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Introduccion: El género Salmonella esta conformado por patégenos alimentarios causan-
tes de salmonelosis, una enfermedad de distribucién cosmopolita, que afecta a todos los
grupos poblacionales, tanto en los paises desarrollados como en los que estdn en via de
desarrollo, siendo un problema de salud publica. Con relacién a esto, los biomarcadores mo-
leculares se convierten en una herramienta util para su diagnéstico y seguimiento.

Objetivo: Describir los marcadores moleculares del género Salmonella y las diferentes téc-
nicas moleculares empleadas para su deteccidén en la actualidad.

Metodologia: Se realizé una busqueda bibliogrifica en las bases de datos Science direct,
PubMed, Proquest y Ovid, utilizando 5 palabras clave, las cuales se combinaron de diferen-
tes maneras para finalmente obtener 50 referencias bibliogrificas.

Resultados: Se evidencia gran variedad de biomarcadores del género Salmonella, los cuales
son detectados por pruebas moleculares, como la técnica de PCR, que permite la deteccién
directa de genes que codifican para los antigenos somdticos O y flagelares H de Salmonella'y
la determinacién de los posibles serovares implicados en las enfermedades transmitidas por
alimentos, de una manera rapida y precisa. Cabe resaltar las ventajas de los métodos mo-
leculares frente a la serotipificacién en cuanto al costo-beneficio, estandarizacién 6ptima,
alta sensibilidad, especificidad y rapidez en la obtencién de los resultados.

Conclusiones: Los biomarcadores moleculares se consideran una herramienta de referen-
cia para la identificacién de serovares de Salmonella y su serotipificacion, a través de la PCR,
con un alto nivel de especificidad y sensibilidad en los resultados, aportando informacién
relevante a nivel epidemiolégico.

Palabras clave: alimentos, molecular, patégeno, PCR, Salmonella.

ABSTRACT

Introduction: The Salmonella genus is composed of food pathogens that cause salmone-
llosis, a disease of cosmopolitan distribution that affects all population groups, both in de-
veloped and developing countries, being a public health problem. In this regard, molecular
biomarkers become a useful tool for its diagnosis and monitoring.

Objective: Describe which are the molecular markers of the Salmonella genus and their
determination through different molecular techniques currently used.

Methodology: A bibliographic search was performed in databases such as Pubmed, Scien-
ce direct, Elsevier, NCBI, Proquest and Ovid, using 5 keywords, which were combined in

Salud

VoL. 38 (3) 2022 - 858-874
BarraNQuILLA (COL.)




860

Claudia Patricia Jaimes-Bernal,
Maria Inés Torres-Caycedo,
Diego Alexander Herrera Gonzalez

Biomarcadores moleculares del género
salmonella aislada en alimentos

different ways to finally obtain 50 bibliographic references from the year 2005 to currently,
selecting articles in English and Spanish.

Results: A great variety of biomarkers of the Salmonella genus are evident, which are de-
tected by molecular tests such as the PCR technique, this allows the direct detection of the
genes that encode the somatic O and flagellar H antigens of Salmonella and quickly allows
the determination of the possible serovars involved in food-borne diseases, in a fast and
precise way, in addition to highlighting the advantages of the described molecular methods
compared to serotyping in terms of cost-benefit, optimal standardization, high sensitivity,
specificity and speed in the results.

Conclusions: Molecular biomarkers are considered a reference tool for the identification
of Salmonella serovars and their serotyping, through molecular techniques such as PCR,
with a high level of specificity and sensitivity in the results, which are of epidemiological

importance.

Keywords: food, molecular, pathogen, PCR, Salmonella.

