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Reaccion en cadena de la polimerasa para la
identificacion de Salmonella spp. usando el gen invA

Teresita Luigi'#, Legna Rojas?, Oscar Valbuena3#

RESUMEN

Se desarrollé un protocolo de PCR para identificar cepas de
Salmonella de diferentes procedencias empleando un set de
iniciadores PCR especifico a Salmonella, para el reconocimiento de
una secuencia de 119 pb del gen invA. Los resultados cumplieron
con las maximas de la selectividad: inclusividad, pues todas las 14
cepas de Salmonella ensayadas presentaron sefial positiva para
el gen, exclusividad ya que ninguna cepa no Salmonella (Shigella,
E. coli, E. coli O157:H7) mostré sefal positiva, robustez porque
en las 14 cepas de Salmonella se obtuvo la sefal esperada, en
un total de cuatro repeticiones con iguales condiciones de trabajo
en cuatro dias no consecutivos. Asimismo, fue reproducible,
pues los resultados fueron idénticos al modificar las condiciones
de reaccion. Al comparar la PCR con el cultivo convencional,
usando preenriquecimiento no selectivo en agua peptonada y
enriquecimiento selectivo en caldo selenito-cistina, se aprecié que
la PCR fue 100% sensible y especifica, con 100% de inclusividad
como de exclusividad.

Palabras Clave: Salmonella spp, reaccién en cadena de la
Polimerasa (PCR), gen invA.
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ABSTRACT

Polymerase Chain Reaction (PCR) for identification of

Salmonella spp. using the invA gene

A PCR protocol was developed to identify strains of Salmonella
from different sources using a set of “primers” PCR specific to
Salmonella, for the recognition of 119 bp invA gene sequence. The
results met the maxims of selectivity: inclusiveness, all strains of
Salmonella presented positive signal for the gene, exclusivity since
no strain Salmonella (Shigella, E. coli, E. coli O157: H7) showed no
signal positive robustness because in the 14 strains of Salmonella
expected signal was obtained in a total of four repetitions with
equal working conditions in four non-consecutive days. Also it
was reproducible, results were identical by modifying the reaction
conditions. Comparing PCR with conventional culture, using non-
selective pre-enrichment in peptone water and selective enrichment
in selenite-cystine broth, it was found that the PCR was 100%
sensitive and specific, with 100% of inclusiveness, 100% exclusive
and 100% of both positive and negative predictive value.

Key words: Salmonella spp - Polymerase Chain Reaction (PCR),
gene invA.

INTRODUCCION

Lareaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica
sensible de amplificacion in vitro de segmentos de ADN que
permite detectar genes especificos de grupos taxonémicos y
genes implicados en la virulencia de bacterias patdgenas, y
asi conducir a la identificacion del microorganismo de interés
(1). El éxito de la identificacion depende de la existencia de
una secuencia de ADN especifica y exclusiva del organismo
bajo estudio (2). Entre los microorganismos patdgenos cuya
deteccién requiere difundir el uso de PCR se encuentran
los pertenecientes al género Salmonella, ya que a pesar
de las variadas medidas de salud publica desarrolladas en
el siglo pasado, Salmonella sigue siendo el causante de
una toxiinfeccién alimentaria por zoonosis mas importante
a nivel mundial (3). La salmonelosis es una infeccion de
importancia tanto en salud publica como salud animal
debido al impacto econémico que ocasiona. Se ha calculado
que en Estados Unidos de América, la salmonelosis causa
mas de 18 mil hospitalizaciones y 500 defunciones anuales
(4). A partir de diversas muestras de alimentos se ha
realizado la deteccién e identificacion rapida de Salmonella,
mediante la PCR (5-6), empleando iniciadores que copian
diversas secuencias blanco obteniendo productos para el
reconocimiento de genes especificos de Salmonella entre
los cuales se encuentra el gen invA (7 y 8). Este gen es
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un factor de virulencia, relacionado con el proceso de
invasion al epitelio intestinal (8). En relacion a los métodos
convencionales de recuperacion de Salmonella sp, los
mismos requieren del aislamiento en medios selectivos,
posterior identificacion bioquimica y caracterizacion
seroldgica, lo que se traduce en tiempo prolongado para su
deteccion (de 5 a 7 dias) (9). En contraste, mediante la PCR
el tiempo de deteccién seria de aproximadamente 24 a 48
horas, dependiendo de las modificaciones en el protocolo
de trabajo (10). Cabe resaltar que desde 1999 la Comision
Europea aprobd el proyecto de investigacion, “FOOD-
PCR”, con la intencién de aplicar y estandarizar el uso de
PCR como diagndstico para la deteccion de patdégenos
bacterianos en alimentos (1). No obstante, en Latinoamérica
los avances han sido limitados a ciertos paises de la region.
Aunque a nivel mundial ya se ha empleado el gen invA para
la identificacion de Salmonella, en Venezuela no se conocen
estudios o protocolos reportados sobre estandarizacion
de la PCR empleando el gen invA especifico, por lo que
la adaptacion del protocolo a las condiciones de nuestros
laboratorios permitiria su implementacién tanto la industria
alimentaria como el sector clinico. Dada la importancia
de Salmonella en la salud publica, seria beneficioso un
protocolo de PCR rapido, especifico y confiable. El objetivo
del presente trabajo fue describir un protocolo de PCR para
la deteccion de Salmonella spp, usando iniciadores PCR
género especificos, los cuales generan un producto de 119
pb correspondiente al gen invA.

