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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad de detección de Salmonella
Typhimurium y Enteritidis mediante el método de la Reacción en Cadena de la Polimerasa
(PCR) Múltiple a partir de muestras en pre-enriquecimiento no selectivo (utilizando se-
cuencias blanco de los genes InvA, fliC y prot6E), y hallar su concordancia con el
método de detección microbiológica convencional, que consta de pre-enriquecimiento
no selectivo, enriquecimiento selectivo, aislamiento en agar diferencial y pruebas
bioquímicas. Se analizaron 111 muestras de hígado de cuyes con diagnóstico presuntivo
de salmonelosis, provenientes de Chancay (Lima) y El Mantaro (Junín), Perú. Se llegó a
detectar Salmonella Typhimurium por PCR Múltiple en 54% (60/111) de las muestras y en
41% (45/111) por análisis microbiológico. Se encontró una concordancia substancial con
un valor de Kappa de 0.64. La prueba de McNemar demostró que los resultados de ambas
pruebas son estadísticamente diferentes (p<0.05).

Palabras clave: PCR múltiple; detección rápida; análisis microbiológico; Salmonella,
cobayo

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the detection capacity of the Multiplex
Polymerase Chain Reaction (PCR) method from non-selective pre-enrichment samples
(using target sequences of InvA, fliC and prot6E genes) to diagnose Salmonella
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Typhimurium and Enteritidis and to determine the concordance between the conventional
microbiological detection method which consist of non-selective pre-enrichment, selective
enrichment, differential agar isolation and biochemical tests. A total of 111 liver samples
from guinea pigs with presumptive diagnosis of salmonellosis, collected in Chancay
(Lima) and El Mantaro (Junín), Peru were analyzed. Salmonella Typhimurium was detected
by multiplex PCR in 54% (60/111) of the samples and by microbiological analysis in 41%
(45/111). A substantial concordance was found with a Kappa value of 0.64. The McNemar
test showed that the results of both tests were statistically different (p<0.05).

Key words: multiplex PCR; rapid detection; microbiological isolation; Salmonella; gui-
nea pig

INTRODUCCIÓN

El cuy (Cavia porcellus) es una espe-
cie nativa de los andes sudamericanos que
cuenta con una población aproximada de 13.6
millones (INEI, 2012). Su importancia como
animal de producción y sus ventajas econó-
micas son indiscutibles, ya que es una fuente
alimenticia de alto valor para las poblaciones
del Perú, contribuyendo a la seguridad
alimentaria del país (Chauca, 1997).

Diversos problemas sanitarios afectan
seriamente la crianza del cuy. Entre ellos, los
brotes de salmonelosis pueden afectar entre
el 61 y 95% de las granjas (Ramírez, 1972;
Matsuura et al., 2010), siendo los serovares
Typhimurium y Enteritidis los más aislados
(Fox et al., 1984). La importancia de esta
enfermedad radica en su rápida evolución,
que conlleva a una alta mortalidad y disminu-
ción de la productividad (Chauca, 2007).

El método convencional de detección de
Salmonella spp es el análisis microbiológico
a través de un enriquecimiento no selectivo,
enriquecimiento selectivo, aislamiento en agar
diferencial y confirmación mediante pruebas
bioquímicas y serotipificación (ISO, 2002;
FDA, 2007), procedimientos que pueden to-
mar hasta una semana. Por otro lado, se dis-
pone de un protocolo de PCR-Múltiple para
identificar Salmonella Typhimurium y

Salmonella Enteritidis aislados de cuyes
(Jamshidi et al., 2010; Marcelo, 2015), el cual
amplifica simultáneamente fragmentos de 284
pb del gen InvA que codifica una invasina
específica del género Salmonella (Rahn et
al., 1992), fragmentos de 559 pb del gen fliC
que codifica para la flagelina H1 específica
del serovar Typhimurium (Soumet et al.,
1999) y fragmentos de 185 pb del gen Prot6E
que codifica para una fimbria específica del
serovar Enteritidis (Clavijo et al., 2006). Asi-
mismo, otros estudios (Matias et al., 2010;
Zhang et al., 2011; Mainar-Jaime et al.,
2013) han demostrado que se puede identifi-
car Salmonella mediante PCR después del
pre-enriquecimiento no selectivo de las mues-
tras.