INTRODUCCION

Se considera la Salmonella como un género variado de bacilos gramnegativos y un importante pa-
tégeno alimentario, responsable de una alta morbilidad y mortalidad en un rango amplio de hués-
pedes, entre ellos, humanos, aves y mamiferos. Esta bacteria causa en humanos la enfermedad
conocida como salmonelosis, que se presenta con diarrea leve, aunque puede llegar a ser mortal
dependiendo del estado inmune del individuo, de la dosis de infeccién y la cepa infectante. Es de
distribucién cosmopolita y afecta a todos los grupos de edades, tanto en los paises desarrollados
como en los que estdn en via de desarrollo, constituyéndose en un importante problema de salud

publica, con impacto a nivel econémico tanto en humanos como animales (1).

La deteccién e identificacién rapida y confiable de este patégeno en alimentos y demds ambientes
es la clave para salvaguardar el suministro de alimentos y evitar su contaminacién (2). Entre las
patologias mdas importantes se presenta la salmonelosis no tifoidea, una de las enfermedades bac-
terianas transmitida por los alimentos mas frecuente. Los miembros del género Salmonella son
considerados el segundo patdgeno bacteriano mas prevalente, y ocasionan alrededor de 94 625
casos en personas, confirmados en 2015 en Europa, y representan el 22.5 % de los brotes reporta-
dos por contaminacién en alimentos. En los Estados Unidos, Salmonella causa aproximadamente

1.1 millones de casos de enfermedades transmitidas por alimentos cada afio (3).
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A nivel Colombia, se tiene un subregistro acerca del verdadero problema de Salmonella, tanto en
identificacién de reservorios como en infecciones, morbilidad y mortalidad asociada; ademas, el
estudio mds reciente sobre Salmonella aislada de alimentos se realizé en la Costa Atlantica y de-

mostrd la presencia de diversos serotipos circulantes (4).

El género Salmonella consta de dos especies: Salmonella entérica y Salmonella bongori (V), que in-
cluye mds de 2500 serotipos. Por su parte, S. entérica se subdivide en seis subespecies: entérica (I),
salamae (II), arizonae (IIla), diarizonae (IIIb), houtenae (IV) e indica (VI) (5).

La identificacién de los serogrupos y serotipos de Salmonella se ha realizado a través del uso de
antisueros (serotipificacién); no obstante, el aislamiento microbioldgico, las pruebas bioquimicas
y la serotipificacion llevan un tiempo considerable, son costosas y han mostrado limitaciones, en
algunos casos han sido incapaces de establecer dichos serotipos (6). Estas dificultades han hecho
que se desarrollen técnicas moleculares mas precisas para la identificacién, como por ejemplo, el
uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes, para la amplificacién de genes

como invasina A (invA), siendo un ensayo selectivo y robusto (7).

Considerando la importancia del diagndstico con certeza del género Salmonella y sus serotipos,
se propone esta revisién con el objetivo de describir cuéles son los marcadores moleculares y las

diferentes técnicas utilizadas para la determinacién de este patégeno.

METODOLOGIA

Para la elaboracion de esta revisiéon de tema no sistematica se realizé una busqueda bibliografica
en las siguientes bases de datos: Pubmed, Science Direct, Elsevier, Proquest y Ovid, utilizando los
siguientes descriptores: Alimento (D005502), Molecular (D002850), Pat6geno (D009676), PCR
(D016133) y Salmonella (D012475), los cuales se combinaron de diferentes maneras para final-
mente obtener 50 articulos. Los criterios de seleccién de los articulos fueron: [1] publicaciones
en revistas indexadas; [2] publicaciones de los ultimos quince afios; [3] publicaciones que men-
cionaran andlisis y técnicas moleculares. Los articulos seleccionados fueron tanto en inglés como
en espafiol, publicados entre 2005 y 2020, afios en los que se encontré informacién indispensable

para la construccién de esta revision.
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METODOS MOLECULARES PARA LA DETERMINACION DE
SALMONELLA

La deteccién de patégenos en alimentos por métodos de diagnéstico convencional implica varias
etapas, y en muchos casos son eficaces y con bajos costos, sin embargo, presentan la desventaja
de aportar resultados en dias o semanas, ser laboriosos en algunos casos y solo permiten la iden-

tificaciéon de género y en pocos casos la especie (8).