MATERIALES Y METODOS

Cepas. El material de estudio estuvo constituido por 14
cepas diferentes de Salmonella, algunas provenientes
de aislados clinicos del laboratorio del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad de Carabobo (MFCS-UC), otras del Laboratorio
de Practicas Profesionales de Bacteriologia, Departamento
de Estudios Clinicos, Escuela de Bioandlisis (PPB-EB-
UC), sede Carabobo, de la misma universidad y cepas
de referencia del Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (CVCM), Laboratorio de Biologia de
Plasmidos Bacterianos, Centro de Biologia Celular, Instituto
de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias, Universidad
Central de Venezuela. Las cepas que presentaron un
perfil bioquimico compatible con Salmonella spp. fueron
confirmadas mediante la prueba de aglutinacion en placa
con Antisuero Polivalente Somatico O DifcoTM (Salmonella
O Antiserum Poly A-1 & Vi, 222641).

Cepas controles. Como control positivo se empleé un
aislado de Salmonella Enteritidis perteneciente a la coleccion
del CVCM. Como controles negativos se usaron 2 cepas de
Shigella boydii, Escherichia coli silvestre y Escherichia coli
0157:H7 pertenecientes a la bacterioteca del MFCS-UC.

Método convencional paraladeteccion de Salmonella. La
deteccion de Salmonella fue realizada segun la metodologia
descrita por COVENIN 1291 (11). La misma se desarrolld
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siguiendo tres etapas: Un pre-enriquecimiento, en 225 mL
de agua peptonada al 0,1 % donde se inocul6 con cada una
de las 14 cepas. Posteriormente se incubd a 37 °C por 24
horas. Transcurridas las 24 horas del pre-enriquecimiento,
se inicio la etapa de enriquecimiento selectivo, para la cual
se tomd 1 mL de la muestra pre-enriquecida y se inoculd por
separado en tubos contentivos de 10 mL de Caldo Selenito-
Cistina (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), incubando
los tubos a 37°C por 24 horas. Al culminar el periodo de
incubacién, se procedié al enriquecimiento diferencial. Las
muestras provenientes de los caldos Selenito-Cistina se
sembraron por agotamiento en placas de Petri con Agar
MacConkey, Agar Xilosa- Lisina-Desoxicolato (XLD) y
Agar Salmonella-Shigella (SS) (BBL™ Becton Dickinson
and Company. Sparks, MD USA) respectivamente. De
esta manera, se dispusieron de seis placas por cada
muestra, las cuales fueron incubadas durante 24 horas
a 37°C. Posteriormente, se seleccionaron las colonias
y posteriormente se seleccionaron 2 a 5 colonias para la
caracterizacion fenotipica mediante el empled el sistema
automatizado API Lab Plus (Biomeriux).

