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MICROBIOLOGIA DEL HUEVO Y SALMONELLA SPP.
GUILLERMO SUAREZ FERNANDEZ

«Un huevo fresco es aquel que no presenta ningiin riesgo de provocar una
toxiinfeccion cualquiera que sea el tipo de preparacion culinaria a que se le some-
ta». Bernard Sauveur. INRA, Tours.

La salmonelosis es una toxiinfeccién alimentaria producida por bacterias del géne-
ro Salmonella que comprende mds de 2.700 serovariedades o serotipos, cuya clasifi-
cacién y diferenciacién tiene un gran valor epidemioldgico a la hora de evaluar un
brote infeccioso y su origen. El progreso en los esquemas de clasificacién en Salmo-
nella, con nuevas especies y subespecies diferenciadas por métodos moleculares tiene
una finalidad cientifica indudable, pero la epidemiologfa nos dice que cualquier sero-
tipo puede ser patégeno en determinadas condiciones para el hombre y los animales.
Existe, sin embargo, cierta restriccién de hospedador frente a ciertos serotipos y S.
entérica sv. Typhi ataca, exclusivamente, al hombre, la sv. Pullorum y la sv. Gallina-
rum solamente infectan a las aves, la sv. Abortus ovis afecta a la oveja como la sv.
Abortus equi a los equinos. Son éstas excepciones que confirman la regla. (Tabla 1).

La mayor incidencia de salmonelosis humana y animal se debe a los serovares
Enteritidis y Typhimurium, capaces de producir infeccién o toxiinfeccién indiscrimi-
nadamente en el hombre, animales de renta y compailfa y roedores salvajes.

La infeccién por Salmonella se caracteriza, en general, por un sindrome febril con
gastroenteritis grave si el proceso septicémico no se trata debidamente. El término
toxiinfeccién pretende armonizar el hecho infeccioso de la invasién gastrointestinal y
la difusién sistémica de Salmonella, con la absorcién de endotoxinas o lipoproteinas
de las salmonelas, destruidas a nivel del intestino por los mecanismos defensivos,
aunque esta accién patégena es escasamente significativa frente a la propia infeccion
microbiana.

EL AGENTE ETIOLOGICO. GENERO SALMONELLA

Salmonella spp. se compone de bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos,
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

Los miembros de este género son méviles debido a la accién de flagelos peritricos,
con muy escasas excepciones a esta cualidad a causa de una disfuncién flagelar, tal y
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como ocurre en S. pullorum y S. gallinarum, serovariantes adaptadas a las aves en
las que provocan procesos infecciosos tales como la pullorosis en los pollitos y el
célera o tifosis aviar en el ave adulta.

Las salmonelas son organotréficas, capaces de metabolizar los nutrientes por una
via respiratoria o fermentativa. Las salmonelas son oxidasa negativas y catalasa posi-
tivas, capaces de utilizar el citrato como tnica fuente de carbono, producen hidrégeno
sulfurado, lisina y ornitina decarboxilasas y no hidrolizan la urea. Los microorganis-
mos del género Salmonella tienen un crecimiento éptimo a 37°C y catabolizan la D-
glucosa y otros carbohidratos con produccién de 4cido y gas.

Estos datos permiten una identificacién bioquimica de las estirpes de Salmonella
aisladas de diferentes substratos.

La siembra en agar-hierro-triple azdcar (TSI) y en medios diferenciales tales como
verde brillante, desoxicolato y agar entérico Héktoen permiten abreviar en la identifi-
cacién de las estirpes aisladas.

En el momento actual se tiende a reducir el ndimero de biotipos en Salmonella
debido a una variacién genética por mutacién o intercambio intragenérico e intergené-
rico de plasmidos que codifican determinadas caracteristicas biolégicas originando
salmonelas atipicas que pueden originar problemas de diagnéstico, especialmente gra-
ves a nivel hospitalario o de explotacién ganadera, en especial avicola.