A través de la historia se tiene registro que los principales avances en los ensayos de deteccién
de patdégenos en alimentos, basados en 4cidos nucleicos, se produjeron a partir de 1980 (9). Con-
siderando lo mencionado, los primeros métodos de identificacién molecular que se emplearon
fueron la hibridacién ADN-ADN, el andlisis de secuencias del ADNr 168, la hibridacién con sonda
especifica y el andlisis de Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLP) o riboti-

pificacién (9).

Con el pasar de los afios, descubrimientos como la PCR, la clonacién, la secuenciacién y la tecno-
logia de deteccién por fluorescencia, asi como la accesibilidad a informacién en bases de datos,
han aportado al desarrollo de nuevas herramientas moleculares, mostrando un incremento en su

uso (8,9).

Se han desarrollado diferentes protocolos basados en métodos moleculares para la deteccién de
Salmonella a partir de muestras clinicas y alimentos (10). Recientemente se ha dado un paso hacia
las plataformas moleculares mas sofisticadas para la identificaciéon de microrganismos patégenos,
incluyendo sistemas de amplificacién in vitro en tiempo real, biosensores y microarreglos, los
cuales han sido desarrollados o se estan desarrollando para su uso como métodos ripidos en la

deteccién de patégenos en alimentos (9,11).

Considerando lo referido, se observa que a través de los afios se han venido desarrollando técnicas
dependiendo de las necesidades que se requieran en cuanto a investigacion, por eso se muestra la

evolucién con respecto a estos métodos. (figura 1)
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LINEA DE TIEMPO PRUEBAS MOLECULARES
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Fuente: elaboracién propia.

Figura 1. Linea de tiempo de las pruebas moleculares mas relevantes a través de la
historia. 1953: se realiza el descubrimiento de la estructura de ADN. 1957: se utilizan por
primera vez los biosensores. 1961: se descifra el cddigo genético. 1975: se da inicio a
ensayos con la técnica RFLP (Polimorfismos de fragmentos de restriccion). 1985: Kary
Mullis inventa la técnica de biologia molecular PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa). 1987: Se desarrolla la técnica MALDI-TOF en Japon. 1989: se realizan los
primeros ensayos con Microarrays. 2001: se descubre el 99 % del genoma humano.
2005 se avanza en variantes de la PCR como la gPCR (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa en tiempo real). 2012: desarrollo de la técnica CRISPR.
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TECNICAS PARA DETERMINAR PATOGENOS EN ALIMENTOS

Como ya se ha mencionado, para la determinacién de Salmonella se han estandarizado una gran
variedad de métodos, como los inmunosensores, pruebas bioquimicas (12), estudio microbio-
l6gico de control de alimentos (13), reacciones de amplificacién de ADN basadas en PCR (14),
repeticiones palindrémicas cortas, agrupadas y regularmente interespaciadas por su acrénimo
en inglés, CRISPR (15), microarreglos e inmunoensayos (16), cada uno con sus caracteristicas y

campos de accién determinados.

En la actualidad las técnicas moleculares superan las limitaciones de las técnicas tradicionales
y seroldgicas para la deteccién correcta de patdgenos. Las pruebas moleculares permiten una
identificacién mds eficiente y de mayor fiabilidad, ademas de ser muy variadas y aplicables en casi
cualquier diagnéstico asociado con agentes bioldgicos y en cualquier campo de accién (17). Al
respecto, entre las técnicas moleculares que se han utilizado para genotipificar microorganismos
estd la PCR. Este método es mas rdpido, mds simple y mas econémico que otros métodos de tipi-

ficacién genémica mencionados anteriormente (18).

Los procedimientos de tipificacién molecular como electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE),
rep-PCR (Repetitive Element Palindromic PCR) y tipificacién de la secuencia multilocus (MLST) se
han empleado de manera efectiva en investigaciones epidemioldgicas y filogenéticas de los dife-

rentes patégenos, especialmente Salmonella (19).