Extraccion de ADN Gendémico. Las cepas bacterianas y la
muestra de sangre total fueron sometidos a extraccion de
ADN gendmico. Los indculos experimentales de Salmonella
fueron diluidos en el caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI)
(BBL™ Becton Dickinson and Company. Sparks, MD USA)
hasta obtener recuentos desde 3 x 10 UFC/mL hasta 4 x 109
UFC/mL. Los ensayos se realizaron por triplicado mediante
los siguientes métodos:

a) Extraccion mediante kit comercial. El procedimiento se
realiz6 siguiendo las especificaciones del protocolo sugerido
por la casa comercial (Wizard® Genomic ADN Purification
Kit Promega. Madison, WI, EE.UU) para el aislamiento de
ADN gendmico a partir de bacilos Gram negativo. EI ADN
obtenido, se almacend a 2-8 °C, hasta su analisis por PCR,
de lo contrario fue conservado en un Biofreezer de —20°C
(Cool- labTM Lab-line Instruments, Inc.).

b) Extraccion mediante choque térmico. Para adecuar este
procedimiento a laboratorios con poca logistica instrumental
el choque térmico se efectud en un termobloque a 95°C o en
bafio de agua hirviente, ambos por 20 min. A tal fin 3 asadas
de los cultivos bacterianos se resuspendieron en 100 uL de
agua estéril y luego ambas muestras fueron centrifugadas a
13.000 rpm por 3 minutos. Cada muestra fue almacenada a
4°C hasta su analisis por PCR.

Determinaciéon de la concentracion de ADN. Posterior
a la extraccion de ADN por los métodos antes descritos,
se midié la absorbancia de una dilucion de ADN 1:100
V/V (10 pL de solucion de ADN en 990 uL de agua) a
260nm y a 280nm, y se procedio a calcular el cociente
D.0.260nm /D.0.280nm. La concentracion de ADN (ug/
mL) fue calculado de acuerdo a Sambrook y Russell (12),
empleando la siguiente formulacion: [ADN]=50 (factor)*
x100 (dilucion) x D.0.260nm * (Factor =50 ug de ADN lee
1 unidad de Absorbancia a 260 nm/mL).
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Los ADN
gendmicos obtenidos fueron sometidos a la reaccidén en
cadena de la polimerasa utilizandose iniciadores (“primers”)
PCR especificos para amplificar una secuencia de 119 pb
delgendeinvasion (invA) de Salmonella (acceso GenBank n°
M90846) referido por Arnold et al (14). Los oligonucledétidos
(iniciadores)  empleados  fueron:  Styinva-JHO-2-left
secuencia 5-TCGTCATTCCATTACCTACC-3' y Styinva-
JHO-2-right secuencia 5-AAACGTTGAAAAACTGAGGA-3’
Lareaccionde PCR, se llevo a cabo en microtubos Eppendorf
de 1,5 mL en un volumen final de 50 pL, conteniendo: 25
ML de mezcla Master Mix 2X, 3 uL de Primer invA1 100pM/
uL, 3pL de Primer invA2 100pM/uL, 14 pL de agua libre
de nucleasa y 5 yL del ADN. La reaccién se realizd en
un termociclador (MiniCyclerTM MJResearch) bajo las
siguientes condiciones: un pre-ciclo a 94°C por 3 min, 35
ciclos a 94°C por 1 min c/u, 1 ciclo a 55°C por 1 min, 1 ciclo a
72°C por 1 min y una elongacion final a 72°C por 10 min. Los
amplicones se analizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa 2% tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
con un transiluminador de luz UV y la fotodocumentacion se
realizé empleando una camara fotografica Polaroid.