La nomenclatura y el concepto taxonémico del género Salmonella han progresado
a través de diversos esquemas basados en las caracteristicas bioquimicas y serolégicas,
siendo el mds conocido el de Kauffmann-White (Tabla 1). En las dltimas décadas la
clasificacion del grupo Salmonella ha experimentado una auténtica revolucién coinci-
diendo con el desarrollo de nuevas técnicas de Biologia Molecular, PCR, hibridacién,
ribotipado, homologia del DNA, hibridacién, electroforesis en gel de campo pulsado,
electroforesis de enzima multilocalizado y, en consecuencia queda anticuada la clasi-
ficacién de Salmonella en cinco subgéneros y la consideracién de S. cholerasuis como
especie tipo que pasaria a S. entérica subsp. emtérica serovar Typhimurium LT2.
Existe la propuesta de elevar S. entérica subsp. bongori a una nueva especie S. bon-
gori basado en el modelo electroforético de enzima multilocalizado.

Base diagndstica Caracteres Serotipo

Bioquimica Cinco subgéneros (I-V)
S.typhimurium

Tres especies (S. typhi, S. enteritidis

S. cholerasuis, S. enteritidis) sv. Typhimurium
Homologia DNA - Especie tipo y tnica especie S. entérica subsp.
Anilisis genético S. cholerasuis entérica

Siete subespecies sv. Typhimurium
Electroforésis de Dos especies S. entérica S. entérica sp.
enzima (con seis subespecies),
multilocalizado S. bongori

TaBLA 1. Esquemas taxondmicos de Salmonella spp.
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Este detalle taxonémico tiene escaso interés epidemiolégico ya que en el Instituto
Pasteur de Parfs (Centro de Referencia de Salmonella de 1a OMS) el 99,2 por cien de
los serotipos de Salmonella aislados pertenecen a S. entérica.

Las serovariantes de S. entérica se dividen en siete grupos de los cuales el grupo
I incluye los serotipos patégenos para el hombre y los animales como S. entérica sv.
Typhiy o las siguientes serovares: Paratyphi, Enteritidis, Typhimurium, Cholera-
suis, Dublin, Abortusovis, Pullorum, Gallinarum, entre otras.

Las salmonelas son microorganismos de gran ubicuidad en el ambiente y su «ha-
bitat» natural se encuentra en el canal gastrointestinal de los animales, vertebrados
homeotermos y poiquilotermos. Esta circunstancia unida a las practicas de manejo
ganadero a nivel de la explotacién ganadera perpetian el ciclo de contagio e infeccion
en Salmonella spp. (Tabla 2).

SALMONELOSIS EN HUEVOS Y OVOPRODUCTOS

El huevo tiene una estructura biolégica que hace dificil su contaminacién y la
penetracién de gérmenes desde el exterior no es ficil mientras conserve la pelicula de
mucina superficial que lo recubre, las membranas internas integras y las propiedades
bacterioliticas de la clara. Ambas defensas se debilitan o desaparecen en 48 horas y la
cdscara se hace permeable especialmente en condiciones de temperatura y humedad
elevadas o cambios en la presién interna del huevo.

El huevo

Las barreras fisicas que evitan de forma mecénica la penetracion y progresion
bacteriana hacia la yema del huevo son, la cuticula, la cédscara, las membranas, la clara
o albumen y la membrana vitelina.

La cuticula exterior de cardcter proteico se deseca con rapidez tras la puesta y
protege al huevo al obturar los poros de la cdscara, efecto protector que se va debili-
tando para desaparecer prcticamente a los dos o tres dfas. Al enfriarse el huevo
después de la puesta se produce una contraccién del contenido del huevo pero la
cuticula, en principio, impide la penetracion de aire o gérmenes a través de los poros
de la céscara, constituida por una trama proteica calcificada.

