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RESUMEN 

 

 
 

Actualmente, la estandarización y validación de técnicas moleculares cuantitativas como 

la qPCR son importantes para los sectores de aseguramiento de calidad e investigación. 

Especialmente, es imprescindible la estandarización de protocolos de qPCR para la 

detección de Salmonella spp., por el impacto que causa en la salud de la población. El 

presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar el método de qPCR basado en PMAxxTM 

para la detección y cuantificación de células viables de S. Infantis en muestras de 

contenido cecal de origen avícola. Primero, se realizó la tinción con el tinte de viabilidad 

bacteriana PMAxx (Trademark) de las muestras de cultivo puro de Salmonella, para 

inhibir la señal de células no viables. Luego de la extracción de ADN con dos kits 

distintos, se realizó un banco de diluciones seriadas, las cuales fueron usadas para la 

construcción de curvas estándar mediante el Termociclador Illumina Eco (Trademark) 

Real-Time PCR System. En el análisis de los resultados, la concentración y volumen de 

tinte usado, inhibió significativamente la señal de las células muertas. Las curvas 

estándar obtenidas con los dos kits de extracción de ADN presentaron una alta linealidad 

mayor a 0,99 y con un límite de cuantificación de Ct 31,4. No obstante, la mejor 

eficiencia se la obtuvo con el QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit, que fue de 84,99 

porciento. Por lo tanto, se utilizó la optimización del método obtenida con este kit por 

tener valores de rendimiento aceptables para la posterior cuantificación de S. Infantis en 

muestras de contenido cecal de origen avícola. 

 

 
 

Palabras clave: Biología Molecular, técnicas moleculares cuantitativas, ETAS, 

viabilidad bacteriana, Salmonella spp., contenido cecal, microbiología alimentaria, 

serovar. 
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ABSTRACT 

 
 

Currently, the standardization and validation of quantitative molecular techniques such 

as qPCR are important for the quality assurance and research sectors. Especially, the 

standardization of qPCR protocols for the detection of Salmonella spp. is essential, due 

to the impact it has on the health of the population. The present work aimed to 

standardize the PMAxxTM-based qPCR method for the detection and quantification of 

viable cells of S. infantis in poultry cecal content samples. First, staining with PMAxx 

bacterial viability stain (Trademark) of pure Salmonella culture samples was performed 

to inhibit the signal of non-viable cells. After DNA extraction with two different kits, a 

bank of serial dilutions was made, which were used for the construction of standard 

curves using the Illumina Eco Thermal Cycler (Trademark) Real-Time PCR System. In 

the analysis of the results, the concentration and volume of dye used significantly 

inhibited the signal of dead cells. The standard curves obtained with the two DNA 

extraction kits showed a high linearity greater than 0.99 and a limit of quantification of 

Ct 31.4. However, the best efficiency was obtained with the QIAamp Fast DNA Stool 

Mini Kit, which was 84.99 percent. Therefore, the optimization of the method obtained 

with this kit was used because it had acceptable yield values for the subsequent 

quantification of S. infantis in samples of poultry cecal contents. 

 

 

Keywords: Molecular biology, quantitative molecular techniques, STD, bacterial 

viability, Salmonella spp, cecal contents, food microbiology, serovar.  
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CAPÍTULO I 

MARCO TEÓRICO 

 

1.1. Antecedentes investigativos 

 
 

1.1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos 

 

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) constituye una problemática 

mundial para los sistemas de salud pública. Alrededor del mundo, 1 de cada 10 personas 

contrae enfermedades por consumir alimentos contaminados y 420.000 mueren por su 

causa al año (Antunes et al., 2016). Las ETAS son causadas por agentes microbianos 

como bacterias, parásitos y virus; o sustancias químicas y toxinas que contaminan a los 

alimentos. Estos agentes patógenos pueden presentarse en la cadena productiva, transporte 

y preparación de los alimentos (Bari & Yeasmin, 2018). Según Adley y Ryan (2016), la 

mayor parte de hospitalizaciones y muertes ocasionados por ETAS se deben a las 

bacterias, de las cuales Escherichia coli., Listeria monocytogenes., Salmonella spp., 

Streptococcus spp., son los más representativos. 

 

 
1.1.2. Salmonella spp. 

 
El género Salmonella spp. es considerado un agente etiológico bacteriano de relevancia 

por ser la causa de infecciones gastrointestinales importantes (Vinueza et al., 2016). Estas 

bacterias son bacilos gramnegativos anaerobios facultativos, móviles y no formadores de 

esporas, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae del orden Enterobacterales. 

Salmonella spp. mide de 0,7 a 1,5 µm de ancho por 2 a 5 µm de largo y el tamaño de su 

genoma varía entre serovares, con rangos de 4.460 a 4.857 kb. (Andino & Hanning, 

2015). Este patógeno es resistente, puede sobrevivir en diversos entornos y se encuentra 

en una amplia variedad de reservorios animales (Voss et al., 2015). 
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Salmonella spp. está formado por un grupo complejo de bacterias constituido por dos 

especies, S. bongori y S. enterica (Barreto et al., 2016; Cosby et al., 2015). Esta última, 

consta de seis subespecies que incluyen más de 2.600 serovares descritos hasta la fecha 

(Voss et al., 2015) Los serovares de S. enterica pueden provocar infecciones en seres 

humanos que van desde gastroenteritis asociada con Salmonella no tifoidea (NTS por sus 

siglas en inglés) hasta fiebre tifoidea (Smith et al., 2016). La fiebre tifoidea es provocada 

por los serovares Typhi y Paratyphi A, B o C, que son patógenos especializados altamente 

adaptados a los seres humanos. 

 

 
La salmonelosis causada por serovares de NTS es una enfermedad principalmente 

gastrointestinal que no está restringida solo para humanos, pues también tiene reservorios 

en animales. La misma, no necesita de un tratamiento médico para recuperarse, aunque 

puede complicarse en el caso de ser provocada por cepas invasivas. Los principales 

serovares de NTS relacionadas con infecciones en humanos son S. Typhimurium y S. 

Enteritis. Sin embargo, S. enterica subsp. enterica serovar Infantis (S. Infantis) se ha 

posicionado entre los cinco serovares más relevantes a nivel mundial desde el 2006 

(Antunes et al., 2016; EFSA, 2021; Vinueza et al., 2019; Voss et al., 2015). 

 

 
Se estima que las NTS causan más de 93,8 millones de infecciones y 155.000 muertes por 

año a nivel global (Schultz et al., 2021; WHO, 2015). En Europa, la salmonelosis ha sido 

considerada la segunda zoonosis más común luego de la campylobacteriosis. Esta última 

se considera la enfermedad más notificada, puesto que representó más del 60% de todos 

los casos (120.946) de ETAS reportadas en 2020 (EFSA & ECDC, 2021; Yoshida et al., 

2016). Por otro lado, América Latina, África y Asia, reportan alrededor de 200 a 500 casos 

relacionados con Salmonella spp. por cada 100.000 habitantes por año (Quesada et al., 

2016). Según el Ministerio de Salud Pública en el reporte de la semana epidemiológica 

treinta y siete, en Ecuador se reportaron 587 de casos de salmonelosis durante el 2021, la 

cual presenta una disminución significativa con respecto a la incidencia observada en años 

anteriores (MSP, 2021). 
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1.1.3. Salmonella enterica subsp. enterica serovar Infantis y la actividad 

avícola 

La industria avícola se ha expandido y globalizado en los últimos 50 años. El aumento 

significativo y la alta demanda de este sector se debe a factores críticos como la 

asequibilidad de los productos, el ciclo de producción corto y la necesidad de superficies 

pequeñas para su desarrollo (Nkukwana, 2018; Wahyono & Utami, 2018). A nivel 

mundial, la carne de aves de corral alcanzó una producción de 133.3 millones de toneladas 

en 2020 (FAO, 2021). En la Unión Europea, se produjo 13,6 millones de toneladas de 

carne de pollo, donde Polonia, España y Francia fueron los principales productores 

(eurostat, 2021). De acuerdo con Efremova (2018), Estados Unidos de América está 

entre los mejores productores de carne de pollo de engorde con una producción total 

mundial del 18%. En Ecuador, los productos avícolas son fuentes importantes de proteína 

animal, con consumo anual de 30, 4 kg per cápita y una producción de 800.000 toneladas 

de carne de ave (CONAVE, 2020). 

