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Resumen

Objetivo: comparar los métodos de inmunoensayo enzimático automatizado VIDAS, (Vi-
tek Immunodiagnostic Assay System), y el análisis molecular por Reacción en Cadena 
de la Polimerasa (PCR) para detectar Salmonella spp en expendios de la ciudad de Santa 
Marta (Colombia).
Materiales y métodos: Previamente se reportó la estandarización de la técnica de PCR 
para la detección de Salmonella spp. en un lapso de 12 horas. En colaboración con el Labo-
ratorio de Salud Pública del departamento del Magdalena se procedió a tomar un total de 
65 muestras de alimentos para análisis de vigilancia rutinaria, discriminados así: carne de 
res: 14 (21.5 %), embutidos: 18  (27.7 %), pollo: 7(10.8 %), pescado: 3(4.6 %), harinas: 
13 (20 %), lácteos: 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 análisis 
microbiológico para la determinación de Salmonella spp. en el Laboratorio de Salud Pú-
blica del departamento del Magdalena siguiendo el protocolo del VIDAS. Una alícuota de 1 
mL del preenriquecimiento no selectivo fue enviada refrigerada al laboratorio de biología 
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 Pública del departamento del Magdalena con VIDAS presentaron Salmonella spp. 
únicamente en cárnicos: 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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Conclusiones: Los resultados indican que la PCR puede ser aplicada para realizar vigilan-
cia epidemiológica y obtener resultados cualitativos confiables en menor tiempo.
Palabras clave: Salmonella, PCR, vigilancia epidemiológica.

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.

INTRODUCCIÓN

La Salmonella es uno de los principales 
agentes causantes de intoxicaciones alimen-
tarias a nivel mundial (1). Dicha bacteria es 
cada vez más resistente a los antibióticos 
comunes, se multiplica a bajas temperatu-
ras y responde efectivamente a los cambios 
del medio (2) y puede colonizar a la mayo-
ría de los animales, incluyendo aves, repti-
les, ganado, roedores y el ser humano (3). 
Los métodos microbiológicos tradicionales 
para la detección de Salmonella no están 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 identificación o 
confirmación de las colonias presuntivas 

de Salmonella se lleva a cabo en dos medios 
diferenciales usados simultáneamente. 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 días. Sin 
embargo, la recuperación de Salmonella spp. 
se dificulta porque: primero, no es detecta-
ble en alimentos que tienen un bajo número 
de células (5), y segundo, los métodos tradi-
cionales para la recuperación del microor-
ganismo, aislamiento en medios selectivos, 
posterior identificación bioquímica y carac-
terización serológica tienen baja especifici-
dad, sensibilidad y consumen mucho tiem-
po. La implementación de técnicas como la 
(PCR), la hibridación, el uso de biochips y de 
enzimas de restricción, entre otras, ha facili-
tado el diagnóstico microbiológico molecu-



176 Salud Uninorte. Barranquilla (Col.) 2013; 29 (2): 174-182

Libardo Acosta, Jair Pinedo, Enio Hernández,  José Villarreal

procedió a tomar un total de 65 muestras de 
alimentos para análisis de vigilancia rutina-
ria, discriminados así: carne de res: 14 (21.5 
%), embutidos: 18 (27.7 %), pollo: 7 (10.8 %), 
pescado: 3 (4.6 %), harinas: 13 (20 %), lác-
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. 

Detección de Salmonella sp. en alimentos

Método de inmunoensayo enzimático
automatizado

Las 65 muestras fueron sometidas a análi-
sis microbiológico para la determinación de 
Salmonella spp. en el Laboratorio de Salud 
Pública del departamento del Magdalena. 
25 mL o 25 g de muestra fueron inoculados 
a 225 mL de agua peptonada e incubada 
a 37ºC durante 18 - 24 horas, siguiendo el 
protocolo del método de inmunoensayo en-
zimático automatizado (VIDAS) (7). Una alí-
cuota de 1 mL del preenriquecimiento fue 
enviada refrigerada al laboratorio de biolo-
gía molecular de la Universidad Cooperati-
va de Colombia para ser analizada por PCR 
(figura 1).