El nimero de poros por huevo varfa de 7.000 a 15.000, su didmetro de 10 a 30
micras y cada cm’ contiene entre 100 y 200, siendo méds numerosos en la parte mas
gruesa, de mayor béveda, a fin de favorecer la respiracion del futuro embrién. Las
variaciones de temperatura actian sobre el recambio gaseoso del huevo, aceleran la
formacién de la cdmara de aire en el polo superior achatado y favorecen la penetracién
de las bacterias exteriores a través de la cdscara y membranas.

La cuticula proteica externa de 0,01 mm. de espesor, que recubre el huevo evita en
principio la contaminacién interna, lo que explica la conveniencia de no lavar la cés-

cara de los huevos destinados al consumo humano.
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La parte interna de la cédscara se halla recubierta por dos membranas de un espesor
total de 0,07 mm., siendo la externa de doble grosor como minimo que la interna
(0,025mm.). Estas membranas estdn formadas por fibras proteicas de queratina entre-
cruzadas recubiertas de glicoproteinas que contienen amino4cidos poco comunes como
la desmosina y la isodesmosina. Las dos membranas estdn adheridas entre si, formando
una eficaz barrera protectora, pero al formarse la cdmara de aire se separan y pierden
efectividad mecdnica si bien conservan cierta actividad enzimética y bacteriolitica.

La clara liquida externa tiende a incrementar el pH de 7,4 en el momento de la
puesta hasta 9,3 después de varios dias de almacenaje. Este pH elevado se explica por
la difusién de CO, desde el exterior incrementando los bicarbonatos y no favorece el
crecimiento bacteriano, sin llegar a ser bactericida.

La parte espesa de la clara frena la difusién de los microorganismos en virtud de
la consistencia viscosa que le proporciona la ovomucina pero, ademds, existen meca-
nismos quimicos y biolégicos de tipo enzimético y efecto bacteriostatico o bacterioli-
tico, como son la lisozima, transferrina, avidina y flavoproteina, principalmente. Todas
estas defensas a las que habria que afiadir la membrana vitelina que protege a la yema,
explican por qué la contaminacién del huevo es de origen exterior habitualmente y rara
vez se contamina la yema.

Granja y manejo
Existen factores que inciden claramente en la contaminacién del huevo.

La ausencia de control microbiano en las granjas e industrias productoras de pienso
para animales, harinas de carne y pescado han asegurado la presencia de Salmonella
spp. en la cadena alimentaria. (Tabla 2).

Con respecto al mito sobre papel del huevo y los ovoproductos, como frecuente
causa de salmonelosis en el hombre, a consecuencia de una hipotética transmisién
transovérica de Salmonella spp. se puede decir que esta posibilidad est4 en sus horas
bajas en el momento actual porque si bien se ha logrado producir por via experimental
inoculando por via oral fuertes dosis de salmonelas (> 10°) el porcentaje de huevos
infectados verticalmente es muy bajo < 3 por cien y estas condiciones experimentales
extremas de contagio, no se dan de manera natural en las explotaciones avicolas.

En consecuencia, un huevo limpio procedente de una ponedora no infectada no
debe de albergar salmonelas en su interior, pero los huevos sucios puestos por aves
enfermas, en especial por las afectadas de diarrea son potencialmente peligrosas ya que
las envolturas pueden haberse contaminado desde el exterior.

Una excepcion a esta regla la presentan los huevos de pata que son portadores en
sus heces de Salmonella especialmente de los serotipos S. entérica sv. Enteritidis, sv.
Typhimurium y sv. Anatum. Estas aves ponen con frecuencia en lugares himedos y no
es infrecuente la infeccién ascendente del oviducto.