 

 
Los productos de origen avícola juegan un papel importante en la causa de brotes de ETAS 

asociadas a Salmonella spp. desde la década de 1950 (FAO/WHO, 2009; Nair & Johny, 

2019; Saravanan et al., 2015). El consumo de carne de ave y huevos contaminados 

contribuyen al aumento de la incidencia de salmonelosis en seres humanos, ya que existen 

procesamientos antihigiénicos y condiciones de almacenamiento abusivas en la cadena de 

producción (Nidaullah et al., 2017). Esto conduce finalmente a la transmisión horizontal 

de la infección a otras aves y la contaminación de canales durante el sacrificio (Dar et al., 

2017; Yulistiani et al., 2019). Así, varios serovares de Salmonella spp. han sido 

reportados en productos de origen aviar para el consumo humano, sin embargo, S. Infantis 

ha sido reconocido como un patógeno emergente en los últimos años (Alba et al., 2020). 

 

 
S. Infantis ha sido reportado en bovinos y porcinos, pero las aves de corral, en especial 

pollos de engorde y sus productos, se han identificado como fuentes de infección en 

humanos (García et al., 2020). En Europa, este serovar es muy común en parvas de pollos 
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de engorde (46-57%) y carne de pollos de engorde (37-51%), y su prevalencia en gallinas 

ponedoras va en aumento (EFSA, 2017). En EE. UU S. Infantis se encuentra entre los diez 

primeros serovares causante de infecciones más notables relacionados con aves de corral 

desde el 2010 (Tyson et al., 2021). En relación con el Ecuador, algunos estudios 

demuestran que existe un 83,9% y 94% de prevalencia de S. Infantis en lotes de pollos de 

engorde en empresas avícolas (Vinueza et al., 2016, 2019). La propagación de este 

serotipo representa una posible amenaza para la salud pública, pues a más que se encuentra 

en alrededor del 90% del total de aislados en pollos, presenta una diversidad de resistencia 

a los antibióticos (Nagy et al., 2020). 

 

 
La dosis infectiva para causar salmonelosis en humanos adultos está entre 104 a 106 células 

o más, pero la dosis de infección puede ser tan baja como 101 a 102 células en individuos 

altamente sensibles (Cosby et al., 2015). Es por esta razón que, los criterios de seguridad 

alimentaria de la mayor parte de países indican que los resultados del control de 

Salmonella spp. en carne de aves de corral y sus derivados, requieren cumplir una ausencia 

del patógeno en “25 o 10 gramos de la muestra” (EFSA & ECDC, 2018). Por lo tanto, 

los métodos de detección de este patógeno en productos comerciales se basan en pruebas 

microbiológicas para descartar la presencia del mismo (Logacho, 2015). Caso contrario 

sucede con Escherichia coli, donde los reglamentos de seguridad alimentaria permiten 

una concentración de 50 a 500 UFC/g en productos cárnicos de origen aviar (Moragas et 

al., 2019). 

 

 
1.1.4. Métodos de detección y cuantificación de Salmonella spp. 

 
La evaluación de la supervivencia y transmisión de patógenos requiere métodos de 

cuantificación altamente específicos, precisos y sensibles (Chen et al., 2011). Los 

protocolos estándar para el aislamiento e identificación de Salmonella spp. se basan en 

técnicas microbiológicas que propician el crecimiento de la bacteria en medios 

enriquecidos y selectivos (Xiao et al., 2015). Salmonella spp. puede ser aislada 

directamente en medios selectivos cuando se tienen muestras con un alto número de 
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bacterias. Caso contrario, sucede con los alimentos, piensos y muestras ambientales, 

donde el número de células es bajo. Por lo que, se requiere de un pre-enriquecimiento con 

agua peptonada y posterior enriquecimiento con medios de cultivo selectivos (Logacho, 

2015; World Organisation for Animal Health, 2013). 

 

 
Los métodos tradicionales de aislamiento e identificación de Salmonella spp. requieren 

una considerable cantidad de tiempo. Además, la cuantificación de este patógeno por estos 

medios se ve limitada por la necesidad de un pre-enriquecimiento no selectivo. Por 

consiguiente, diferentes técnicas de biología molecular (PCR, qPCR, hibridación de ADN, 

etc.) se utilizan ampliamente para la detección de Salmonella o se estudian como opciones 

de cuantificación (Leza, 2020). 

 

 
1.1.4.1. qPCR 

 
La reacción en cadena de polimerasa (PCR) es una de las técnicas más usadas en ensayos 

de laboratorio. Su eficiencia se basa en la capacidad que tiene para amplificar un segmento 

de ADN específico mediante un par de cebadores, con la cual se obtienen grandes 

cantidades de productos específicos (Feng & Zhu, 2019). 

Recientemente, se han presentado variaciones de PCR convencional como la PCR en 

tiempo real (qPCR) (Jarquin et al., 2009; Monteiro et al., 2019). Esta técnica es rápida 

y proporciona una alta sensibilidad con ensayos que pueden detectar 30 células o menos 

por muestra (Svec et al., 2015). Sin embargo, la qPCR no tiene la capacidad de diferenciar 

células viables de las no viables. Esto dificulta un análisis certero de patógenos 

alimentarios que, podría conducir a la retirada innecesaria de productos y pérdidas 

económicas (Barbau-Piednoir et al., 2014). Para superar esta limitación, se han optado 

el uso de ensayos de viabilidad, el azul tripán, kits de viabilidad bacteriana y monoazida 

de propidio (PMA) basados en qPCR, que pueden ser usados para cuantificar carga 

microbiana viable (Zhang et al., 2020). 
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1.1.4.2. Monoazida de propidio y su uso en qPCR 

 
La monoazida de propidio (PMA) es un colorante fotorreactivo capaz de unirse 

selectivamente al ADN de células con integridad de membrana comprometida (muertas). 

Tras la exposición a la luz visible intensa, el tinte reacciona covalentemente con el ADN 

de las células muertas, inhibiendo su amplificación por PCR (Biotium, 2017). Esta técnica 

resulta útil para la detección selectiva de células patógenas viables, pues el tinte se 

intercala eficazmente a las células muertas y baja la supresión de las células vivas 

(Connolly, 2021; J. Zhang et al., 2020). 

 

 
La qPCR de viabilidad basada en PMAxx resulta útil para monitorizar niveles de 

Salmonella en entornos preocupantes (Biotium, 2017). PMAxx es una versión mejorada 

el colorante PMA que es más eficaz en discriminar entre células vivas y muertes. El gen 

objetivo de estos métodos es invA, porque está presente en varios serovares y es 

responsable de codificar proteínas de invasión de células epiteliales (Abdel-Aziz, 2016). 

Zhang et al. (2020) mencionan en su estudio que, la cuantificación de Salmonella 

mediante qPCR basada en PMAxx fue muy sensible para cuantificar la carga viable en 

muestras de suelo de entorno agrícola en comparación con la técnica de cultivo tradicional. 

Estos resultados indican que el ensayo tiene aplicabilidad en el diagnóstico de Salmonella 

en aves de corral. 

 

 
1.1.5. Estandarización de métodos moleculares cuantitativos 

 
Actualmente, la validación de técnicas moleculares cuantitativas como la qPCR son 

importantes para los sectores de aseguramiento de calidad e investigación (Valle, 2019). 

Puesto que, al optimizar y validar una técnica se lograrán obtener resultados fiables y 

reproducibles, en menor tiempo y con mayor facilidad de análisis. Especialmente, es 

imprescindible la estandarización de protocolos de qPCR para la detección de Salmonella 

spp., por el impacto que causa en la salud de la población (Carrero, 2021). 
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La qPCR cuantifica una muestra de ADN mediante la cuantificación relativa o absoluta. 