Es de gran importancia contar con un
método de detección de Salmonella
Typhimurium y Enteritidis que sea práctico y
consuma menos tiempo para poder tomar
medidas de control inmediatas, a fin de con-
trarrestar las considerables pérdidas econó-
micas que trae la presentación de esta enfer-
medad en la producción de cuyes. Por ello, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar
la capacidad de detección de Salmonella
Typhimurium y Enteritidis de la PCR Múlti-
ple a partir de muestras sometidas a pre-en-
riquecimiento no selectivo y hallar la concor-
dancia entre esta y el método convencional
de análisis microbiológico de detección de
Salmonella spp.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Lugar y Tiempo

La toma de muestras se llevó a cabo en
la estación experimental «El Mantaro» del
Instituto Veterinario de Investigaciones de
Trópico y Altura (IVITA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria, Universidad Nacional
Mayor de San Marcos (FMV-UNMSM)
(Jauja, Perú), y en un criadero de crianza
comercial en Chancay (Huaral, Perú). El pro-
cesamiento de las muestras se llevó a cabo
en el laboratorio de Genética y Biología
Molecular de la FMV-UNMSM en Lima.
Ambas etapas se ejecutaron entre octubre
de 2015 y abril de 2016.

Toma de Muestras

Se analizaron 111 cuyes (13 del IVITA
y 98 del criadero de Chancay), de 1 día a 20
meses de edad, muertos con signos de de-
presión, pelaje hirsuto, anorexia, caquexia,
diarrea y postración; signos desencadenantes
de muerte súbita y compatibles con diagnós-
tico presuntivo de salmonelosis (Chauca,
1997). Los especímenes completos fueron
colectados y llevados al laboratorio, siguien-
do los lineamientos establecidos por el Servi-
cio Nacional de Sanidad Agraria del Perú
(SENASA, 2014), para realizar la necropsia
dentro de las 24 h post mortem y tomar como
muestras de referencia el parénquima hepá-
tico (Matsuura, 2008; Layme, 2009).

Procesamiento de las Muestras

Las muestras fueron analizadas en si-
multáneo siguiendo dos vías: análisis micro-
biológico y PCR-múltiple a partir del pre-en-
riquecimiento no selectivo (PENS), como se
observa en la Figura 1. Para el análisis mi-
crobiológico se adaptó el protocolo de la nor-
ma ISO-6579:2002 (ISO, 2002) y el manual
para análisis bacteriológico de Salmonella
(FDA, 2007), siguiendo las etapas de pre-
enriquecimiento no selectivo en Agua
Peptonada Tamponada (APT) por 18 h a

37 °C (de donde se obtuvo 1 ml para el aná-
lisis por PCR múltiple), enriquecimiento se-
lectivo en medio Rappaport-Vassiliadis (RV)
por 24 h a 42 °C, aislamiento diferencial en
agar selectivo Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD) por 24 h a 37 °C y caracterización
bioquímica por Agar Hierro Triple Azúcar
(TSI), Agar Lisina Hierro (LIA), Agar Sulfito
Indol Motilidad (SIM), Agar Citrato de
Simmons y Agar Urea por 24 h a 37 °C.

Para el PCR-múltiple se trabajó con 1
ml de APT obtenido a partir de la etapa de
PENS, se extrajo el ADN total con el kit co-
mercial GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific)
y se realizó la PCR múltiple siguiendo el pro-
tocolo de Jamshidi et al. (2010), con los
cebadores indicados en el Cuadro 1. Se utili-
zó 1X Buffer, 2 mM MgCl

2
, 1 mM dNTP’s,

mezcla de 1 µM de cebadores, 1 U Taq
polimerasa, 3 µl de ADN y H

2
O hasta un

volumen final de 20 µl, siguiendo las condi-
ciones estandarizadas por Marcelo (2015) de
35 ciclos de desnaturalización por 45 s a
95 °C, hibridación por 45 s a 58 °C y
elongación por 45 s a 72 °C, con una
desnaturalización inicial de 5 min a 95 °C y
una elongación final de 7 min a 72 °C. Los
productos de la PCR-múltiple fueron separa-
dos mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%, con TBE 0.5X como buffer de corri-
da, a 100 V por 2 h. Se tiñó el gel con bromuro
de etidio y se visualizaron las bandas mediante
transiluminador de luz ultravioleta. Como con-
troles positivos de la PCR se utilizaron cepas
referencia de Salmonella Typhimurium
(ATCC 14028) y Salmonella Enteritidis
(ATCC 13076).