Por tanto, y sin abandonar el plano conceptual apoyado en la investigacién alimen-
taria la vieja idea de la contaminacién bacteriana transovérica del huevo por mecanis-
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Afio | Pais Alimento Serovar. Casos
1973 | Canada Chocolate S. eastbourne 217
1973 | Trinidad Leche en polvo S. derby 3.000
1974 | Estados Unidos Ensaladilla S. newport 3.400
1976 | Australia Leche natural S. typhimurium 500
1976 | Espafia Ensaladilla S. typhimurium 702
1977 | Suecia Mostaza de alifio S. enteritidis 2.865
1981 | Holanda Ensalada S. indiana 600
1981 | Escocia Leche natural S. typhimurium 654
1984 | Canada Quesos Cheddar S. typhimurium 2.700
1984 | Francia Paté de higado S. goldcoast 756
1985 | Internacional Helado S. enteritidis 766
1985 | Estados Unidos Leche pasterizada S. typhimurium 1.000
1987 | China Bebida de huevo S. typhimurium 1.113
1988 | Japén Pescado S. champaign 151
1991 | Japén Huevo cocido Salmonella 450
1991 | Alemania Macedonia de frutas S. enteritid 900
1993 | Francia Mayonesa S. enteritidis 751
1993 | Alemania Patatas con pimiento S. saintpaul 670
1994 | Estados Unidos Helado S. enteritidis 645
1995 | Finlandia Brotes de alfalfa S. bovismorbificans 492

TaBLA 2. Principales brotes de salmonelosis humana.

mos naturales no se puede sostener. Existen dos serotipos de Salmonella S. entérica
sv. Pullorum y sv. Gallinarum que producen enfermedades de cardcter agudo, acentua-
da letalidad y gran interés econdémico para la industria avicola, pero no significan
riesgo alguno para la salud publica.

La infeccioén aviar generalizada por otros serotipos de Salmonella no es nada
frecuente en pollos o en ponedoras.

La inoculacién experimental de sv. Enteritidis por via oral con elevadas cantida-
des de bacterias provoca la contaminacién interna de un bajo porcentaje de huevos.
Estas circunstancias, repetimos, no pueden darse en una explotacién avicola de forma
asintomadtica o larvada.

En consecuencia la contaminacién interna o intima de huevos recogidos y conser-
vados en buenas condiciones higiénicas debe considerarse excepcional, pero no ocurre
lo mismo con los ovoproductos.

Contaminacién en ovoproductos
Existen los siguientes peligros de polucién:

— Mezcla de un huevo contaminado con millares de huevos sanos.
— Insuficiente limpieza y desinfeccién del material.
— Manipuladores portadores de gérmenes.

— Retraso en la proteccién de la mezcla por el frio.
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Estos riesgos de contaminacién no son superiores a la de diversos lactoderivados,
como leche en polvo y helados o diferentes preparados carnicos tipo hamburguesa o
embutidos frescos.

En el dltimo cuarto de siglo se han registrado veintidés grandes epidemias de salmo-
nelosis humana de origen alimentario y solamente en dos casos se estimé el origen del
contagio a través del huevo, siendo un vehiculo de infeccién comparativamente mas fre-
cuente, por €j., la carne picada o en embutidos o la leche natural y sus derivados.

La revisién del boletin Epidemiolégico y Microbiolégico del Instituto de Salud
Carlos III correspondiente a los tltimos cinco afios nos muestra una predominacién de
los serotipos de Salmonella aislados de alimentos S. entérica sv. Enteritidis de 133 a
176 estirpes por aiio, S. entérica sv. Typhimurium de 59 a 69 cepas por afio. Estos son
los dos serotipos claramente dominantes a los que siguen en Espafia los serotipos
Hadar (37 a 47), Anatum (14 a 32), Wirchow (10 a 22), Derby (15 a 20), Sentenftem-
berg (16 a 18) e Indiana (13 a 15).

Los aislamientos de Salmonella en nuestro pafs tenfan la siguiente procedencia
alimentaria:

— Huevos y derivados, se aislaron un minimo de 32 a 64 serovariantes por afio
del periodo 1995-1999.