En la primera, el analito (ARNm o microARN) se transcribe inversamente y se cuantifica 

en relación con una referencia endógena, mientras que en la segunda el ADN diana se 

mide en relación con un conjunto de estándares usadas para la construcción de una curva 

estándar (Svec et al., 2015). La curva estándar también se utiliza para evaluar el 

rendimiento del ensayo qPCR, habitualmente la eficiencia óptima está entre 90 y 110% y 

la eficiencia aceptable entre 80 a 120%; la misma dependerá de la calidad de la muestra 

y mezcla de reactivos (T. Zhang & Fang, 2006). La estimación de eficiencia implica 

generar una serie de diluciones y se analizan mediante qPCR midiendo el ciclo de 

cuantificación (Ct). Se construye un gráfico Ct vs el logaritmo de la concentración 

objetivo y se espera una linealidad negativa. En este caso, los indicadores de eficiencia 

que se consideran en la obtención estándar son: una pendiente ideal de -3.33 (100% de 

eficiencia) y con un coeficiente de correlación (r2) mayor o igual a 0.98 (Applied 

Biosystems, 2010; Valle, 2019). 

 

 

 
Lo descrito se puede evidenciar en el estudio realizado por Dmitric et al. (2018), quienes 

optimizaron con éxito un protocolo modificado de PCR en tiempo real para la detección 

del gen de invasión A InvA y ttr de Salmonella en alimentos. En la investigación 

obtuvieron tasas de sensibilidad y veracidad del 100% y 96,8%, respectivamente. 

Asimismo, González-Escalona et al. (2012) evaluaron un ensayo multiplex de qPCR 

dirigido al locus ttrRSBCA y al gen invA para la detección precisa de Salmonella spp. en 

huevos. Se obtuvieron curvas estándar lineales con un r2 ≥ 0.99, con una eficiencia de 92 

y 91% para las dianas invA y ttrRSBCA, y un límite de detección correspondiente de ~13 

copias. De igual forma, en un ensayo qPCR basado en PMAxxTM para la cuantificación 

de Salmonella Typhimurium en muestras de suelo de origen avícola. Los resultados 

mostraron una eficiencia del 92% en las diluciones de 10 veces con una r2 de 0.99 y un 

límite mínimo de detección de 101 y 102 células Zhang et al. (2020). 
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A partir de lo antes mencionado, este proyecto se centra en estandarizar y aplicar un 

método de qPCR basado en PMAxxTM para la detección y cuantificación de células 

viables de S. Infantis en muestras de contenido cecal de origen avícola. La detección de 

este patógeno se basará en una región específica del gen invA, debido a que está 

relacionado con cuadros de virulencia y por la alta estabilidad genética que presenta. Por 

consiguiente, este estudio podría aparecer como una metodología idónea para 

investigaciones posteriores que requieran comprobar la factibilidad de sus tratamientos 

con alimentos o dietas alternativas para eliminar o reducir la colonización de S. Infantis 

en pollos. Conjuntamente, puede servir como sistema de seguimiento de producción 

primaria y muestreo microbiano, para la detección de S. Infantis en muestras avícolas, la 

misma que no ha sido descrita en estudios previos. 
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1.2. Objetivos 

 
 

1.2.1. Objetivo general 

 

 

Estandarizar el método PMAxxTM qPCR para la cuantificación de la carga viable 

de Salmonella spp. en contenido cecal de origen avícola. 

 
 

1.2.2. Objetivos específicos 

 
 

• Optimizar la composición de la mezcla de reacción de qPCR basada en 

PMAxxTM y condiciones de reacción del termociclador en tiempo real. 

 
• Obtener la ecuación de la recta, línea base (threshold), eficiencia y límite 

de cuantificación del método. 

 
• Evaluar la aplicabilidad del método para la detección de la carga viable de 

S. Infantis en muestras avícolas. 
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CAPÍTULO II 

METODOLOGÍA 

 

2.1. Materiales 

 
 

2.1.1. Equipos de laboratorio 

 

 
Tabla 1. Equipos de laboratorio 

 
Detalle Cantidad 

Autoclave Yamato SE300 1 

Balanza analítica Sartorius ENTRIS224I-1S 1 

Termociclador Illumina Eco™ Real-Time PCR System 1 

Incubador bacteriológico de 37 ºC 1 

SpeedVac ThermoScientific 1 

Mechero Bunsen 5 

Nevera (4 ºC) 1 

Congelador (-20 ºC) 1 

Ultracongelador (-80 ºC), BioBase 400L 1 

Cámara de flujo laminar Tipo II, BioBase 1 

Microcentrífuga ThermoScientific 1 

Centrífuga refrigerada 1 

Termobloque ThermoScientific 1 

Pipeteador automático Accu-jet® pro 1 

Cámara de flujo laminar Tipo I (ADN), BioBase 1 

Cámara de flujo laminar Tipo I (Master Mix), BioBase 1 

Pipeta de 0,5-10 µL 2 

Pipeta de 2-20 µL 1 

Pipeta de 10-100 µL 2 

Pipeta de 100-1000 µL 2 
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Detalle Cantidad 

Vortex Digital 1 

Iluminador de luz azul Invitrogen TM 1 

Espectrofotómetro 1 

Espectrofotómetro Nanodrop ThermoScientific 1 

 

 

2.1.2. Instrumentos de laboratorio 

 

 
Tabla 2. Instrumentos de laboratorio 

 
Detalle Cantidad 

Asas de inoculación 10 unidades 

Tupos Eppendorf 1,5 mL o 2,5 mL 200 unidades 

Tubos Falcon 50 mL 100 unidades 

Tubos Falcon 15 mL 100 unidades 

Puntas para micropipetas de 10, 100 y 1000 µL 200 unidades 

Pipetas graduadas de plástico de 10 y 25 mL 200 unidades 

Pinzas 1 

Cajas Petri desechables 5 fundas de 20 cajas 

Tijeras 1 

Placas de 48 pocillos 20 

Gradillas para tubos Falcon 3 

Gradillas para tubos de microcentrífuga 3 
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2.1.3. Reactivos de laboratorio 

 

 
Tabla 3. Reactivos de laboratorio 

 
Detalle Cantidad 

Agar MacConkey 25 gramos 

Agar XLD 50 gramos 

Agua peptonada 1 litro 

Solución salina 2 litros 

Agua destilada 1 litro 

Agua Mili-Q 

Agua libre de nucleasas 

1 litro 

1 mL 

Alcohol 90-100% 500 mL 

Cloroformo 2 mL 

PBS 10X 300 mL 

Cepa de Salmonella Infantis U1068 S 1 vial congelado 

Spin Column Soil DNA Miniprep Kit (Biobasic, 

Markham, Canadá) 

QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Alemania) 

3 

 
 

1 

Kit de Viabilidad bacteriana de qPCR PMA™ (biotium, 

Estados Unidos) 

1 
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2.1.4. Insumos de laboratorio 

 

 

Tabla 4. Insumos de laboratorio 

 
Detalle Cantidad 

Guantes de nitrilo 2 cajas 

Parafilm 1 rollo 

Papel aluminio 1 caja 

Alcohol antiséptico 2 cajas 

Cinta adhesiva 1 unidades 

 
 

2.1.5. Materiales de escritorio 

 

 
Tabla 5. Materiales de escritorio 

 
Detalle Cantidad 

Computadora 1 

Calculadora 1 

Esferos y lápices 1 paquete 

Rotuladores 3 

Cuaderno 1 

 
 

2.2. Métodos 

 
La metodología fue desarrollada en dos fases, la primera fue la estandarización del método 

de cuantificación de células viables PMAxxTM- qPCR y la segunda se trató de la aplicación 

del método estandarizado en la cuantificación de muestras de contenido cecal de origen 

avícola. 
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Fase 1 

2.2.1. Estandarización del método de cuantificación de células viables 

 
 

2.2.1.1. Cultivo y cuantificación de la cepa de S. Infantis 

 

En la estandarización del protocolo y elaboración de la curva de calibración se utilizó 

cultivos puros de Salmonella de origen aviar. Para ello, se usó la cepa U1068s del banco 

de microorganismos del laboratorio de la Unidad de Investigación de Enfermedades 

Transmitidas por Alimentos y Resistencia a los Antimicrobianos (UNIETAR). El genoma 

completo de esta cepa que encuentra depositado en la base de datos del NCBI con el 

número de accesión DAEUGI0000000000.1 y su tamaño es de 5.003.989 bp. Esta cepa se 

recuperó en un medio selectivo diferencial Xilosa, Lisina, Desoxicolato (XLD) a 37 °C 

por 24 horas. Transcurrido este tiempo, se seleccionó una colonia característica para la 

generación de biomasa en agua peptonada como medio de cultivo líquido y se incubó a 

37 °C de 18 a 24 horas con agitación constante. 