Análisis de Datos

Los resultados fueron analizados a par-
tir de una tabla de contingencia 2x2. Se utili-
zó la prueba de Kappa para determinar el
grado de concordancia (Cuadro 2) entre los
dos métodos y la prueba de McNemar para
determinar si los resultados eran estadís-
ticamente similares a un nivel de significancia
del 5% (González y Falcón, 1999).
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Figura 1. Diagrama de flujo del procesamiento de muestras para la detección de Salmonella
spp mediante análisis microbiológico y análisis molecular

 

RESULTADOS

Se analizaron 111 muestras de
parénquima hepático de cuyes. Mediante el
análisis microbiológico se detectaron 45 ani-
males positivos a Salmonella spp (41%) y
mediante la PCR-múltiple se detectaron 60

positivos a Salmonella Typhimurium (54%)
(Cuadro 3). El producto de la PCR en el gel
electroforesis se observa en la Figura 2.

El índice de Kappa fue de K=0.64, lo
que indica un grado de concordancia subs-
tancial. Por otro lado, mediante la prueba de
McNemar se obtuvo un X2

Mc
= 9.8, lo cual
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Cuadro 1. Cebadores empleados en la PCR-Múltiple para identificar a Salmonella 
Typhimurium y Enteritidis (Jamshidi et al., 2010) 

 

Bacteria Gen Secuencia del cebador 5’– 3’ 
Producto 

(pb) 
Referencia 

Salmonella 
spp 

invA 
GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 

284 
Rahn et al. 

(1992) TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 

Salmonella 
Typhimurium 

fliC 
CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT 

559 
Soumet et 
al. (1999) ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT 

Salmonella 
Enteritidis 

Prot6E 
ATATCGTCGTTGCTGCTTCC 

185 
Clavijo et al. 

(2006) CATTGTTCCACCGTCACTTTG 

 

Cuadro 2. Grados de concordancia para 
Kappa (Landis y Koch, 1977)  
 

Valor de K Grado de concordancia 

<0 Muy pobre 

0 – 0.20 Ligera 

0.21 – 0.40 Regular 

0.41 – 0.60 Moderada 

0.61 – 0.80 Substancial 

0.81 – 1.00 Perfecta 

 

indica que los resultados de ambos métodos
fueron estadísticamente diferentes y no se
pueden reemplazar mutuamente.

DISCUSIÓN

La detección de Salmonella spp puede
realizarse por diversos métodos, especialmen-
te por PCR y el análisis microbiológico (OIE,
2010; García, 2011), siendo este último el
«gold standard» en los laboratorios de refe-
rencia (ISO, 2002; FDA, 2007; OIE, 2010).
Tiene como principal desventaja su baja sen-
sibilidad y el tiempo que demanda para obte-
ner resultados (González et al., 2014). Por

otro lado, la PCR es una herramienta analíti-
ca de mayor sensibilidad que las propias prue-
bas «gold standard», por lo que su uso está
en camino de sustituir los métodos de detec-
ción clásicos (OIE, 2008). De lo expuesto se
deduce que es crucial contar con un método
de detección de Salmonella que sea prácti-
co y consuma menos tiempo para poder to-
mar medidas de control más rápidas.

Los resultados obtenidos muestran que
es posible detectar con éxito Salmonella
Typhimurium mediante PCR-múltiple a par-
tir de muestras de hígado de cuyes en pre-
enriquecimiento, lográndose detectarla en
54% (60/111) de los animales, mientras que
mediante la microbiología convencional solo
se logró detectar Salmonella spp en el 41%
(45/111) de los animales; es decir, el PCR-
múltiple detectó un 25% más de muestras
positivas que la microbiología convencional.
Por otro lado, la concordancia hallada entre
ambos métodos fue substancial (K=0.64); sin
embargo, los resultados de las pruebas fue-
ron estadísticamente diferentes entre sí, lo que
significa que no pueden utilizarse indistinta-
mente para detectar Salmonella spp debido
a que una tiene mayor sensibilidad que la otra.