— Carne de ave de 108 a 229 por afio.
— Carne de vacuno, ovino, caprino y cerdo de 83 a 101 estirpes anuales.

— Origen desconocido en 71 a 93 cepas de Salmonella por afio.

AVANCES MICROBIOLOGICOS QUE EXPLICAN LA CRECIENTE
DIVERSIDAD DE ESTIRPES Y SEROTIPOS EN SALMONELLA SPP.

Islas de Patogenicidad y Sistemas de Secrecién Tipo III

En el futuro la amenaza de salmonelosis humana o animal, tendrd mas que ver la
biodiversidad y filogénia del género Salmonella que con la tecnologia de la produc-
cién alimentaria cuyo control se ve mas al alcance de la mano.

Los genes de virulencia de las bacterias estdn organizados a menudo en regiones
conocidas como islas de patogenicidad, codificadas bien en el cromosoma bacteriano
o bien en grandes pldsmidos. Las islas de patogenicidad en Salmonella se definen
como largas zonas del cromosoma que codifican los genes responsables de la virulen-
cia bacteriana en un modelo animal determinado o que son responsables del estable-
cimiento de las interacciones de la bacteria con su hospedador.

Como en otras islas de patogenicidad, tienen generalmente un contenido menor
en G+C (entre 37-47 %) que el resto del cromosoma bacteriano (alrededor de 52 %)
y estdn insertadas a menudo en genes de t-RNA. Por lo tanto, las islas probablemente
se han adquirido por transferencia horizontal de fagos o plasmidos de origen desco-
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nocido y estdn altamente conservadas entre los diferentes serotipos de Salmonella
spp.

Hasta el momento se han identificado cinco zonas de estas caracteristicas. La isla
de patogenicidad 1 de Salmonella (SPI 1) se localiza en el centisoma 63 del cromo-
soma y tiene alrededor de 40 kb. SPI 1 se requiere principalmente para la entrada
del patégeno en las células epiteliales del hospedador (fenémeno conocido como
invasién) y en la citotoxicidad de macréfagos. La segunda isla de patogenicidad, SPI
2, tiene también un tamano aproximado de 40 kb y se localiza en el centisoma 31
del cromosoma. SPI 2 estd implicada en la supervivencia de Salmonella dentro de
los macréfagos.

Ademds de estas dos grandes islas de patogenicidad, se han descrito otras de menor
tamafio: SPI 3 en el centisoma 82 con 17 kb, SPI-4 de 27 kb en el centisoma 92 y SPI-
5 de aproximadamente 10 kb en el centisoma 25. Estas tres islas se requieren para el
crecimiento y la supervivencia de la bacteria dentro del hospedador en la fase sistémica
de la enfermedad. Recientemente se han identificado factores de virulencia en SPI-5
que parecen implicados en la inflamacién que caracteriza la fase entérica de la infec-
cién por Salmonella spp.

SPI-1 y SPI-2 codifican ambas para sistemas de secrecién tipo III que median el
fenotipo de virulencia mediante translocacion de las proteinas codificadas por la bac-
teria en el citoplasma de la célula hospedadora. Los sistemas de secrecién tipo III
consisten en un conjunto amplio de protefnas (pueden ser 20 o mas) con diferentes
funciones, muchas de ellas homélogas a las proteinas del aparato flagelar. Este tipo de
sistemas de secrecion son utilizados por muchos patdgenos animales (Shigella, Yersi-
nia, E. coli enteropatogenos, Chlamydia) o fitopatdégenos (Pseudomonas, Erwinia y
Xanthomonas) que tienen en comun la capacidad de interaccionar con la célula hope-
dadora y secretar factores de virulencia. Usando estos sistemas, los microorganismos
son capaces de desarrollar la secrecién coordinada de un amplio intervalo de proteinas
consideradas como factores de virulencia y en ocasiones su translocacién a la célula
hospedadora eucariota para interferir en la mayoria de los casos con las rutas de trans-
duccién de seflales de dicha célula.