Existen otras técnicas mas recientes, como la espectrometria de masas MALDI-TOF, que se posi-
ciona como una metodologia relevante para la identificacién de microorganismos; esta se funda-
menta en el andlisis de proteinas, a través de la creacién de un espectro de masas especifico de

género y especie (20).

Otro método de diagnédstico que se utiliza con frecuencia y que permite obtener resultados rapi-
dos de deteccién de Salmonella y demds patdgenos es la técnica inmunocromatogréfica. Se trata
de una prueba cualitativa en la cual la muestra reacciona con los conjugados coloreados (anticuer-

pos anti-Salmonella) (12).

Los inmunosensores electroquimicos son biosensores de ligando de afinidad basados en disposi-
tivos de estado sélido en los cuales ocurren reacciones inmunoquimicas en la superficie del trans-

ductor para generar una sefial electroquimica. El concepto de la metodologia del inmunosensor

Salud

VoL. 38 (3) 2022 - 858-874
BarraNQuILLA (COL.)



865

Claudia Patricia Jaimes-Bernal,
Maria Inés Torres-Caycedo,
Diego Alexander Herrera Gonzalez

Biomarcadores moleculares del género
salmonella aislada en alimentos

es similar a la prueba de ELISA convencional. La tecnologia permite la determinacién altamente

sensible del inmunocomplejo (anticuerpo-antigeno) utilizando diferentes métodos (21,22).

Elinmunodiagnéstico se aplica para la rapida deteccién de patégenos que no pueden identificarse
facilmente por otros métodos convencionales. El desarrollo del ensayo se considera como un hito
importante en el avance del diagnéstico serolégico de enfermedades causadas por virus (23). Sin
embargo, cambios importantes en el ADN y las tecnologias de secuenciacién estin enfrentando

un desafio en la deteccién e identificacién de subtipos de Salmonella (24).

Las secuencias CRISPR han sido reportadas como posibles secuencias diana para el desarrollo de
ensayos PCR especificos encaminados a la subtipificacién de aislados de Salmonella. A pesar de los
resultados no concluyentes reportados en diversos estudios, otros han hallado que estas conse-
cuencias pueden ser prometedoras para la identificacién de aislados de Salmonella. Estas regiones
CRISPR estan compuestas por una serie de repeticiones directas con secuencias de 21 a 37 nucleé-

tidos, separadas por secuencias espaciadoras tnicas de 20 a 40 nucleétidos especificamente (25).

La mayoria de las técnicas aplicadas para la determinacién de patdgenos se caracterizan por ser sen-
cillas, rdpidas, sensibles y versatiles (26,27), pero no todas cumplen estos requisitos, algunas son de

alto costo y de un manejo complejo, como por ejemplo, la espectrometria de masas MALDI-TOF (28).

En virtud de las técnicas moleculares, se ha podido identificar que la contaminacién de los alimen-
tos, del medio ambiente (agua, roedores, insectos, aves) y de los productos de origen animal tienen

un desempefio clave en el ciclo infeccioso de Salmonella por medio de los biomarcadores (29).

MARCADORES MOLECULARES DEL GENERO SALMONELLA

La identificaciéon del serotipo y posterior clasificacién de los aislados de Salmonella se han basado
histéricamente en estudios seroldgicos, reacciones de anticuerpos especificos con caracteristicas

del antigeno del aislado particular (5).

Considerando lo mencionado previamente, para determinar los diferentes biomarcadores que
ayudan en la deteccién de los serotipos del género Salmonella, existen diferentes técnicas, las cua-
les se pueden clasificar en las siguientes categorias: métodos basados en 4cidos nucleicos como
la PCR, métodos inmunoldgicos (ELISA) y métodos basados en biosensores, dando asi un amplio

campo para detectar y convertirse en una gran ayuda diagnéstica (30,31).
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La posibilidad de confirmar los resultados obtenidos aplicando un método molecular mediante
el cultivo no es adecuado, y esto podria deberse a reacciones inespecificas que ocurren en los di-
ferentes cultivos o caldos de enriquecimiento utilizados, ya que se puede presentar una reaccién

cruzada del ADN investigado con similares microorganismos taxonémicos (32).