Controles del sistema PCR. Para evaluar la selectividad de
laPCR se utilizaron diferentes controles cuyos ADN moldes se
especifican a continuacion: Control positivo: ADN genémico
Salmonella Enteritidis (CVMC). Control de mezcla: mezcla
sin muestra de ADN. Controles negativos y de especificidad
de iniciadores: ADN gendmico de Escherichia coli silvestre,
Escherichia coli O157:H7, Shigella boydii, ADN humano;
mezcla de ADN de Salmonella mas ADN de humano;
mezcla con ADN de Salmonella mas ADN de Shigella spp.,
siguiendo recomendaciones internacionales por expertos en
el area, la extraccion del ADN, la preparacion de las mezclas
y los reactivos, el procesamiento de las muestras y la PCR,
fueron realizadas en cabinas situadas en areas separadas
y alejadas de la zona donde se analizaron los productos
amplificados.

Andlisis Estadistico. Para el andlisis estadistico de los
resultados se compararon los resultados de la PCR con
los obtenidos mediante el método de cultivo convencional,
considerandose positivo a todo resultado en el que se
observo sefial de amplificacion positiva para el gen invA'y
negativo a todo resultado en el cual no se observd sefal
positiva. Por otro lado, fueron calculados los indices de
sensibilidad, especificidad, inclusividad y exclusividad
para la PCR y la metodologia convencional para la
deteccién de Salmonella spp. Las mismas fueron calculadas
de la siguiente manera: Sensibilidad(%)=[A/(C+A)]x100,
Especificidad(%)=[B/(C+B)]x100, Inclusividad(%)=[A/A+B]x100,
Exclusividad%)=[D/C+D]x100. Donde B, correspondio al
numero de verdaderos negativos; A, al nimero de verdaderos
positivos; D, al numero de falsos negativos, y C, al nUmero de
falsos positivos (13).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos luego de la extraccion de ADN
gendmico a partir de Salmonella spp, se reportan en la
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tabla 1. En relaciéon a la extraccion realizada mediante kit
comercial (Wizard, Promega), la misma presento un cociente
D.0.260nm /D.0.280nm de 1,79 con una desviacion
estandar (DE) de +0,13 y un coeficiente de variaciéon (CV)
de 7,3 %. De igual manera, los ADN gendmicos obtenidos,
empleando los métodos de extraccion fisicos, presentaron
cocientes D.0.260nm /D.0.280nm de 1,28 (DE £ 0,23 y
CV=17,5%) para la extraccion en bafio en agua hirviente, y
de 1,51 (DE = 0,09y CV=6,1 %) con el calentamiento en
termobloque.

Tabla 1. Cociente D.0.260nm /D.0.280nm y concentracion de
ADN de Salmonella spp. obtenido por los métodos de extraccion

evaluados.

Cociente DE* CV* Concentracion
D.O.,.;.m /DO (%) (ng/mL)
Kit Comercial 1,79 +0,13 7,3 1000
Termobloque 1,51 + 0,09 6,1 745
il 1,28 £ 023 175 535
bafio

*DE: Desviacion Estandar *CV: Coeficiente de Variacion

Respecto a la concentracién de ADN obtenida con el empleo
de los diferentes métodos, y partiendo de una suspension de
bacteriana con igual recuento de microorganismos (4 x 109
UFC/mL), se obtuvo mediante el kit comercial una media de
1000 pg de ADN, con el calentamiento en termobloque se
obtuvieron 745 yg de ADN y mediante ebullicién en bafo de
agua 535 ug de ADN. Los resultados evidencian una mayor
concentracion de ADN extraido por el kit comercial en relacion
a los métodos fisicos. No obstante, todos los fragmentos de
ADN gendmicos extraidos independientemente del método
usado, lograron ser amplificados por la PCR.

Marcadores de Peso
Molecular (en pares
de base)

1500

1000

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de
amplificaciéon del gen invA por PCR. Carril 1: ADN Escherichia coli
0157:H7; Carril 2: ADN Shigella boydii Carril 3: ADN Salmonella
(CVCM); Carril 4: ADN de sangre total humana Carril 5: ADN
Salmonella (aislado 3); Carril 6: Mezcla sin muestra de ADN;
Carril 7: ADN Escherichia coli salvaje; Carril 8: marcador de
peso molecular de ADN100 pb (Promega. Madison, WI, EE.UU.).
Todas las muestras de ADN fueron extraidos por el kit comercial.
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En la figura 1 se observan los productos de amplificacion
(amplicones) provenientes de la reaccion de PCR utilizando
ADN de Salmonella (CVCM vy un aislado clinico), E. coli
(cepas O157H7 y cepa silvestre) y de Shigella. Ademas se
incluyd una reaccion con ADN de sangre total humana y un
sistema sin ADN.