 

 
El crecimiento recuperado del cultivo líquido se colocó en tubos Falcon y se centrifugó a 

2.100 rpm por 45 minutos para concentrar la biomasa. Por último, con el pellet obtenido 

se creó una dilución en solución salina y se llegó a una DO600 de aproximadamente 1. Esta 

solución de trabajo se utilizó para calcular las unidades formadoras de colonias (UFC/mL) 

mediante diluciones seriadas de 10 veces. En donde, se inoculó 100 µL de cada dilución 

en medio XLD, se esparció la alícuota con el asa de Digralsky y se incubó a 37 ºC por 

toda la noche (n=3) (J. Zhang et al., 2020). 

 

2.2.1.2. Teñido de células viables y no viables de Salmonella  

 

La solución de trabajo que se obtuvo en el paso anterior se utilizó para preparar dos 

muestras diferentes: Salmonella spp. viable y no viable, en microtubos de 1,5 mL. Para el 

cultivo no viable, se expuso 1 mL de la solución de trabajo a 95 °C durante 5 min en un 

termobloque; mientras que, al cultivo viable no se le realizó ningún tratamiento previo (J. 
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Zhang et al., 2020). Se verificó la muerte de las bacterias sembrando en placa 100 μL de 

la muestra no viable en agar XLD y 10 µL de una dilución 1:100 de la muestra viable en 

otra placa. Se incubó durante la noche a 37 °C y se comprobó el crecimiento de colonias 

después de 24 o 48 horas. Luego, se descongeló rápidamente y con poca luz el stock 

PMAxxTM (Biotium, California, EUA) de 20 mM para preparar una solución de trabajo 

diluyéndolo en agua hasta una concentración de 5 mM. Se agregó 6.5 µL de la solución 

de trabajo de PMAxxTM y 250 µL del reactivo PMA Enhancer (Biotium, California, EUA) 

a 1 mL del cultivo bacteriano de células viales y no viables y se dejó un control (células 

no viables sin tratar con el tinte). Posteriormente, las muestras tratadas se incubaron en la 

oscuridad durante 10 min y fueron expuestas a la luz (500 voltios) a una distancia de 20 

cm durante 15 min con inversión intermitente. Finalmente, las muestras se centrifugaron 

a 13.300 x g durante 5 min y se descartó el sobrenadante dejando los sedimentos 

bacterianos para la extracción del ADN. 

 

 
2.2.1.3. Extracción del ADN genómico de los cultivos puros 

 
La extracción del ADN de Salmonella spp. del cultivo puro se llevó a cabo mediante dos 

kits, el kit 1 fue Spin Column Soil DNA Miniprep Kit (Biobasic, Markham, Canadá) y el 

kit 2 QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Alemania). 

 

 
Para el primer kit, se precalentó la solución SCL (Biobasic, Markham, Canadá) a 65 °C 

en un termobloque y se añadió 0,5 mL de esta a los sedimentos bacterianos obtenidos 

anteriormente. Se agitó enérgicamente la solución durante 3 minutos y se incubó a 65 °C 

por 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, se centrifugó las muestras a 13.000 x g durante 3 

minutos a temperatura ambiente y se transfirió el sobrenadante en un nuevo microtubo. A 

continuación, se añadió un volumen igual de solución SP (Biobasic, Markham, Canadá), 

se mezcló mediante inmersión y se mantuvo en hielo durante 10 minutos. Después de esto, 

se centrifugó a 13.000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente y se transfirió el 

sobrenadante en un nuevo microtubo. Seguidamente, se añadió 0,2 mL de cloroformo, se 

mezcló bien mediante vortex y se centrifugó a 13.000 x g durante 3 minutos a temperatura 
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ambiente, para luego transferir el sobrenadante en un nuevo microtubo. Luego, se adicionó 

1,5 volúmenes de solución SB (Biobasic, Markham, Canadá) y se homogenizó bien 

mediante vortex. 

Inmediatamente y con mucho cuidado, se transfirió la mezcla obtenida a la columna de 

centrifugado EZ-10 (Biobasic, Markham, Canadá) y se centrifugó a 12.000 x g durante 30 

segundos. Después de esto, se añadió 0,7 mL de solución de lavado y se centrifugó a 

12.000 x g durante 30 segundos. Posteriormente, la columna EZ-10 se transfirió a un 

nuevo tubo de microcentrífuga y se adicionó de 75 a 100 µL de solución de elución. Para 

finalizar, las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos, se 

centrifugaron a 12.000 x g durante 1 minuto a temperatura ambiente y se almacenó el 

ADN a -20 °C. La composición y nombre de las soluciones SP, SCL y SB no son 

proporcionadas por el fabricante del kit, por lo cual solo se mencionan sus abreviaturas 

(BIO BASIC, 2017). 

En el kit 2, se añadió 1 mL del buffer InhibitEX (Qiagen, Alemania) a cada muestra de 

sedimentos bacterianos obtenida. Se agitó la mezcla continuamente durante 1 min hasta 

que la muestra estuvo completamente homogénea y se centrifugó a 13.300 rpm durante 1 

min. Se pipeteó 25 µL de proteinasa K en un nuevo tubo de microcentrífuga y se añadió 

al mismo 600 µL del sobrenadante obtenido en el paso anterior. Luego, se añadió 600 µL 

del buffer AL (Qiagen, Alemania), se agitó durante 15 segundos y se incubó la mezcla a 

70 °C por 10 min. Se añadió 600 µL de etanol (96-100%) al lisado y se mezcló mediante 

vortex. Seguidamente, se colocó 600 µL del lisado del paso anterior en la columna de 

centrifugado QIAamp (Qiagen, Alemania) y se centrifugó a 13.300 rpm durante 1 min. Se 

colocó la columna de centrifugado en un nuevo tubo de recogida de 2 mL y se desechó el 

tubo con el filtrado. Se abrió con cuidado la columna de centrifugado QIAamp, se añadió 

500 µL de buffer AW1 (Qiagen, Alemania) y se centrifugó a 13.300 rpm durante 1 min. 

Se colocó la columna de centrifugado en un nuevo tubo de recogida de 2 mL y se desechó 

el tubo con el filtrado. Se abrió con cuidado la columna de centrifugado QIAamp, se 

añadió 500 µL de buffer AW2 (Qiagen, Alemania) y se centrifugó a 13.300 rpm durante 

3 min. Se desechó el filtrado, se colocó la columna de centrifugado QIAamp en un nuevo 

tubo de recogida y se centrifugó en seco a 13.300 rpm durante 3 min. Finalmente, se 
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transfirió la columna de centrifugado en un nuevo tubo de microcentrífuga, se colocó 200 

µL de buffer de elución y se almacenó el ADN a -20 °C. 

 

 
2.2.1.4. Medición de la Concentración de ADN en Nanodrop 2000 (Thermo 

Scientific, EE.UU.) 

Se abrió el programa Nanodrop 2000 y se seleccionó ácidos nucleicos. Se levantó la tapa 

del equipo, se cargó con 2 µL de la solución blanco (buffer de elución) y se pulsó BLANK. 

A continuación, se cargó 2 µL de cada muestra ingresando sus correspondientes códigos 

y se pulsó MEASURE. Los resultados de la concentración de cada muestran se encuentran 

en ng/µL y la relación 260/280 para verificar la calidad del ADN. 