La mayor parte de las proteinas investigadas en los sistemas de secrecién tipo
IIT pertenecen a las siguientes categorias: (i) componentes del aparato de secrecién
en si, incluyendo proteinas estructurales localizadas en la membrana interna y/o
externa, proteinas implicadas en la transduccién de energia (como ATPasas), chape-
ronas y proteinas con funcién reguladora. (i) proteinas secretadas implicadas en el
proceso de secrecion o con funcién efectora en el interior de la célula hospedadora.
Las protefnas efectoras requieren generalmente chaperonas especificas que impiden
el plegamiento incorrecto, degradacién o asociacién prematura, y pueden incluso
ayudar al transporte de las proteinas efectoras en las células hospedadoras. Los sis-
temas de secreciéon tipo IIl estin ademds altamente regulados y las proteinas
son solamente secretadas cuando las bacterias encuentran las seflales ambientales
adecuadas. En este sentido, se cree que como sistema de secrecion tipo III, SPI-1
es contacto-dependiente al igual que los de Shigella o Yersinia. Esta es sin duda,
una de las lineas de investigaciéon de mayor interés en el género Salmonella spp.
que habrd de repercutir en el control y prevencién de la salmonelosis humana y
animal.

327



Plasmidos y virulencia en Salmonella spp.

Desde el punto de vista de la patogenicidad las serovariantes de S. entérica que se
integran en el grupo I, en condicién de subespecies de mayor virulencia entre las que
figuran, entre otras, sv. Typhi, sv. Paratyphi, sv. Enteritidis y sv. Typhimurium, son
portadoras de pldsmidos de gran tamafio y escaso ndmero de copias que contienen los
genes de la virulencia. Los pldsmidos de la virulencia de Salmonella son imprescin-
dibles para iniciar el proceso infeccioso si bien su funcién patogénica en la fase enté-
rica de la infeccién no se conoce bien.

La presencia de los plasmidos de virulencias en las salmonelas de mayor patoge-
nicidad y poder de adaptacién ambiental nos quiere indicar que estos pldsmidos po-
drian ampliar el intervalo patogénico de receptividad especifica de hospedador favore-
ciendo asi la extensién de la salmonelosis, creando nuevos reservorios y vectores en la
fauna animal, de maximo interés en el ciclo de contagio por Salmonella.

CONCLUSION FINAL

En resumen, el mito de la peligrosidad del huevo como vehiculo de Salmonella
nace de la posibilidad de transmisién vertical a través del ovario y esto no es cierto a
la luz del conocimiento actual, ya que la S. entérica en sus variedades Pullorum y
Gallinarum que son las salmonellas especificamente patégenas y letales para la as aves,
no han originado nunca, que sepamos, epidemias humanas y las variantes Enteritidis
y Typhimurium no suelen producir septicemias en las aves y de hecho en los huevos
en que se encuentran salmonelas estdn localizadas en la parte interior de la céscara y
membranas envolventes internas, muy pocas veces en la clara y excepcionalmente en
la yema, lo que revela una contaminacién externa por las heces en la cloaca.

De todo esto podemos concluir que un huevo fresco procedente de ponedoras sanas
recogido y manejado en condiciones higiénicas de garantia, no permite pensar en una
contaminacién en origen y en cuanto a los ovoproductos el riesgo de contaminacién no
es, en absoluto, superior al de la transformacién industrial de la leche natural o al de
la produccién de los derivados cédrnicos o productos de la pesca.

En el momento actual se investigan diversos aspectos genéticos de base molecular
en relacién con las Islas de Patogenicidad y Pldsmidos de Virulencia para ampliar el
conocimiento sobre el ciclo de infeccién y contagio, a fin de prevenir de manera
efectiva y racional la salmonelosis humana y animal de origen alimentario.
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