Los amplicones producidos, con una masa molecular de 119
pb, sélo se detectaron en los sistemas suplementados con
ADN de Salmonella (carriles 3 y 5), no detectandose en los
sistemas de E. coli, Shigella, ADN humano y sin ADN.

En la figura 2 se observa el amplicon de 119 pb en las
reacciones de amplificacidon correspondientes a diferentes
cepas de Salmonella (S. choleraesuis, S. Enteritidis CVCM,
S. paratyphy By S. typhimurium; carriles 1, 2, 4 y 5,
respectivamente); de nuevo en las reacciones con ADN de
E. coliy Shigella no se detectd producto de amplificacion.

Marcadores de Peso
Molecular (en pares de
base)

— 1500

— 500

—» 200

— 100

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos
de amplificaciéon del gen invA por PCR. Carril 1: ADN Salmonella
choleraesuis; Carril 2: ADN Salmonella (CVCM); Carril 3: ADN
Escherichia coli O157:H7 (Control negativo); Carril 4: ADN
Salmonella paratyphi B; Carril 5: ADN Salmonella typhimurium;
Carril 6: ADN Shigella boydii (Control de especificidad); Carril 7:
ADN Escherichia coli salvaje; Carril 8: marcador de peso molecular
de ADN100 pb (Promega. Madison, WI, EE.UU.) Todas las muestras
de ADN fueron extraidos por el kit comercial.

En la figura 3 se muestran los amplicones obtenidos al
procesar diferentes cantidades de las cepas bacterianas
(y por ende de ADN), el intervalo de concentraciones fue
de 10 9 UFC/mL (S. typhimurium, carril 1) a 3x10 UFC/mL
(S. Enteritidis, carril 7). En todos los casos se detectd el
amplicon de 119pb, evidenciandose un limite de deteccion
que deberia ser inferior a 3x10 UFC/mL (S. Enteritidis, carril
7). Cualitativamente se observa que a mayor numero de
células procesadas, se obtuvo una mayor intensidad del
amplicon detectado.
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S ——— Amplicon 119 pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de productos de
amplificacion por PCR usando iniciadores correspondientes al gen
invA de Salmonella typhimurium. Carril 1: Salmonella typhimurium
(109 UFC/mL) Carril 2: Salmonella Enteritidis (105 UFC/mL); Carril
3: Salmonella choleraesuis (106 UFC/mL); Carril 4: Sin muestra
de ADN; Carril 5: Salmonella paratyphi B (104 UFC/mL); Carril
6: Salmonella Enteritidis (5 x 102 UFC/mL); Carril 7: Salmonella
Enteritidis (3x10 UFC/mL) Carril 8: Salmonella spp. (102 UFC/mL).
Todas las muestras de ADN fueron extraidos por el kit comercial.

Tabla 2. Amplificacion por PCR del gen invA de diferentes cepas de
Salmonella spp., otras enterobacterias y ADN humano.

MICROORGANISMO SENAL PCR
Salmonella Enteritidis (Aislado 1) POSITIVA
Salmonella Enteritidis (Aislado 2) POSITIVA
Salmonella Enteritidis (Aislado 3) POSITIVA
Salmonella Enteritidis (Aislado 4) POSITIVA
Salmonella choleraesuis (Aislado 1) POSITIVA
Salmonella choleraesuis (Aislado 2) POSITIVA
Salmonella choleraesuis (Aislado 3) POSITIVA
Salmonella paratyphi B POSITIVA
Salmonella typhimurium POSITIVA
Salmonella spp (Aislado 1) POSITIVA
Salmonella spp (Aislado 2) POSITIVA
Salmonella spp (Aislado 3) POSITIVA
Salmonella spp (Aislado 4) POSITIVA
Salmonella spp (Aislado 5) POSITIVA
Shigella boydii (Aislado 1) NEGATIVA
Shigella boydii (Aislado 1) NEGATIVA
Escherichia coli O157:H7 NEGATIVA
Escherichia coli Silvestre NEGATIVA
ADN humano NEGATIVA

