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RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar 20 cepas de Salmonella enterica a nivel
molecular y de resistencia antimicrobiana. De estas, 15 fueron obtenidas de cuyes infec-
tados y cinco de cuyes clínicamente sanos, procedentes de dos centros de producción
intensiva ubicados en Lima, Perú. Mediante una técnica de PCR múltiple se detectaron
los genes invA, prot6E y fliC, correspondientes al género Salmonella y serovares
Enteritidis y Typhimurium, respectivamente. Se detectó la variabilidad genética mediante
la técnica BOX-PCR utilizando el primer BOXA1R. La resistencia fue evaluada utilizando
la técnica de Kirby Bauer en base a eritromicina, nitrofurantoína, estreptomicina, penici-
lina, enrofloxacina, fosfomicina, amoxicilina con ácido clavulánico, sulfatrimetoprim y
ciprofloxacina. Se evidenció la serovariedad Typhimurium en el 100% de los aislados. La
evaluación de los perfiles electroforéticos obtenidos por la técnica de BOX-PCR demos-
tró alta homogeneidad, con patrones de bandas de ADN similares. Se detectaron cepas
resistentes a eritromicina 60% (12/20), nitrofurantoína 40% (8/20), estreptomicina 30% (6/
20), penicilina 25% (5/20), y enrofloxacina 10% (2/20). La detección de cepas resistentes
puede ocasionar problemas en el tratamiento de salmonelosis en cuyes y la presencia de
un solo grupo genético sugiere una dispersión clonal.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterize 20 strains of Salmonella enterica at molecular
level and antimicrobial resistance. Of these, 15 strains were obtained from infected gui-
nea pigs and five from clinically healthy guinea pigs from two intensive production
centers located in Lima, Peru. The invA, prot6E and fliC genes corresponding to the
genus Salmonella and serovars Enteritidis and Typhimurium, respectively, were detected
by a multiple PCR technique. Genetic variability was detected using the BOX-PCR
technique using the first BOXA1R. Resistance was evaluated using the Kirby Bauer
technique based on erythromycin, nitrofurantoin, streptomycin, penicillin, enrofloxacin,
fosfomycin, amoxicillin with clavulanic acid, sulfatrimetoprim and ciprofloxacin. Serotype
Typhimurium was determined in 100% of the isolates. The evaluation of the electrophoretic
profiles obtained by the BOX-PCR technique demonstrated high homogeneity, with simi-
lar DNA bands patterns. Strains resistant to erythromycin 60% (12/20), nitrofurantoin
40% (8/20), streptomycin 30% (6/20), penicillin 25% (5/20), and enrofloxacin 10% (2/20)
were detected. The detection of resistant strains may cause problems in the treatment of
salmonellosis in guinea pigs and the presence of only a genetic group suggests a clonal
dispersion.
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INTRODUCCIÓN

La salmonelosis es la enfermedad más
grave que afecta a los cuyes, causando alta
mortalidad y morbilidad, y puede ir acompa-
ñada de casos de abortos (Chauca, 1997).
Existen actualmente más de 2610
serovariedades de Salmonella reconocidas
en el mundo, y casi todas son capaces de
causar enfermedad en humanos y animales
(Guibourdenche et al., 2010). Los principa-
les serovares aislados de cuyes son
Typhimurium y Enteritidis (Richardson, 2000),
estando el primero presente en más del 95%
de los casos (Chauca, 1997). Asimismo, am-
bos serovares son los más frecuentes en ca-
sos de salmonelosis en el humano (Fardsanei
et al., 2016).

La discriminación genética entre aisla-
dos de Salmonella es de gran utilidad como
herramienta epidemiológica, proveyendo in-
formación para mejoras en programas de pre-
vención y control (Sabat et al., 2013). Los
métodos de tipificación basados en rep-PCR
utilizan cebadores (primers) que hibridan se-

cuencias intergénicas no codificantes disper-
sas en todo el genoma. Estas secuencias han
sido utilizadas para la caracterización de
Salmonella en la distinción de especies, ce-
pas, serovares, etc. (Lupiski et al., 1992;
Versalovic et al., 1994; Rampadarath et al.,
2015). Una de las aplicaciones actuales para
estas técnicas es la identificación de
polimorfismos genéticos para determinar va-
riabilidad y delinear relaciones epidemioló-
gicas en la vigilancia y monitoreo de brotes
(Lim et al., 2005; Tunung et al., 2007; Learn-
Han et al., 2008; Prasertsee et al., 2016).