 

 
2.2.1.5. Construcción de las curvas estándar 

 
Se generó una curva estándar en un termociclador en tiempo real Ilumina utilizando el 

software Eco™ Real-Time PCR, a partir de diluciones en serie de 10 veces del ADN de 

los cultivos puros extraídos anteriormente. Estas diluciones estuvieron en un rango de 10- 

1 a 10-10 con un volumen final de 450 µL, donde cada dilución se colocó en tubos de PCR 

y se realizó con al menos 5 réplicas de diluciones (J. Zhang et al., 2020). 

 

 
2.2.1.6. PCR cuantitativa 

 
Las diluciones realizadas fueron utilizadas para realizar la qPCR utilizando los cebadores 

proporcionados por el kit de Viabilidad bacteriana de qPCR PMA™ (Biotium, Estados 

Unidos). La secuencia de los cebadores son las siguientes: Forward 5’- 

ATTCTGGTACTAATGGTGATGATC-3’ y Reverse 5’-GC 

GCCAGGCTATCGCCAATAAC-3’, las cuales amplificaron el fragmento del gen invA 

de Salmonella spp. La mezcla de reacción de PCR se preparó agregando los componentes 

a cada tubo de PCR o pozo de acuerdo con la Tabla 7 y controles negativos con dH2O 

estéril. 
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Tabla 6. Componentes de la reacción de qPCR 

 

Componentes de la reacción 
Cantidad por 20 µL 

de reacción (µL) 
Concentración final 

2X Forget-Me-Not Master Mix 10 1X 

invA primer mix 2 0,5 µM 

Plantilla de ADN 5 X 

ROX Opcional - 

dH2O 20 - 

 
 

2.2.1.7. Condiciones de reacción de qPCR 

 
La reacción de qPCR del invA de S. Infantis se desarrolló en un ciclo de desnaturalización 

inicial a 95 °C durante 5 min, seguido por 40 ciclos de amplificación que consistió en 95 

°C por 5 s y 60 °C por 60 s. La detección de la fluorescencia se llevará a cabo al final de 

cada paso de hibridación, y se incluirá un paso de análisis de la curva de fusión (en una 

rampa de 55 a 95 °C). Los resultados obtenidos se interpretaron mediante el análisis de 

gráficas. 

Figura 1. Condiciones de reacción de Real – Time qPCR 
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Fase 2: 

2.2.2. Aplicación del método optimizado de qPCR y PMAxx ™ para la 

cuantificación de S. Infantis en muestras avícolas 

 
Se tomó el ciego de pollos broiler sacrificados y se realizó una desinfección exterior con 

alcohol al 96%. Se pesó 1 g del contenido cecal (una muestra por animal) en Falcon de 

50 mL y se agregó 9 mL de buffer fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés). Las 

muestras se centrifugaron a 900 x g durante 1 min a 4 °C para eliminar materiales no 

disueltos. Se transfirieron los sobrenadantes en tubos nuevos, se centrifugaron a 2200 x g 

por 30 min a 4 °C y de los sedimentos bacterianos se trataron con PMAxxTM. 

Posteriormente, se extrajo el ADN mediante el QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit y se 

realizó la qCPR cómo se describió anteriormente. Finalmente, se utilizará la curva 

estándar generada con anterioridad para cuantificar el número de copias de ADN, a partir 

de los valores de cuantificación del ciclo (Ct) y los datos de qPCR (log10 de número de 

copias de ADN). Dichos datos se expresarán como carga viable Salmonella      por gramo de 

muestras de materia cecal. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
3.1. Análisis y discusión de los resultados 

 
 

3.1.1. Extracción y cuantificación del ADN de los cultivos puros de S. 

Infantis 

 
El ADN del cultivo puro de S. Infantis extraído con los dos kits fue cuantificado utilizando 

el Nanodrop 2000 y concentrado mediante el Speedvac (Thermo Scientific). Las 

concentraciones y ratios de pureza del ADN se detallan en la siguiente tabla: 

 

 
Tabla 7. Concentración de los estándares y ratios de pureza del ADN obtenidas con los 

dos kits 

 

 
Kits de extracción 

Concentración 

ng/µL 

Ratio 

260/280 nm 

Ratio 

260/230 nm 

Spin Column Soil DNA Miniprep 

Kit (Biobasic, Markham, Canadá) 
29 2.09 0,26 

QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 

(Qiagen, Alemania) 

 

15.7 

 

2.04 

 

0,27 

 
 

Las concentraciones descritas en la Tabla 7, se encuentran dentro de los valores óptimos 

para su uso en PCR. Lorenz (2012) indica que la concentración de la plantilla de ADN 

genómico o plasmídico está en el rango de 5-100 ng/µL para la elaboración de curvas de 

calibración de qPCR. No obstante, los ratios de calidad de ADN indican presencia de 

contaminación en las muestras. 
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3.1.2. Evaluación de los efectos inhibidores de PMAxxTM en la amplificación 

del gen objetivo 

La evaluación de los efectos inhibitorios de PMAxxTM se realizó mediante la qPCR del 

ADN obtenido del cultivo viable y no viable de Salmonella. Los resultados observados en 

la Figura 2 muestran que con 6,25 µL del tinte PMAxxTM a una concentración de 5 mM 

se inhibe la amplificación del ADN del cultivo no viable de Salmonella tratada con el tinte 

en comparación con el cultivo no viable no tratado. Además, la carga de Salmonella más 

alta del grupo de células viables confirmó que el PMAxxTM penetró solamente el ADN de 

las células con membrana celular comprometida (Biotium, 2017). De acuerdo con el 

ANOVA completamente aleatorio, la inhibición de la amplificación fue significativa P < 

0,05 (95%) (Anexo A). La prueba de Medias de Tukey indicó que el tratamiento con 

PMAxxTM tiene un efecto significativo en la inhibición de amplificación de células 

muertas, ya que se ubica en la categoría (B). 

 

 
Figura 2. Efecto del tratamiento de PMAxxTM sobre la amplificación del ADN diana 

del cultivo viable y no viable 
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3.1.3. Eficiencia y linealidad del método 

 
 

3.1.3.1.Curva estándar del gen invA con el ADN de S. Infantis obtenidas con 

el Spin Column Soil DNA Miniprep Kit 

Para realizar la curva estándar del gen invA, se partió de las diluciones -1 a -10. Las 

diluciones -8 a la -10 no se aprecian, pues el resultado fue indeterminado, y las diluciones 

-6 y -7 no amplificaron el gen objetivo de acuerdo con la curva de fusión. En la Figura 3 

A se evidencia una tendencia lineal en las diluciones, con un coeficiente de correlación de 

0,999 y con una eficiencia del fuera del rango óptimo y aceptado (79,86%). 

Se realizó nuevamente la qPCR elaborando una dilución extra para obtener un mayor 

límite de detección, la cual estuvo a en una relación 1:2 de la dilución -5. Con esta 

modificación, la curva estándar resultante obtuvo un coeficiente de correlación r2 de 0.997 

y una eficiencia de 76,84% (Figura 3 B). No obstante, la eficiencia sigue estando por 

debajo de lo sugerido 80 – 120%. 

Posteriormente, se realizaron al menos 5 réplicas de la cuantificación con estos 6 puntos 

con el fin de evaluar la reproducibilidad del método. 
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Figura 3. Curva estándar de invA obtenida con el kit 1 
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Nota. A Figura del logaritmo de la concentración del estándar vs el número del ciclo 

umbral, usando 5 diluciones seriadas: 1x101-1x105. Pendiente = -3,93, r2 = 0,999 y 

eficiencia de 79,86%. B Figura del logaritmo de la concentración del estándar vs el 

número del ciclo umbral, usando 6 diluciones seriadas: 1x101-1x105.5. Pendiente = -4,039, 

r2 = 0,997 y eficiencia de 76,84%. 
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3.1.3.2.Curva estándar del gen invA con el ADN de S. Infantis obtenidas con 

el QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 

Para realizar la curva estándar del gen invA, se partió de las diluciones -1 a -9. Las 

diluciones -9 a la -6 no se aprecian, pues el resultado fue indeterminado y no amplificaron 

el gen objetivo de acuerdo con la curva de fusión. En la Figura 4 se evidencia una 

tendencia lineal en las diluciones, con un coeficiente de correlación de 0,9994 y con una 

eficiencia del 84,95%. Esta eficiencia se encuentra dentro del rango aceptado que 

menciona T. Zhang & Fang (2006) y es mejor que la obtenida con el ADN del Spin 

Column Soil DNA Miniprep Kit. Posteriormente, se realizaron al menos 5 réplicas de la 

cuantificación con estos 5 puntos con el fin de evaluar la reproducibilidad del método. 