Resumiendo, en la tabla 2 se detallan los resultados
obtenidos en la PCR al usar como fuente de ADN
diversas cepas de Salmonella y otros microorganismos
enteropatégenos de diferente procedencia. Todas las cepas
de Salmonella fueron positivas para la amplificacion del
gen invA, mientras que fue negativa las cepas de E. coli,
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Shigellay ADN humano. Al analizar la robustez de la técnica,
como parametro al evaluar un método cualitativo se debe
mencionar que las catorce distintas cepas de Salmonella
sometidas a ensayo presentaron la sefial esperada en
un total de cuatro repeticiones empleando las mismas
condiciones de trabajo (ensayo intralaboratorio) en cuatro
dias diferentes no consecutivos. El anadlisis estadistico
de los datos obtenidos (tabla 3) indicaron los siguientes
resultados: 100% de sensibilidad y especificidad, 100% de
inclusividad, 100% de exclusividad, 100% de valor predictivo
positivo y 100% de valor predictivo negativo. Por lo tanto, al
comparar la PCR con el método de cultivo convencional,
se pudo apreciar que la técnica de PCR empleando el gen
invA para la identificacion de Salmonella desarrollada en
esta investigacion, cumple con los parametros idéneos para
la 6ptima evaluacion de un ensayo de laboratorio.

Tabla 3. Parametros de Sensibilidad, especificidad, inclusividad
y exclusividad obtenidos al comparar el método convencional de
deteccion de Salmonella con la PCR (gen invA Salmonella).

Método PCR
Convencional
(COVENIN
1291-2004)
Verdaderos Positivos (A) 14 14
Verdaderos Negativos (B) 4 4
Falsos Positivos (C) 0 0
Falsos Negativos (D) 0 0
% SENSIBILIDAD 100% 100%
% ESPECIFICIDAD 100% 100%
% INCLUSIVIDAD 100% 100%
% EXCLUSIVIDAD 100% 100%
DISCUSION