El incremento de aislados de Salmonella
resistentes a antimicrobianos es un serio pro-
blema de salud pública en todo el mundo. La
detección de cepas resistentes a antimi-
crobianos usados de manera rutinaria plan-
tea limitaciones graves en las posibilidades
de tratamiento eficaz (Su et al., 2004). Las
cepas de Salmonella resistentes no solo im-
plican un riesgo para la salud animal, pues se
ha demostrado la capacidad que tiene la bac-
teria de transmitirse a humanos por la cade-
na alimenticia, convirtiéndolo en un verdade-
ro problema de salud pública (Threfall, 2002).



321Rev Inv Vet Perú 2018; 29(1): 319-327

Resistencia antimicrobiana y genotipificación de Salmonella Typhimurium

El objetivo del estudio fue la caracteri-
zación molecular de 20 aislados de
Salmonella enterica provenientes de cuyes,
mediante una técnica de PCR Múltiple para
la serotipificación molecular y la examinación
de huellas genéticas y variabilidad usando
una PCR de secuencias repetitivas BOX. Asi-
mismo, determinar los perfiles de resistencia
a antimicrobianos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material Experimental

Se analizaron 20 aislados de Salmonella
enterica obtenidos de cuyes. Quince aisla-
dos fueron recuperados de muestras de hí-
gado de cuyes diagnosticados con salmo-
nelosis y los cinco restantes fueron recupe-
rados a partir de muestras de hisopado rec-
tal de cuyes clínicamente sanos de dos cen-
tros de producción intensiva ubicados en los
distritos de Huaral y Manchay en Lima, Perú,
respectivamente. Ambas granjas, presentan
brotes focalizados de salmonelosis de mane-
ra continua, con un incremento en las esta-
ciones de mayor temperatura. Todos los ais-
lados fueron identificados según norma ISO
6579:2002.

El procesamiento de las muestras se
realizó en el Laboratorio de Biología y
Genética Molecular de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, Lima, Perú, durante
los meses de setiembre y octubre de 2016.

Extracción de ADN Bacteriano

Se realizó la extracción de ADN con el
kit «GeneJET Genomic DNA Purification
Kit» de ThermoFisher Scientific™ para bac-
terias Gram negativas, siguiendo los pasos de
lisis nucleica, degradación de RNA, precipi-
tación proteica, lavado con alcoholes y
rehidratación del ADN (Thermo Fisher
Scientific, 2014).

Serovariedad Typhimurium

Se realizó una PCR múltiple para la de-
tección del gen invA, que permite determi-
nar que el DNA extraído corresponde a un
microorganismo perteneciente al género
Salmonella, y los genes fliC y prot6E que
permiten determinar la serovariedad
Typhimurium y Enteritidis, respectivamente.

Las secuencias de oligonucleótidos es-
tán descritas en el Cuadro 1 (Jamshidi et al.,
2010). Se trabajó con un volumen de reac-

Cuadro 1. Secuencia y tamaño (pb) de cebadores (Forward-Reverse [F-R]) utilizados en la 
PCR múltiple  

 

Gen Cebador Secuencia cebador 5’ – 3’ 
Producto 

(pb) 

invA 
S139-F GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 

284 
S141-R TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 

fliC 
Fli15-F CGGTGTTGCCCAGGTTGGTAAT 

559 
Tym-R ACTCTTGCTGGCGGTGCGACTT 

prot6E 
Prot6e-5-F ATATCGTCGTTGCTGCTTCC 

185 
Prot6e-6-R CATTGTTCCACCGTCACTTTG 
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ción de 15 µl que contenía 2 µl de ADN, 7.5
µl QIAGEN Master Mix Multiplex, los
cebadores para detección de genes invA y
prot6E en concentración de 1 µM y el
cebador para detección del gen fliC en con-
centración de 0.5 µM. Adicionalmente a los
aislados, se utilizaron Salmonella Typhimu-
rium ATCC 14028 y Salmonella Enteritidis
ATCC 13076 como controles.