 

 

 
Figura 4. Curva estándar de invA obtenida con el ADN del kit 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota. Figura del logaritmo de la concentración del estándar vs el número del ciclo umbral, 

usando 5 diluciones seriadas: 1x101-1x105. Pendiente = -3,7446, r2 = 0,999 y eficiencia 

de 84,95%. 
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3.1.3.3. Ecuaciones de las rectas 

 
Las ecuaciones de la recta fueron realizadas a través de graficas de dispersión, con los 

resultados de Ct para cada dilución (eje x) y el valor del logaritmo del número de copias 

genómicas de los estándares (eje y), como se evidencia en la Figura 5. Los resultados 

indicaron que las diferencias de ΔCt entre las diluciones decimales para el gen invA de los 

ADN extraídos con los dos kits fueron: ΔCt = 3,88 para el Spin Column Soil DNA 

Miniprep Kit (Biobasic, Markham, Canadá) y ΔCt = 3,69 para QIAamp Fast DNA Stool 

Mini Kit. Estos valores se encuentran dentro del rango recomendado para las diferencias 

de ΔCt, pues con una serie de diluciones de 10 veces, los valores de Ct están separados 

por ~3,3 ciclos (ThermoFisher Scientific, 2016; Valle, 2019). 

Figura 5. Ecuaciones de las rectas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota. A Figura que corresponde a la ecuación de la recta con el ADN del kit 1. B Figura 

que corresponde a la ecuación de recta obtenida con el ADN del kit 2 
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3.1.4. Línea base (Threshold) 

 
El Threshold se estableció manualmente para todos los ensayos en 0.099, este valor se fijó 

lo más cerca posible de la fase exponencial de las curvas de amplificación y por encima 

de la señal de ruido de fondo. De esta manera, se calcula apropiadamente el punto correcto 

de valores de Ct en la curva (Applied Biosystems, 2010). 

 

 
3.1.5. Límite de cuantificación 

 
Los resultados de las curvas estándar para el gen invA, indican que los límites de 

cuantificación experimentales de Ct se encuentran entre 33,74 y 34,78. Estos límites de 

cuantificación son adecuados, pues De Ronde et al. (2017) mencionan que un valor de Ct 

< 35 es óptimo. Los valores que sean superiores a 35 se consideran demasiado bajas para 

medirlas cuantitativamente (indetectables) y se espera que tengan una mayor desviación 

estándar. En la siguiente tabla se observan los Ct de ADN detectado y el número de copias 

por qPCR. 

 

 
Tabla 8. Límite de cuantificación de Ct de el gen invA con los dos kits de extracción de 

ADN 

 

Kits de extracción Ct Nº copias en qPCR 

Spin Column Soil DNA Miniprep Kit 34,88 132,19 

QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 33,74 143.13 

 
 

3.1.6. Especificidad del método 

 
La especificidad del conjunto de primers se analizó primero in silico usando Primer Blast 

para examinar las secuencias de los primers y secuencia del amplicón. En la Figura 6 se 

evidencia que las entradas potenciales de productos que ofrece los primers utilizados 

correspondieron únicamente a Salmonella enterica con una longitud de 287 bp para todas 

las entradas. 
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Figura 6. Reporte de la especificidad de los primers para Salmonella spp. 

 

 

 

También, la especificidad de la amplificación se comprobó mediante el análisis de la curva 

de fusión, donde el amplicón mostró picos individuales en los todos los ensayos con 

algunas variaciones de intensidad (Figura 7), confirmando la especificidad de los primers 

invA en el ADN obtenido del cultivo puro. La temperatura de fusión (Tm) promedio que 

se obtuvo con los dos kits fue de 82,45 para el amplicón invA. Este valor es similar al 

obtenido por Barletta et al. (2013) con un Tm de 82,96 en el amplicón invA de Salmonella 

spp. 
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Figura 7. Curva de fusión para invA 
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Nota. A Figura correspondiente a la curva de fusión obtenido con Spin Column Soil DNA 

Miniprep Kit, donde se observa un solo pico. B Figura que corresponde a la curva de 

fusión obtenida con el ADN de QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit, donde se observa un 

solo pico. 
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3.1.7. Reproducibilidad del método 

 
La reproducibilidad del método se midió mediante réplicas de la cuantificación por PCR 

del gen invA para cada kit. En la Tabla 9 se muestran los resultados de las réplicas para el 

Spin Column Soil DNA Miniprep Kit (Biobasic, Markham, Canadá). Estos resultados 

muestran una menor variabilidad, ya que en todas las diluciones (1x101 – 1x10-5.5) la 

desviación estándar fue menor a 0,51 ciclos de amplificación y los coeficientes de 

variación tuvieron un rango de 0,35-1,71%. 

 

 

 
Tabla 9. Reproducibilidad del método de PCR en tiempo real del gen invA obtenida con 

el kit 1 
 

Dilución Ct1x Ct2x Ct3x Ct4x Ct5x 
Media 

CT 
SD 

CV 

(%) 

-1 16,93 16,94 17,07 17,24 17,02 16,96 0,13 0,74 

-2 20,19 20,49 20,88 20,86 20,15 20,43 0,35 1,71 

-3 23,97 24,26 24,25 24,98 24,25 24,32 0,38 1,55 

-4 28,83 28,81 28,88 28,49 29,3 29,08 0,29 1,00 

-5 32,56 32,46 32,62 32,72 32,45 32,72 0,11 0,35 

-5,5 34,41 33,59 34,53 34,98 34,88 34,47 0,51 1,48 

*SD= desviación estándar 

*CV= coeficiente de variación 

 

 
En la Tabla 10 se muestran los resultados de las réplicas para el QIAamp Fast DNA Stool 

Mini Kit. En todas las diluciones (1x101 – 1x105) la desviación estándar fue menor a 0,13 

ciclos de amplificación y los coeficientes de variación tuvieron un rango de 0.47-1.55%, 

lo que indica una menor variabilidad de los resultados. 
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Tabla 10. Reproducibilidad del método de PCR en tiempo real del gen invA obtenida 

con el kit 2 
 

Dilución Ct1x Ct2x Ct3x Ct4x Ct5x 
Media 

CT 
SD 

CV 

(%) 

-1 19,02 18,59 18,99 19,23 19,06 18,98 0,24 1,24 

-2 22,45 22,5 22,34 22,7 22,54 22,51 0,13 0,59 

-3 26,52 26,24 26,68 26,48 27,05 26,59 0,30 1,13 

-4 30,48 30,35 29,83 30,35 31,15 30,43 0,47 1,55 

-5 34,15 33,84 33,59 33,68 33,43 33,74 0,27 0,81 

*SD= desviación estándar 

*CV= coeficiente de variación 

 

 
3.1.8. Evaluación de la estandarización de la PCR en tiempo real basado en 

PMAxxTM 

La qPCR se ha utilizado como una herramienta eficaz para cuantificar patógenos por sus 

ventajas de ahorro de tiempo, bajo costo y fácil operación. Sin embargo, esta técnica no 

tiene la capacidad de diferenciar células viables de las no viables (Connolly, 2021; J. 

Zhang et al., 2020). Por lo tanto, en el presente estudio se desarrolló un ensayo de qPCR 

con un pretratamiento con el tinte intercalante PMAxxTM para detectar y cuantificar S. 

Infantis en contenido cecal de aves de corral. 