Entre los métodos de extraccion de ADN evaluados en
la presente investigacion, el kit comercial permitio la
obtencion de una mayor concentracion de ADN genomico.
Sin embargo, aunque los métodos fisicos de extraccion
arrojaron concentraciones de ADN inferiores a las obtenidas
por el kit comercial, todos los fragmentos de ADN genémico
extraidos lograron ser amplificados porla PCR, generandose
el amplicon esperado. La diferencia en la cantidad de ADN
extraidos con los diferentes protocolos es debido a que con
el kit comercial se efectia una desproteinizacién del ADN,
mientras que en los protocolos con choque térmico no se
efectia. Aunque los cocientes D.0.260nm /D.0.280nm
fueron menores en los métodos fisicos y por lo tanto, la
pureza del ADN extraido (evidenciado por los cocientes
D.0.260nm /D.0.280nm) fue menor, ello no influyd en
la amplificacion correcta del gen invA. En términos de
tiempo de ejecucion, el método de extracciéon con calor por
calentamiento en agua hirviente puede ser considerado
como un método adecuado para ser implementado previo
a la PCR, ya que resulta menos engorroso. En cuanto al
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procedimiento, no involucra digestion con proteinasa K,
extraccion con fenol/cloroformo ni los riesgos inherentes
a la misma, ni de equipo calentador. Ademas de sencillo,
economico y no dependiente de reactivos o kits importados,
permite reducir el tiempo de extraccion, permitiendo el
procesamiento simultdneo de gran numero de muestras
(14), las cuales constituyen bondades que pudiesen influir
en adoptar esta sencilla técnica en los laboratorios de rutina
microbiolégica en el pais. Cabe sefalar que los resultados
indican que aun con bajas concentraciones de ADN, bajo
estas condiciones experimentales, es posible obtener un
proceso de amplificacién apropiado. Por otro lado, la PCR
es una técnica sensible cuyo éxito en su implementacion
depende, entre otros factores, de la eleccion correcta de
la secuencia blanco, la cual debe permitir la identificacion
del microorganismo de interés, independientemente de
la presencia de otras fuentes de ADN procedente de
microorganismos concomitantes o de la muestra misma
(15). La alta especificidad de la PCR empleando el gen
invA para detectar Salmonella confirmd que la secuencia
de 119 pb de dicho gen contiene secuencias Unicas para
el género, por lo que es un blanco conveniente de PCR.
Es importante comentar que métodos basados en la PCR
usando el gen invA han dado como resultado la deteccion
positiva de Salmonella. Esto es s importante para que
instituciones como la FDA promuevan la implementacion de
la técnica de forma rutinaria (16). En relacion a la presente
investigacion, a diferencia de otros trabajos el protocolo, fue
totalmente modificado, observandose resultados positivos
para la deteccion de Salmonella, inclusive cuando se
varié intencionalmente algunos pasos del procedimiento,
en especial los relacionados a volimenes de mezcla (se
ensayo la PCR con volumenes finales de 50, 25 y 20 pL),
obteniéndose el amplicdn esperado con el empleo de hasta
20 uL de mezcla de reaccién y 2 pL de muestra de ADN. Es
importante destacar que la PCR debe cumplir parametros
de confiabilidad respaldados por un adecuado empleo de
controles en el sistema de PCR (7). Para obtener un resultado
confiable a partir de una técnica de diagndstico basada en
PCR se sugiere utilizar un control positivo, un control negativo
y un control “blanco” de reactivos. Ademas, lainclusién de un
control interno de amplificacion (IAC, segun siglas en inglés)
puede evidenciar una falla en cada tubo de reaccion, ya sea
por la presencia de inhibidores o por un problema particular
inherente a la técnica, situacion que ha sido descrita al
analizar muestras de alimentos. En esta investigacion se
incluyeron controles positivos y un blanco. Sin embargo, no
se considero la incorporacion de un IAC porque la misma fue
disefiada en una primera fase de experimentacion para ser
utilizada como tamizaje o confirmacion a partir de cultivos
0 suspensiones bacterianas y no directamente de muestra
de alimentos, donde generalmente se pueden encontrar los
inhibidores de la PCR, en especial, de la taq polimerasa.
La técnica ensayada presentd buen desempefio al utilizar
el ADN correspondiente 3x10 UFC/mL de S. Enteritidis.
No se observaron interferencias al utilizar concentraciones
elevadas de ADN (hasta 109 UFC/mL), ni al combinar
distintas concentraciones de cepas bacterianas, lo cual
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evidencia la alta especificidad de la técnica. Se demostrd
que la técnica de PCR fue reproducible observandose
iguales resultados inclusive cundo se varié la cantidad de
ADN, obteniéndose el amplicon esperado con el empleo
de hasta 20 yL de mezcla de reaccién y 2 yL de muestra.

En conclusion, la PCR para el gen invA de Salmonella
resultd ser altamente especifica y sensible para la deteccion
de miembros de este género en suspensiones bacterianas
con recuentos desde 4 x 109 UFC/mL hasta 3 x 10 UFC/
mL. Los resultados obtenidos bajo las condiciones
experimentales establecidas cumplieron con los requisitos
de selectividad, exclusividad, robustez y reproducibilidad, lo
cual tiende a validar y estandarizar el uso de la PCR en la
determinacién de Salmonella spp. Asimismo, a diferencia del
método convencional de detecciéon de Salmonella, el cual
resulta laborioso y requiere de medios de cultivos para su
reactivacion, aislamiento en medio selectivo y caracterizacion
fenotipica mediante el empled el sistema automatizado API
Lab Plus (Biomeriux), (siendo necesario de 5 a 7 dias para
confirmar los resultados), con la PCR usando el gen invA, el
tiempo de deteccién por PCR fue de 24h, lo cual se traduce
en un balance positivo en la economia de las empresas, asi
como de las instituciones del estado encargados de velar
por la salud publica al lograr un diagndstico rapido y preciso.
Se sugiere continuar desarrollando investigaciones donde
se aplique este protocolo de PCR para detectar Salmonella
a partir de alimentos.
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