Las condiciones de los ciclos fueron 5 min
a 95 ºC para una desnaturalización inicial, 35
ciclos de 45 s a 95 ºC para desnaturalización,
45 s a 58 ºC para hibridación, 45 s a 72 ºC
para elongación y 7 min a 72 ºC para una
elongación final. Para la PCR se utilizó un
termociclador Bio-Rad MyCycler. Los pro-
ductos de PCR fueron analizados por
electroforesis utilizando un gel de agarosa al
1.5%, un marcador de peso molecular de
100 bp y TBE como buffer de corrida, a 100V
y 100 mA por 2 h. El gel fue teñido con
bromuro de etidio (1 µg/ml) y las bandas fue-
ron observadas en un transiluminador UV
Cleaver Scientific MUV-245/365 para su fo-
tografiado.

BOX-PCR

Para detectar la diversidad genética
entre las cepas se utilizó la técnica de BOX-
PCR, empleando el cebador BOXA1R des-
crito por Versalovic et al. (1991): 5'-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3'. Se
trabajó con un volumen de reacción de 15 µl
que contenía 2 µl de ADN, 7.5 µl QIAGEN
Master Mix Multiplex y el cebador BOXA1R
en concentración de 2 µM. Se utilizaron, ade-
más, como controles a Salmonella
Typhimurium ATCC 14028, Salmonella
Enteritidis ATCC 13076, Escherichia coli y
Pasteurella multocida, siendo los dos últimos
obtenidos del cepario de este laboratorio.

Las condiciones de los ciclos fueron 5 min
a 95 ºC para una desnaturalización inicial, 30
ciclos de 3 s a 94 ºC para una primera
desnaturalización, 30 s a 92 ºC para una se-
gunda desnaturalización, 1 min a 50 ºC para

hibridación, 8 min a 65 ºC para elongación y
8 min a 65 ºC para una elongación final. Para
la PCR se utilizó un termociclador Bio-Rad
MyCycler.

Los productos de PCR fueron analiza-
dos por electroforesis utilizando un gel de-
agarosa al 1.5%, un marcador de peso
molecular de 100 bp y 1000pb y TBE como
buffer de corrida a 100V y 100 mA por 3 h.
El gel fue teñido con bromuro de etidio
(1 µg/ml) y las bandas se visualizaron en el
transiluminador UV Cleaver Scientific MUV-
245/365 para su fotografiado.

Análisis de Datos

En la PCR múltiple se realizó la identifi-
cación de las bandas correspondientes a
Salmonella spp que fueron de 284 pb y a los
serovares Typhimurium y Enteritidis de 559
y 185 pb, respectivamente. Para evaluar la
diversidad de los aislados, se realizó el análi-
sis de agrupamiento (clusters) para generar
un dendrograma usando el programa
bioinformático NTSYSpc 2.10, empleando el
método UPGMA, basado en el coeficiente
de similaridad de DICE. La matriz de distan-
cias se construyó a partir de datos binarios
(presencia/ausencia de bandas) obtenidos del
análisis de BOX-PCR. Las distancias
genéticas relativas encontradas fueron utili-
zadas para elaborar el dendrograma e ilus-
trar las relaciones genéticas calculadas a par-
tir de los datos.

Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana

Se utilizó la técnica de Kirby Bauer se-
gún los métodos recomendados para la prue-
ba de sensibilidad e interpretación de halos
de inhibición del CLSI (2009). Se utilizaron
nueve antimicrobianos: eritromicina (15 µg),
nitrofurantoína (300 µg), estreptomicina
(10 µg), enrofloxacina (5 µg), penicilina
(10 U), amoxicilina con ácido clavulánico
(30 µg), sulfatrimetoprim (25 µg), ciproflo-
xacina (5 µg) y fosfomicina (200 µg). Los
puntos de corte se basaron en los especifica-
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dos por CLSI (2009). Las cepas que presen-
taron resistencia a tres o más fármacos no
relacionados se consideraron como resisten-
tes a múltiples drogas (MDR).

RESULTADOS

Todos los aislados amplificaron las se-
cuencias invA de 284 pb y fliC de 559 pb,
correspondientes al género Salmonella y
serovariedad Typhimurium, respectivamente.
No hubo amplificación de la secuencia
prot6E de 185 pb correspondiente a la
serovariedad Enteritidis (Figura 1). Todos los
aislados (20/20) fueron identificados como
Salmonella Typhimurium.