 

 
Los resultados obtenidos muestran que la cantidad y concentración del tinte usado inhibió 

significativamente (P < 0,05) la amplificación del ADN del cultivo no viable de 

Salmonella. Se evidencia un valor de Ct más alto con el tratamiento que se aplica el tinte 

que sin él, esta reducción de la señal fue de 10 Ct aproximadamente (Anexo B). La 

concentración de PMAxxTM utilizada es la recomendada por el fabricante de la versión 

mejorada de PMA, sin que este afecte la señal de las células vivas (Biotium, 2017). De 

igual manera, Zhang et al. (2020) informaron de un método optimizado de qPCR donde 

10 µL de 2,5 mM de PMAxxTM fue suficiente para la diferenciación de células viables y 



31  

 

no viables de Salmonella en muestras de suelo. Aunque la reducción de la señal de las 

células muertas fue significativa, no se consiguió la extinción total de la misma. Según 

Barbau-Piednoir et al. (2014) el aumento de la concentración de PMA no reduce 

completamente la señal de qPCR de las muestras muertas de Salmonella Enteritis. Por el 

contrario, altas concentraciones de PMA podrían reducir la señal de bacterias viables que 

estén a bajas concentraciones, lo que conlleva a tener resultados falsos negativos (Liu & 

Mustapha, 2014). 

 

 
En la estandarización de métodos moleculares se tienen en cuenta los criterios de 

especificidad, sensibilidad y reproducibilidad. La correcta evaluación y verificación de 

estos criterios permitirá demostrar que las técnicas de qPCR es adecuada para su finalidad 

prevista (Eugster et al., 2020). 

 

 
La sensibilidad o límite de detección se define como el menor número de copias de 

Salmonella que da un resultado positivo (Eugster et al., 2020). De acuerdo con las curvas 

estándar obtenidas, el límite de detección experimental se fijó en 132,19 (kit 1) y 143.13 

(kit 2) copias de Salmonella. Sin embargo, es necesario la modificación de estos límites 

alrededor del 31,4 Ct equivalente a 710 copias de Salmonella. Esto se debe a que al aplicar 

el tratamiento con el tinte de viabilidad bacteriana aún se detecta la presencia de invA en 

el Ct 31,4. Entonces, aquellas muestras desconocidas que se desean detectar y cuantificar 

se considerarán positivas solo hasta el Ct de 31,4 y negativas cuando se tenga un Ct ≥ 

33,74. Los que se encuentre entre los Ct 31,4 y 33,74 deben considerarse con precaución, 

pues podrían representar falsos positivos (Figura 8). Por el contrario, Zhang et al. (2020) 

reporta en su estudio un límite de detección de invA en cultivos puros y muestras de suelo 

enriquecidas de 101 y 102 células de Salmonella. Asimismo, el límite de detección en 

otra investigación en camarones contaminados artificialmente con Salmonella spp. fue 

de 102 UFC/mL (Xiao et al., 2015). Esto sugiere que se debe mejorar la optimización del 

método                        PMAxxTM-qPCR con el fin de obtener límites de detección más bajos. 
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Figura 8. Diagrama de toma de decisiones para la cuantificación de muestras de acuerdo 

con el límite de detección 

 

 

 
 

La reproducibilidad del método se evalúa mediante medidas estadísticas de imprecisión 

como la desviación estándar (SD) o el coeficiente de variación (CV). En este estudio se 

utilizó el coeficiente de covarianza que mide la variación alrededor de la media para 

evaluar el grado de inconsistencia de los resultados (Taylor et al., 2019). En este ensayo 

se realizaron 5 réplicas, donde las desviaciones estándar fueron menores a 1 y el CV fue 

menor al 15%, lo que indica que la técnica fue reproducible (Burd, 2010). 

 

 
Otros parámetros adicionales que determinan le rendimiento de la qPCR son la eficiencia 

de amplificación y linealidad del método (ThermoFisher Scientific, 2016). Los 

resultados indican una buena correlación con los dos kits de extracción de 0,997 y 0,999, 

llegando a un valor aproximado de 1. Esto indica que la curva estándar puede utilizarse 

para cuantificar la cantidad de Salmonella spp. (Applied Biosystems, 2010). En relación 

con la eficiencia de la qPCR se observa que con el QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit se 

obtuvo mayor rendimiento de la secuencia objetivo del patógeno con una eficiencia del 

84,95%. Caso contrario sucede con el Spin Column Soil DNA Miniprep Kit, con la que 
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se obtuvo una eficiencia por debajo del rango aceptable de 80 – 120% (Callbeck et al., 

2013; Nybo, 2018; Ruijter et al., 2021; T. Zhang & Fang, 2006). 

 

 
Los factores que pueden afectar en la eficiencia de la qPCR son las relacionadas con las 

secuencias y estructuras de los primers y de la plantilla, reactivos usados y sus 

concentraciones subóptimas, errores de pipeteo, equipos sin calibración vigente, el 

instrumento de qPCR que se utilice y materiales de laboratorio contaminados (Life 

Technologies, 2014; Svec et al., 2015). Principalmente, Koetsier y Cantor (2019) 

mencionan que los contaminantes como proteínas, carbohidratos y fenoles que tenga la 

muestras después de la extracción del ADN pueden inhibir la qPCR. Otro aspecto 

importante que expresa Svec et al. (2015), es que se recomienda extraer el fragmento con 

la secuencia objetivo del ADN genómico o plasmídico que contiene el gen de interés, con 

el fin de eliminar el superenrollamiento que pueda interferir en el ensayo (Satyanarayana 

et al., 2004). 

 

 
El pipeteo incorrecto de volúmenes pequeños puede afectar a la eficiencia de la qPCR, ya 

que se tendrá una pendiente de la curva estándar inexacta, aunque se tenga un valor de r2 

potencialmente bueno (≥0,99) (Taylor et al., 2019). También, el instrumento que se 

utilice para la qPCR tiene una interacción con la pendiente de la curva estándar, influyendo 

en la eficiencia de la qPCR media. Este impacto dependerá de la configuración del 

instrumento (umbral), como también de los detalles de excitación y emisión (Svec et al., 

2015). Por otra parte, Forsell et al. (2015) explican en su estudio que la selección de 

consumibles de plásticos de qPCR y los sistemas de sellado pueden influir en la eficiencia 

y variabilidad de los datos. Por ejemplo, las placas blancas muestran una mayor eficiencia 

de amplificación por una mayor reflexión de la fluorescencia que las placas transparentes. 
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3.1.9. Aplicación del método optimizado de PMAxxTM – qPCR para 

cuantificar muestras de origen avícola 

Una vez que se evaluaron todos los parámetros para la validación del rendimiento de la 

qPCR, se establece que la optimización de PMAxxTM – qPCR con QIAamp Fast DNA 

Stool Mini Kit fue la empleada para estimar la cuantificación de muestras de contenido 

cecal de pollos broiler. En base a los resultados, este resultó ser específico, fiable, 

eficiente y rápido para su uso previsto. Aunque, se puede considerar el uso del método 

con Spin Column Soil DNA Miniprep Kit optimizándolo de mejor manera para mejorar 

su eficiencia. 

 

 
Los resultados de la cuantificación de las muestras avícolas se expresaron en log10 copias 

de Salmonella por g de contenido cecal (Figura 9). Se evidencia que el método optimizado 

se puede utilizar para diferenciar la carga de viable y no viable de Salmonella en muestras 

de contenido cecal para una estimación más precisa de la cantidad del patógeno presente 

y evitar resultados sobreestimados. Estas muestras de contenido cecal fueron sometidas a 

distintos tratamientos (dietas) para probar si reducen o eliminan la colonización por S. 

Infantis. Este estudio al formar parte del proyecto “Aplicación del probiótico 

Lactobacillus fermentum con una dieta enriquecida con biomasa de microalgas como 

fuente de prebióticos para reducir la colonización con Salmonella enterica serovar Infantis 

en pollos broiler”, no puede darse mayor detalle de cada tratamiento y resultados del 

mismo. 
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Figura 9. Cuantificación de las muestras de contenido cecal de pollos broiler 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CAPÍTULO IV 

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

4.1. Conclusiones 

 
Se estandarizó el método de qPCR basado en el tinte de viabilidad bacteriana PMAxxTM, 

donde 6,25 µL del tinte a una concentración de 5 mM inhibió significativamente las 

células muertas para una diferenciación más precisa de la carga viable y no viable de 

Salmonella. La qPCR para Salmonella spp. demuestra tener una sensibilidad y 

especificidad adecuada, por lo que puede ser usada para la cuantificación de la carga viable 

de Salmonella spp. en contenido cecal de origen avícola. 