Parallegar a la determinacién efectiva de los biomarcadores del género Salmonella se han emplea-
do diferentes métodos moleculares como principal herramienta diagnéstica (33), hasta llegar a
un punto muy importante, los linajes de serogrupo / serovar, que se basan en la férmula de Kauff-

mann-White (figura 2), cada categoria (en recuadro) es detectada por un marcador genético (34).

Serovar {
Serogroup

5 Typhimurium
~— o o =2 &
Agona

Cc2
- — Enteritidis
S. enterica @ @ R @ @
D < 5A
. Dublin
@D D=
AT > D
E1
e Paratyphi A
SeclllEE 1 @
G
o Typhi
S <o 1 D
Fuente: Figura 2: Richmond G, Khine H, Zhou T, Ryan D, Brand D, McBride M, Killeen K. Mass-

Code Liquid Arrays as a Tool for Multiplexed High-Throughput Genetic Profiling. PLOS ONE. 2011;
4 (6): 1-14.

Figura 2: Linajes de serogrupo / serovar basados en formulas de Kauffmann-White;
esta clasificacion se basa en un sistema que clasifica el género Salmonella en serotipos,
basados en antigenos de superficie (51).
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La clasificacién por serotipos es el primer paso esencial en la caracterizacién de los aislamientos de
Salmonella y es importante para la vigilancia, seguimiento de la fuente y deteccién de brotes en pro
de frenar las ETA (35). Para mejorar la deteccién y reducir la carga de salmonelosis, se han desarrolla-

do métodos moleculares de serotipos de Salmonella de alto rendimiento y a bajo costo (36).

Los serotipos S. Enteritidis y S. Paratyphi son los mds prevalentes en los aislamientos de alimen-
tos, los cuales también se identifican correctamente a través de PCR maultiple disefiados para la
amplificacién de genes, que permiten la identificacién de serogrupo y serotipo, respectivamente
(37). En los productos de PCR convencional la manera como se detecta si ocurri6 la amplificaciéon
es por medio de electroforesis en gel de agarosa ademas, al incluir marcadores de peso molecular
es posible determinar el peso del segmento amplificado, y asi corroborar si realmente correspon-

de al tamario del gen que se quiere identificar (38).

Algunos biomarcadores del género Salmonella permiten la deteccién directa de los genes que codi-
fican para los antigenos somaticos O y flagelares H de Salmonella y posibilitan de manera rapida
la determinacién de los posibles serovares implicados en las enfermedades transmitidas por ali-

mentos (39).

DISCUSION

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa cominmente encontrada en personas alrededor del
mundo (40). El género Salmonella es considerado uno de los causantes mas frecuentes de diarrea
aguda en las personas a través de los alimentos y la incidencia parece estar aumentando en varios
paises a nivel mundial; ademas, Salmonella Typhimurium es el serotipo mds comun identificado y

considerado como uno de los més virulentos que afectan a las personas de todas las edades (41).

La deteccién de Salmonella en los alimentos es esencial desde la perspectiva clinica, epidemio-
légica y de control de infecciones (42); también la PCR es considerado un método rapido para la
deteccién e identificacién de patdégenos como Salmonella (43). Estos métodos moleculares, como
la PCR en tiempo real, son altamente sensibles, muy especificos, rapidos y reproducibles en todos

los campos de accién que se desempetien (44,45).

La virulencia de los diferentes serovares existentes de Salmonella probablemente no sea el resulta-
do de un solo cambio genético, sino, mas bien, de una serie de alteraciones en una gran cantidad

de genes asociados a la virulencia (46).
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Para llegar a este punto se pasé por varios métodos tanto moleculares como convencionales. El
método de cultivo convencional es conocido por ser el estdndar para la deteccién de bacterias en
alimentos, pero generalmente lleva mas tiempo y podria ser menos sensible en comparacién con
las técnicas de base molecular. Por lo tanto, el uso del método de PCR especifico es un procedi-
miento util para la identificacién rapida de Salmonella en alimentos, ya sea en rutina pruebas o

esfuerzos de investigacién (47).