Los aislados de Salmonella
Typhimurium fueron analizados mediante rep-
PCR. Los patrones de las huellas genéticas
generadas con el uso de primer BOX1AR
mostraron alta homogeneidad entre los aisla-
dos. Cada aislado presentó un total de 10
bandas con un tamaño en rangos de 300 pb a
2500 pb. El diseño de un dendrograma per-
mitió detectar la presencia de un solo grupo
genético, con 100% de similitud (Figura 2).

La evaluación de resistencia a antimicro-
bianos fue realizada mediante la técnica de
Kirby Bauer. Se detectaron aislados resis-
tentes principalmente a eritromicina 60% (12/
20), seguido por nitrofurantoína 40% (8/20),
estreptomicina 30% (6/20), penicilina 25% (5/
20), y enrofloxacina 10% (2/20). No se de-
tectó resistencia para amoxicilina con ácido
clavulánico, sulfatrimetoprim, ciprofloxacina
y fosfomicina (Cuadro 2).

El 25% (5/20) presentó resistencia a tres
o más antimicrobianos, considerándose como
cepas MDR (multidrogo-resistente). Entre
ellos, eritromicina-penicilina-nitrofurantoína
(2), eritromicina-nitrofurantoína-estrepto-
micina (1), eritromicina-enrofloxacina-
nitrofurantoína-estreptomicina (1) y
eritromicina-penicilina-nitrofurantoína-
eritromicina (1).

DISCUSIÓN

Todos los aislados fueron identificados
como Salmonella Typhimurium mediante el
uso de una PCR múltiple. Si bien existen es-
tudios que han identificado la presencia de
varias serovariedades de Salmonella en

Figura 1. PCR múltiple utilizando tres cebadores. Los productos amplificados de 559 pb del gen
fliC específico para la serovariedad Typhimurium, de 284 pb del gen invA específico
para género Salmonella spp y de 185 pb del gen prot6E específico para la serovariedad
Enteritidis. 100 = marcador de peso molecular de 100 pb; SE = Salmonella Enteritidis;
ST = Salmonella Typhimurium; 1-12 = aislados analizados
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cuyes, tales como Typhimurium, Enteritidis y
Abortusequi entre otras, Salmonella
Typhimurium es la serovariedad aislada con
mayor frecuencia y está asociada a casos
clínicos con altas tasas de mortalidad e inclu-
sive con la ocurrencia de casos crónicos
(Pivnick et al., 1966; Chauca, 1997;
Richardson, 2000; Singh et al., 2005; Casart
y Falconí, 2016).

Los aislados de Salmonella Typhimu-
rium fueron genotipificados mediante el uso
de una reacción en cadena de la polimerasa
de elementos repetitivos (rep-PCR) conoci-
da como BOX PCR. Esta técnica hibrida
secuencias intergénicas no codificantes dis-
persas en el genoma, produciendo múltiples
amplicones de distinto peso molecular, los
cuales son caracterizados mediante una
electroforesis y los patrones de bandas son
comparados para determinar la relación
genética entre los aislados (Lupiski et al.,
1992; Versalovic et al., 1994; Rampadarath
et al., 2015).

El uso de una BOX-PCR y el diseño de
un dendrograma con base a la presencia o
ausencia de bandas demostró una alta homo-
geneidad de todos los aislados de Salmonella
Typhimurium del estudio. Existen estudios que
han reportado el poder discriminatorio de los
métodos de tipificación basados en secuen-
cias repetitivas, que permiten identificar la
serovariedad e inclusive subclasificar dentro
de un mismo serovar (Botteldoorn et al.,
2004; Prasertsee et al., 2016). Por ello, la
detección de un solo grupo genético con una
similitud total entre los aislados podría suge-
rir una dispersión clonal entre los centros de
producción.