 

 
Se optimizó la composición de la mezcla de reacción de qPCR - PMAxxTM basándose en 

lo recomendado por el fabricante del Kit de Viabilidad bacteriana de qPCR PAM™ 

(Biotium, Estados Unidos) con 5 µL de la plantilla de ADN, 0,4 µL del primer y 0,5 de 

ROX para evitar estructuras secundarias, Ct muy bajos y normalizar la reacción. También, 

se optimizó las condiciones de la reacción de qPCR como se describe en el trabajo. 
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Se obtuvo la ecuación de la recta a partir de un cultivo puro de Salmonella para el gen 

invA con el ADN obtenido de dos kits de extracción. Los resultados indicaron que con el 

ADN del QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit se obtuvo un mejor rendimiento de la 

reacción con una eficiencia del 84,95% y una correlación lineal mayor a 0,99, por lo que 

se recomienda usarlo en investigaciones futuras. Sin embargo, queda a criterio de cada 

investigador tomar la decisión de que kit de extracción le genera mejores resultados. 

 

 
Se evaluó la aplicabilidad del método en muestras de contenido cecal de pollos broiler, 

donde la técnica logró cuantificar la carga de Salmonella viable en este tipo de muestras. 

Las investigaciones posteriores que se realicen podrían utilizar este método optimizado 

para la cuantificación de Salmonella viable en otras matrices de origen avícola, como 

polvo, huevos, carne, piensos, etc. 

 

 
4.2. Recomendaciones 

 

 
 

Utilizar equipos de laboratorio con calibración vigente, materiales libres de contaminación 

y áreas que sean de uso exclusivo para la realización de ensayos de qPCR, para evitar 

interferencias que conlleven a resultados poco confiables. 

 

 
Tener sumo cuidado en el proceso de extracción de ADN, pues si no se eliminan residuos 

de los reactivos usados o se da un mal manejo de la muestra conlleva a procesos de 

inhibición de la qPCR. 

 

 
Realizar un spin de las placas antes de colocarla en el Termociclador Illumina Eco™ Real- 

Time PCR System, para eliminar burbujas que se encuentren y evitar que la mezcla quede 

pegada a las pareces de los pocillos. 
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ANEXOS 

 

ANEXO A. Análisis estadística ANOVA y prueba de Tukey 

 
Análisis de Varianza de los tratamientos en la inhibición de células muertas 

 
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Tratamiento 2 14,2694 7,13471 258,49 0,000 

Error 5 0,1380 0,02760 
  

Total 7 14,4074 
   

 

 
Prueba de Tukey 

 

Tratamiento N Media Agrupación 

1 3 6,0294 A 

2 3 5,7490 A 

3 2 2,818 B 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 

 

 

ANEXO B. Diferencia de Ct observada en los tratamientos para evaluar el efecto 

inhibidor del tinte PMAxxTM 

 

 

 

 

Cultivo viable 
 

 
Cultivo no viable 

sin PMAxx 

 
 
 

Cultivo no viable 

con PMAxx 



 

 
 
 

 

ANEXO C. Cálculo del número de copias en qPCR del gen invA en la hoja de cálculo de Excel 

 

 

 
Tabla 11. Número de copias u valores de Ct del gen invA con el ADN del Spin Column Soil DNA Miniprep Kit 

 
Tamaño del genoma de Salmonella Infantis U1068s Bp 5003989 

Concentración del stock del ADN genómico ng/µL 29,000 

Masa de 1 molécula de Salmonella U1068S nanogr 5,48437E-06 

Nº copias in 1 µL stock Nº copias/µL 5,29E+06 

 
 

Dilución 
Nº copias por 

µL 

Vol reacción 

(µL) 

Nº copias en 

qPCR 
log nº C Ct1x Ct2x Ct3x Ct4x Ct5x 

Media 

Ct 

-1 5,29E+05 5 2643876,12 6,42 16,93 16,94 17,07 17,24 17,02 17,04 

-2 5,29E+04 5 264387,61 5,42 20,19 20,49 20,88 20,86 20,15 20,51 

-3 5,29E+03 5 26438,76 4,42 23,97 24,26 24,25 24,98 24,25 24,34 

-4 5,29E+02 5 2643,88 3,42 28,83 28,81 28,88 28,49 29,3 28,86 

-5 5,29E+01 5 264,39 2,42 32,56 32,46 32,62 32,72 32,45 32,56 

-5,5 2,64E+01 5 132,19 2,12 34,41 33,59 34,53 34,98 34,88 34,48 
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Tabla 12. Número de copias u valores de Ct del gen invA con el ADN del QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 

 
Tamaño del genoma de Salmonella Infantis U1068s Bp 5003989 

Concentración del stock del ADN genómico ng/µL 15,700 

Masa de 1 molécula de Salmonella U1068S nanogr 5,48437E-06 

Nº copias in 1 µL stock Nº copias/µL 5,29E+06 

 
 

Dilución 
Nº copias por 

µL 

Vol reacción 

(µL) 

Nº copias en 

qPCR 
log nº C Ct1x Ct2x Ct3x Ct4x Ct5x 

Media 

Ct 

-1 2,86E+05 5 1431339,83 6,16 19,02 18,59 18,99 19,23 19,06 18,98 

-2 2,86E+04 5 143133,98 5,16 22,45 22,5 22,34 22,7 22,54 22,51 

-3 2,86E+03 5 14313,40 4,16 26,52 26,24 26,68 26,48 27,05 26,59 

-4 2,86E+02 5 1431,34 3,16 30,48 30,35 29,83 30,35 31,15 30,43 

-5 2,86E+01 5 143,13 2,16 34,15 33,84 33,59 33,68 33,43 33,74 
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ANEXO D. Cálculo de la concentración de las muestras de contenido cecal de origen avícola expresado en log10 copias de 

Salmonella 

 
 

Ecuación de la recta obtenida con el método optimizado de QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit: 
 

 

Donde: 

 

 

 
𝑦𝑦 = 𝐶𝐶𝐶𝐶 

𝑥𝑥 = 𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙10 𝑐𝑐𝑙𝑙𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑆𝑆𝑐𝑐𝑙𝑙𝑆𝑆𝑙𝑙𝑆𝑆𝑑𝑑𝑙𝑙𝑙𝑙𝑐𝑐 

𝑦𝑦 = −3,7446𝑥𝑥 + 42,011 

 

Tabla 13. Cálculo de la concentración de contenido cecal 
 

Tratamientos log10 copias de Salmonella Media Media log SD 

 
Control 

R1 NA NA NA NA NA NA NA NA NA  
NA 

 
NA R2 NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

R3 NA NA NA NA NA NA NA NA NA 

 
1 

R1 4,4467 4,9167 4,2250 3,8779 NA NA 4,0541 5,1891 4,4516  
4,1002 

 
0,6806 R2 4,1609 5,4481 3,9713 3,9206 NA NA 3,9526 4,1769 4,2718 

R3 4,2170 3,5520 2,2996 3,5520 NA NA 3,8271 4,0167 3,5774 

 
2 

R1 3,8538 4,5535 3,6509 4,1155 4,1182 4,4413 ND ND 4,1222  
3,9136 

 
0,4375 R2 3,6135 4,5428 2,9031 4,2624 3,7790 4,2998 ND ND 3,9001 

R3 3,5440 4,2063 3,4826 3,7096 3,5120 3,8565 ND ND 3,7185 

*NA = no aplica (sin amplificación) 

*SD = desviación estándar 



 

ANEXO E. Generación de la biomasa, Tinción con PMAxxTM y Extracción del ADN  

de los cultivos puros 
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ANEXO F. Elaboración de la qPCR en tiempo real 
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ANEXO G. Toma, procesamiento y extracción del AND del contenido cecal de origen 

avícola 
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