
spp. por la técnica de PCR, o sus variantes,
como la PCR multiple (18, 19, 20) y la PCR
en Tiempo Real (qQPCR) (21), esta se ha com-
binado con otros métodos, como la separa-
cién inmunomagnética utilizando anticuer-
pos (22) o sondas fluorescentes (23, 24). Ac-
tualmente se ha extendido la implementa-
cion de estas tecnologias para el diagnostico
de Salmonella spp. en alimentos, realizando
antes de cada ensayo una etapa de enrique-
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cimiento no selectivo de la muestra y una
etapa de enriquecimiento selectivo en los
medios Rappaport-Vassiliadis, BGA o XLD,
que buscan incrementar la confiabilidad de
sus resultados (16, 25) y demuestran una
alta probabilidad de detectar un bajo nime-
ro de células. En este estudio se amplifico
una banda de 284 pb, que corresponde a un
segmento del gen InvA, que estd presente
en todas las cepas invasivas de Salmonella
spp. (13, 26). Previamente se reporto la es-
tandarizacion de la técnica de PCR para la
deteccion de Salmonella spp. en leche en pol-
vo en un lapso de 12 horas, incluyendo un
previo enriquecimiento no selectivo de seis
horas antes de cada ensayo, y se encontro
un limite de deteccion de hasta 2 UFC (11).

La cantidad y calidad del ADN extraido es
fundamental, pues la mayor dificultad al
momento de realizar una PCR es la presen-
cia de compuestos en las muestras que inhi-
ben o afectan la eficiencia de la PCR (27). El
44.6 % de las muestras no mostr6 presencia
de Salmonella spp, lo cual puede ser expli-
cado por la presencia de inhibidores de la
PCR en los alimentos, ya que en todos los
ensayos se incluyeron los respectivos con-
troles, sin embargo, es necesario realizar es-
tudios para identificar dichos compuestos.
La positividad de la PCR depende de mu-
chos factores intrinsecos de su naturaleza,
y los resultados numéricos que se obtengan
pueden depender de la prevalencia del mi-
croorganismo, de la presencia de cepas in-
vasivas de Salmonella spp. en los alimentos
estudiados (13) y de las caracteristicas de
las diferentes matrices analizadas.

Este trabajo es realizado por primera vez en
la ciudad de Santa Marta, pues en 2006 Es-
pinal et al. realizaron un estudio molecular
en el que detectaron la presencia del gen de
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invA en cepas de Salmonella spp. aisladas de
alimentos en diferentes ciudades del Caribe
colombiano, sin embargo, Santa Marta no
fue incluida en dicho estudio (28).

En conclusion, los resultados muestran que
la metodologia molecular por PCR ofrece
muchas ventajas: una alta sensibilidad y
alta especificidad en la deteccién de Salmo-
nella spp. en alimentos (25), beneficios al sec-
tor salud al lograr un diagnostico rapido y
preciso, una buena relacién costo-beneficio
al sector productivo que le permite la libe-
racion de productos alimenticios al merca-
do con mayor rapidez y el ahorro de costos;
ello justifica la implementacion de esta me-
todologia.

La mayor contribucién de este estudio fue
demostrar que la aplicacion de la metodo-
logia molecular por PCR acompanada de un
breve preenriquecimiento no selectivo es
capaz de detectar Salmonella spp. en alimen-
tos, lo cual agiliza notoriamente el tiempo
de deteccidon de un microorganismo de im-
portancia en salud publica y sector produc-
tivo; asimismo, se propone la aplicacion de
la metodologia molecular por parte de los
laboratorios de vigilancia epidemioldgica
para realizar controles sanitarios en esta re-
gion del pais.
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