El mayor porcentaje de resistencia ob-
tenido en la prueba de sensibilidad
antimicrobiana fue para eritromicina. Los
macrólidos no son el tratamiento de elección
para la salmonelosis en cuyes porque puede
resultar en toxicidad por alteración de la flo-
ra Gram positiva del intestino, permitiendo la
proliferación de las bacterias Gram negati-

Figura 2. Dendrograma que muestra los resultados de BOX-PCR de 20 aislados de Salmonella
Typhimurium, así como de aislados de Pasteurella multocida, Escherichia coli,
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 y Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Se
observa una similitud del 100% utilizando el coeficiente de DICE entre los aislados
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vas potencialmente patógenas, ocasionando
enterocolitis y muerte (Matsuura et al., 2010).
Sin embargo, la presencia de aislados de
Salmonella resistentes podría deberse a
mecanismos propios de la bacteria, y no de-
bido a su uso en la producción de cuyes. Exis-
ten estudios que han demostrado la impor-
tancia de mecanismos propios de Salmonella
como bombas de eflujo en la resistencia a
eritromicina (Braoudaki y Hilton, 2005).

En este estudio el 25% (5/20) de aisla-
dos fueron resistentes a penicilina y ninguno
a amoxicilina con ácido clavulánico. Si bien
Matsuura et al. (2010) señalan que está con-
traindicado el uso de betalactámicos en cuyes
por su toxicidad, de manera similar a los
macrólidos, se consideró importante evaluar
la resistencia a betalactámicos por la posible
presencia de betalactamasas, enzimas que
degradan betalactámicos y se encuentran
involucradas en resistencia y fracasos
terapeúticos (Shaikh et al., 2015). La pre-
sencia de aislados resistentes a penicilina y
la ausencia de ellos a amoxicilina con ácido
clavulánico podría deberse a que este último
es un inhibidor de betalactamasas, permitien-

do la acción antimicrobiana de la amoxicilina
(Navarro et al., 2011).

El 40 y 30% de aislados fueron resis-
tentes a nitrofurantoína y estreptomicina, res-
pectivamente. Estas frecuencias fueron ma-
yores a los hallados por Matsuura et al.
(2010), quienes no encontraron aislados re-
sistentes a estreptomicina y solo el 15%
(6/40) de resistencia a otro nitrofurano, la
furazolidona. Según Chauca (1997), los
nitrofuranos y la estreptomicina son drogas
de elección para el tratamiento de
salmonelosis en cuyes. La aparición de ce-
pas resistentes podría explicarse por el uso
rutinario y no controlado para el control de la
enfermedad en la producción de cuyes. Por
otro lado, los resultados obtenidos para
fosfomicina y sulfatrimetoprim son similares
a los obtenidos por Matsuura et al. (2010).

Finalmente, no hubo aislados resisten-
tes a ciprofloxacina, una quinolona de segun-
da generación, pero se detectó 10% (2/20)
de resistencia y 45% (9/20) de sensibilidad
intermedia para enrofloxacina, una quinolona
de tercera generación. En el Perú, es común

Cuadro 2. Frecuencia y porcentajes obtenidos en la prueba de sensibilidad antimicrobiana de 
20 aislados de Salmonella enterica obtenidos de cuyes  

 

Antimicrobianos 
Resistente Intermedio Sensible 

n % n % n % 

Eritromicina 12 60 8 40 0 0 

Enrofloxacina 2 10 9 45 9 45 

Amoxicilina con ácido clavulánico 0 0 0 0 20 100 

Penicilina 5 25 0 0 15 75 

Sulfatrimetoprim 0 0 0 0 20 100 

Ciprofloxacina 0 0 0 0 20 100 

Nitrofurantoína 8 40 1 5 11 55 

Fosfomicina 0 0 0 0 20 100 

Estreptomicina 6 30 5 25 9 45 
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utilizar enrofloxacina como tratamiento de
salmonelosis en cuyes (Matsuura et al.,
2010), por lo que su uso rutinario podría con-
ducir a la aparición de aislados resistentes.

CONCLUSIONES

 Todos los aislados de Salmonella (20/
20) fueron identificados como
Salmonella Typhimurium mediante una
técnica de PCR múltiple, debido a la
amplificación de los genes invA y fliC,
de 284 y 559 pb, respectivamente.

 La técnica BOX PCR identificó un pa-
trón genético similar y de alta homoge-
neidad en todos los aislados de
Salmonella Typhimurium.

 Se detectaron cepas de Salmonella
Typhimurium MDR aisladas de cuyes
con fenotipos resistentes a eritromicina,
penicilina, nitrofurantoína, estreptomicina
o enrofloxacina.
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