Análisis molecular

Extracción de ADN 

Se aplicó el método de fenol: cloroformo: 
alcohol isoamílico; para esto se resuspen-
dió la biomasa en 600 µL de tampón TE 1X 
más SDS a una concentración final de 0.5 % 
P/V y 2 mg/mL de lisozima A. Esta mezcla 
se incubó durante 30 minutos a 37°C. Para 
eliminar los péptidos y lípidos residuales 
se adicionaron 80 µL de una solución NaCl 
5M más 100 µL de acetato de amonio 3 M 
y se incubó nuevamente durante 10 minu-
tos a 65°C. La suspensión resultante se trató 
con una mezcla de fenol: cloroformo: alco-

lar de patógenos en alimentos. Actualmente 
se ha extendido la implementación de estas 
nuevas tecnologías después de una etapa 
previa de enriquecimiento de la muestra, lo 
cual ha demostrado una alta probabilidad 
de detectar un bajo número de células (6). 

El diagnóstico serológico es importante des-
de el punto de vista epidemiológico, debido 
a que permite distinguir o caracterizar las 
serovariedades prevalentes en distintas zo-
nas geográficas. Se fundamenta en la detec-
ción de los antígenos somáticos de superfi-
cie y antígenos flagelares, diferentes en cada 
serovariedad por el uso de anticuerpos que 
se unen de manera específica a un antígeno 
determinado. El VIDAS (Vitek Immunodiag-
nostic Assay System) detecta secuencial y 
automáticamente a Salmonella, basándose 
en la especificidad y afinidad de un anti-
cuerpo monoclonal, fijado a una fase esta-
cionaria, por el antígeno somático (O) y antí-
geno flagelar (H) de este microorganismo. El 
4-methyl-umbelliferyl phosphate es conver-
tido por el conjugado enzimático en un pro-
ducto fluorescente: 4-methyl-umbelliferone. 
La intensidad de la fluorescencia emitida es 
leída 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 enzimático 
automatizado y análisis molecular por PCR 
para la detección de Salmonella spp. en ex-
pendios de la ciudad de Santa Marta.

MATERIALES Y MÉTODOS

Recolección de la muestra

En colaboración con el Laboratorio de Salud 
Pública del departamento del Magdalena se 
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hol isoamílico 25:24:1. Una vez separadas 
las fases mediante centrifugación, 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 µL de agua (8, 9). 

Desarrollo de la PCR

Se amplificó una región del gen InvA de Sal-
monella de 284 pb con los oligonucleótidos 
139 (5’ GTGAAATTATCGCCACGTTCGGG-
CAA 3’) y 141 (5’ TCATCGCACCGTCAAAG-
GAACC 3’) (10). La PCR se llevó a cabo en un 
volumen final de 20 µL, que contenía tam-
pón para PCR 1X (20 mM de Tris-HCl [pH 
8.4] 50 mM de KCl), MgCl2 (1 mM, 1.5 mM, 
2 mM y 2.5 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 conte-
nía la misma mezcla, excepto la muestra de 
ADN; como control positivo se empleó 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 empleó un termociclador TC-3000 (Techne 
Inc. 3 Terri Lane Suite 10 Burlington NJ 08016 
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 pro-
ducto de PCR y 5 µL del marcador de peso 
molecular HyperLadder IVTM (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 concentración final 
de 0.5 µg/mL y fotografiado sobre ilumina-
ción 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-
boración con el Laboratorio de Salud Pú-
blica del departamento del Magdalena. Las 
muestras analizadas con el método de inmu-
noensayo enzimático automatizado en dicho 
laboratorio presentaron Salmonella sp. única-
mente en el grupo de cárnicos: 5 (7.7 %), los 
demás 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 %), lácteos: 4(6.2 %), 
salsas: 1(1.5 %) y ensaladas: 1(1.5 %), como 
se observa en la tabla 1.

ALIMENTOS
25 ml o 25 g

370C
18-24 horas

370C
6 horas

1ml

PRE ENRIQUECIMIENTO EN
225 ml. AGUA PEPTONADA

ANÁLISIS MOLECULAR
Universidad Cooperativa de Colombia

INMUNOENSAYO ENZIMÁTICO
AUTOMATIZADO, VIDAS (VITEK

IMMUNODIAGNOSTIC ASSAY SYSTEM).
Laboratorio Departamental

Fuente: Propia de autores.

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

Método de 
detección

Cárnicos 
42(64.6%)

Otros
23(35.4%) 

Carne de res 
14(21.5)

Embutidos Pollo 7(10.8) Pescado Harinas Lácteos Salsas Ensaladas Total

18(27.7) 3(4.6) 13(20) 5(7.7) 4(6.2) 1(1.5) 65

Inmunoensayo 
enzimático 

automatizado 
VIDAS

3(4.6) Neg 2(3.1) Neg Neg Neg Neg Neg 5

(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. 