El ensayo de PCR y demds técnicas moleculares constituyen una herramienta que agiliza y for-
talece el diagnéstico de Salmonella en diferentes alimentos, lo cual permite liberar los productos
alimenticios en un menor tiempo (48). La variacién en los datos observados de los diferentes es-
tudios realizados para la deteccién de Salmonella en alimentos esta relacionada con la implemen-
tacién de normas estrictas de bioseguridad en diferentes lugares de produccién y fabricaciéon de

productos alimenticios y un adecuado manejo de estos productos durante los ultimos afios (49).

La mayoria de técnicas tienen limitaciones son relativamente complicadas; necesitan experticia
y utilizan productos quimicos peligrosos, por lo que el analisis rutinario de muchas muestras re-

sulta poco practico.

Los biomarcadores se consideran propiedades cuantificadas que pueden establecer una patologia
0, en este caso, una caracteristica del microorganismo, siendo estos una herramienta diagndstica,
ya que pueden ser especificos de células, enzimas, genes y hormonas y por medio de las técnicas
moleculares se llega al punto de reconocer estos biomarcadores. Para Salmonella, un ejemplo de
biomarcadores son los antigenos O somdtico y H flagelar, los cuales tienen funciones diferentes y
se encuentran en la capa lipidica y los flagelos de la bacteria; ademds de poder clasificar los sero-
tipos y serovares por medio de ellos, se encuentra una caracteristica tinica y es la medicién de la

virulencia de este patégeno en los humanos (39).

Las infecciones bacterianas del género Salmonella son responsables de una gran cantidad de en-
fermedades alrededor del mundo. Estas enfermedades causan pérdidas econémicas significativas
a los empresarios y demas productores de alimentos. Ademas, en los diferentes alimentos, espe-
cialmente productos carnicos y avicolas, son los principales reservorios de Salmonella que pueden

transmitirse a los humanos a través de la cadena alimentaria (50).
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CONCLUSIONES

Las diferentes técnicas de diagnéstico molecular representan en la actualidad una alternativa pro-
metedora en el campo de la investigacién y en el control de calidad de los alimentos, debido a su
rapidez, alta sensibilidad y eficiencia para la deteccién temprana de microorganismos patégenos.
Por esto mismo, el nimero de métodos moleculares con gran utilidad en el drea de microbiologia
de alimentos se ha ido aumentando y diversificando, cada uno con sus respectivas fortalezas y
debilidades, las cuales deben tenerse en cuenta en el momento de cumplir con los objetivos plan-

teados en los diferentes campos de accién.

Los biomarcadores moleculares se consideran una herramienta de referencia para la identifica-
ci6én de serovares de Salmonella y su serotipificacidn, a través de técnicas moleculares, con un alto
nivel de especificidad y sensibilidad en los resultados, un tiempo menor en los procesos, rendi-
miento en el costo-beneficio, ademads de obtener datos especificos los cuales son de importancia

epidemiolégica.

La PCR destaca entre todas las técnicas como el método de diagndstico molecular mas aplicado
en el area de alimentos y, recientemente, variaciones de este, como la PCR en tiempo real, han
sumado ventajas adicionales a esta técnica, entre las que se destaca una mayor velocidad en la
obtencién de resultados, especialmente en el aislamiento de Salmonella y la determinacién de sus

biomarcadores.

La detecciéon de microorganismos patdgenos en muestras de alimentos, o en materias primas
utilizadas para la fabricacién de los mismos, es uno de los principales retos en la industria alimen-
ticia actual; por ello mismo es de gran ayuda y de apoyo las técnicas moleculares, para asi obtener

un gran control de calidad, evitando la contaminacién de patégenos como Salmonella.
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