Uno de los motivos del mayor porcen-
taje de detección de Salmonella spp median-
te la PCR-múltiple fue que se realizó des-
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 2% de los productos de la PCR-Múltiple para
Salmonella Typhimurium y Enteritidis. Carril 1: Marcador molecular 100 pb. Carril 2:
Control positivo (Salmonella Typhimurium, ATCC 14028). Carril 3: Control positivo
(Salmonella Enteritidis, ATCC 13076). Carril 4: Control negativo (agua ultrapura).
Carril 5 a 7: Muestras positivas a Salmonella Typhimurium

 

Cuadro 3. Resultados de detección de Salmonella mediante análisis microbiológico y PCR-
múltiple distribuidos en una tabla de contingencia de 2x2 

 

 
Análisis microbiológico 

Positivo Negativo Total 

Análisis  
molecular 

Positivo 44 16 60 

Negativo 1 50 51 

Total 45 66 111 

 

pués del pre-enriquecimiento no selectivo, el
cual es necesario para reactivar la
Salmonella que contenga la muestra; factor
que fue de gran importancia en otros estu-
dios (Eriksson y Aspan, 2007; Kumar et al.,
2007; Matias et al., 2010; Zhang et al., 2011;
Mainar-Jaime et al., 2013); mas no crucial,

ya que otros autores se refieren a la etapa de
enriquecimiento selectivo mediante MSRV
(Medio Rappaport-Vassiliadis Semi-Solido),
principalmente porque diluye las sustancias
inhibidoras de la PCR y reduce la carga
bacteriana competitiva en la muestra, aun-
que significa un día más para obtener el re-
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sultado (Ferraz-Castagna et al., 2005; Myint
et al., 2006; Eriksson y Aspan., 2007; Soria
et al., 2012). Por otro lado, las evidencias
para la detección mediante PCR directa de
muestras sin pre-enriquecimiento son contra-
dictorias y no muy alentadoras, principalmente
debido a las bajas cargas y a la presencia de
inhibidores (Ocepek et al., 2006; Matias et
al., 2010; Marathe et al., 2012).

En el desempeño y concordancia de la
PCR en muestras de pre-enriquecimiento
respecto al análisis microbiológico conven-
cional se obtienen sensibilidades que varían
desde 85 al 98% y una concordancia subs-
tancial con índice de kappa de aproximada-
mente 0.76 (Feder et al., 2001; Ferraz-
Castagna et al., 2005; Myint et al., 2006;
Kumar et al., 2007), lo que coincide con el
rango hallado en este estudio. Por otro lado,
el límite de diagnóstico en muestras
artificialmente contaminadas es muy va-
riable, siendo como mínimo 2 UFC/ml y de
103 UFC/ml como máximo, según al proto-
colo de PCR (Ocepek et al., 2006; Zhang et
al., 2011; Kanki et al., 2012; González et al.,
2014), llegando en algunos casos a poderse
detectar Salmonella spp únicamente median-
te PCR (Ahmadi et al., 2010).

Una ventaja importante del protocolo de
PCR utilizado en este estudio es que amplifi-
ca la secuencia blanco del gen InvA, el cual
ha sido ampliamente utilizado en este tipo de
estudios (Ferraz-Castagna et al., 2005;
Eriksson y Aspan, 2007; Kumar et al., 2007;
Ahmadi et al., 2010; Zhang et al., 2011; Soria
et al., 2012) y que está validado como
estándar para la detección molecular de
Salmonella spp (Malorny et al., 2003). Cabe
destacar este aspecto, ya que se tuvo una
muestra positiva al diagnóstico microbiológi-
co, pero no al molecular, lo cual pudo deber-
se a errores en el pipeteo o por efecto de
algún inhibidor de la PCR. Para evitar estos
falsos negativos y tener un mejor control de
calidad del protocolo de PCR, se recomienda
el uso de controles de amplificación interno
(Ferraz-Castagna et al., 2005; OIE, 2008;
Zhang et al., 2011).

Las razones de una menor detección de
Salmionella spp por el análisis microbiológi-
co convencional se deberían principalmente
a la viabilidad de las bacterias, y a la recolec-
ción, el transporte y la cantidad de muestra
(García, 2011), ya que este método necesita
bacterias viables, al contrario de la PCR que
solo requiere la presencia de ADN (Pérez et
al., 2008).

CONCLUSIÓN

 El presente protocolo de PCR-múltiple
permite detectar a Salmonella Typhi-
murium en dos días, a partir de muestras
en pre-enriquecimiento no selectivo, to-
madas de cuyes muertos con diagnósti-
co presuntivo de salmonelosis.

 La concordancia del PCR-múltiple res-
pecto al análisis microbiológico conven-
cional es substancial (K=0.64), pero los
resultados de ambos métodos fueron
estadísticamente diferentes y no se pue-
den reemplazar mutuamente.
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