En este trabajo también se analizaron varios 
grupos de alimentos, como harinas: 13(20 %), 
lácteos: 5(7.7 %), salsas: 4(6.2 %) y ensaladas: 
1(1.5 %), que representaban el 35.4 % de las 
muestras analizadas, y se encontró Salmonella 
en 6 (9.2 %), 4(6.2 %), 1(1.5 %) y 1(1.5 %), res-
pectivamente (tabla 1). 

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

Al evaluar las 65 muestras analizadas con el 
método de inmunoensayo enzimático auto-
matizado en el Laboratorio de Salud Pública 
del departamento del Magdalena presenta-
ron Salmonella spp. únicamente cárnicos: 5 
(7.7 %), conformados por 3 de 14 muestras 
de carne de res (4.6 %) y 2 de 7 muestras 

DISCUSIÓN

Numerosas técnicas moleculares, como la 
hibridación con sondas, el uso de biochips, 
enzimas de restricción y PCR, han sido apli-
cadas para la detección y diagnóstico mole-
cular de patógenos como Salmonella spp. en 
alimentos. La más utilizada es la PCR y se 
ha evaluado la selectividad (12), la especi-
ficidad y la sensibilidad de esta frente a la 
prueba microbiológica, 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 amplificación 
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 
cárnicos, los cuales representaban el 64.6 % 
del total de las muestras analizadas.
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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 amplificación de 
segmentos de su genoma (17), mientras que 
el método de inmunoensayo enzimático au-
tomatizado está basado en la especificidad 
y afinidad de un anticuerpo monoclonal, 
por el antígeno somático (O) y antígeno fla-
gelar (H) de microorganismos viables. Otra 
desventaja del método de inmunoensayo 
enzimático automatizado (VIDAS SLMTM) 
consiste en que los resultados positivos 
para Salmonella son presuntivos y necesitan 
ser confirmados por aislamiento e identifi-
cación en medios no selectivos y posterior 
siembra en cultivos selectivos según la me-
todología microbiológica tradicional, de-
bido a que tiene la capacidad de detectar 
Salmonella spp. en alimentos basándose en 
la especificidad y afinidad de un anticuerpo 
monoclonal, por el antígeno somático (O) y 
antígeno flagelar (H) de este microorganis-
mo. 

Con el fin de mejorar los procesos de diag-
nóstico molecular para detectar Salmonella 
spp. por la técnica de PCR, o sus variantes, 
como la PCR múltiple (18, 19, 20) y la PCR 
en Tiempo Real (qPCR) (21), esta se ha com-
binado con otros métodos, como la separa-
ción inmunomagnética utilizando anticuer-
pos (22) o sondas fluorescentes (23, 24). Ac-
tualmente se ha extendido la implementa-
ción de estas tecnologías para el diagnóstico 
de Salmonella spp. en alimentos, realizando 
antes de cada ensayo una etapa de enrique-

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 núme-
ro de células. En este estudio se amplificó 
una banda de 284 pb, que corresponde a un 
segmento del gen InvA, que está presente 
en todas las cepas invasivas de Salmonella 
spp. (13, 26). Previamente se reportó la es-
tandarización de la técnica de PCR para la 
detección 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 encontró 
un límite de detección de hasta 2 UFC (11). 

La cantidad y calidad del ADN extraído 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 mostró 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 intrínsecos 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 características 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 conclusión, los resultados muestran que 
la metodología molecular por PCR ofrece 
muchas ventajas: una alta sensibilidad y 
alta especificidad en la detección de Salmo-
nella spp. en alimentos (25), beneficios al sec-
tor salud al lograr un diagnóstico rápido y 
preciso, una buena relación costo-beneficio 
al sector productivo que le permite la libe-
ración de productos alimenticios al merca-
do con mayor rapidez y el ahorro de costos; 
ello justifica la implementación de esta me-
todología. 

La mayor contribución de este estudio fue 
demostrar que la aplicación de la metodo-
logía molecular por PCR acompañada de un 
breve preenriquecimiento no selectivo es 
capaz de detectar Salmonella spp. en alimen-
tos, lo cual agiliza notoriamente el tiempo 
de detección de un microorganismo de im-
portancia en salud pública y sector produc-
tivo; asimismo, se propone la aplicación de 
la metodología molecular por parte de los 
laboratorios de vigilancia epidemiológica 
para realizar controles sanitarios en esta re-
gión del país. 
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