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Taxonomia

Género especie sub-especie serovariedades = serotipos
1 — enterica
(1547)
2 — salamae Serovariedades
(513) adaptadas Muy pocas
al hospedador
3 —arizonae
(100)
Salmonella enterica
(serotipos 2610) 4 - diarizonae
(341) Serovariedades
5 — houtenae no adaptadas Casi todas
(73) al hospedador
6 —indica
L (13)

Salmonella bongorii
(serotipos 23)



Serovariedades adaptadas

Infecciones sistémicas denominadas tifoideas o “tifosis”
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ANTIGENOS SOMATICOS “O”

Aglutinacion

Mas de 50 serogrupos

Grupo B S. Typhimurium 1,4,[5],12*@
Poli arid iad .
L?;i.?,ﬁ?i!aé’é??d°§'(ip%§‘ S. Heidelberg  1,4,[5],12

Te—1r8 Grupo C1 S. Infantis 6,7,14 =—=

i ?‘iﬁ ‘fi W ‘E"%’ Grupo D1 S. Enteritidis 1,9,12
:I- “i‘, ‘1 r .

S. Gallinarum 1,9,12—°
Cell Membran
448 Eﬁé,&iﬂ

S. Dublin 1,9,12 _
,-.E.E E_Lf EE,-.E 8 %s; 55555,5 m -

U175l GrupoE S.Anatum 3,10



Estructura antigénica O
+ Estructura Flagelar H

= Formula antigénica
%iii% (Esquema de Kauffmann-White)

RS

Bifasicas

Ej. Salmonella Infantis = 6,7,14:r:1,5
Ej. Salmonella Typhimurium =4,[5],12:i:1,2

<i Pero hay una cepa monofasica que es multirresistente!

Monofasica
Ej. Salmonella Enteritidis = 1,9,12:g,m:- Tubito Craigie




Variaciones que afectan la serotipificacion

Variaciones somaticas

Variacion de S — R (Lisa - Rugosa)
Variacion M — N (Mucoide — No mucoide)
Variacion V — W (Capsular — No capsular)
Variacion de Forma (Fase L)

Variacion No fimbriada — Fimbriada

Variaciones flagelares

Variacion OH - O (Movil — Inmovil)
Variacion de Fase Monofasica — Bifasica



Variaciones de la motilidad

|
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Ejemplo: Salmonella Enteritidis inmavil

Multiresistencia a
los antibioticos

D —

S. Typhimurium S. Typhimurium S. Typhimurium
Bifasica Monofasica Inmavil
1,4,5,12:i:1,2 1,4,5,12:i:- 1,4,5,12:-:-



Hospederos y posibles rutas de transmision de
Salmonella Typhimurium Monofasica

o

U288 DT104

DT104 S. 4,[5],12::-
S. 4,[5],12:i:- o DT193/120
DT193/120

Q Q Priscilla Branchu et al. Infect. Immun. 2018;
doi:10.1128/1A1.00079-18

DT56 DT2
DT99

DT104
S.4,[5],12::-
DT193/120




Variacion lisa (S) — Rugosa (R)

Ejemplo: Salmonella Gallinarum



Salmonelas en fase L
2

Primero las células se alargan Pierden la forma de bacilo

|

Pierden la rigida pared celular

Bacilos alargados mmssmsm)  Formas L redondeadas

So6lo exponen la membrana celular y
se transforman en cuerpos esféricos

Indetectables por métodos bacteriologicos o serologicos

: 2 8

Medios con proteccion osmotica Técnicas moleculares




Salmonelas en fase L
i o Pérdida parcial |

Esferoplastos

Segun la presencia
o —
ausencia de pared

Protoplastos

—

— Pérdida completa

Inestables ‘ - Salmonelas

Segun su reversion =

el Y No revierten

Gram +

Con alteracion genética




Salmonelas en fase L

.‘""‘ﬁl |
~.~" Salmonella Enteritidis

Salmonella Typhimurium

esferoplastos ' | .
Salmonella Typhimurium “

variedad Copenhagen ' esferoplastos

Salmonella Enteritidis

lisozima 3{‘*’ {v

Negativo Negativo Positivo

?,



Induccidén y resucitacion de formas viables no cultivables
S. Typhimurium DT104

= 27 [

Cultivo = Cultivo
estresado fresco
mas de 1 afio 24 hs

Entramado de fibrillas Pocas fibrillas

Con shock de calor Sin shock de calor

Crece No crece

80°C (56°C) Sin calentar
15 segundos Appl. Environ. Microbiol. 69 (11): 6669-6675, 2003



Complejidad Taxonomica del Género Salmonella




Diferenciacidén de cepas dentro de un mismo serotipo

El valor discriminativo de cepas mediante serotipificacion es pobre

¥

Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)

PulseNet
Es una red que conecta

datos de distintos laboratorios Identifica el DNA de cada aislamiento bacteriano
para comparar cepas y brotes “fingerprint”

Permite efectuar estudios epidemiolodgicos para saber el origen de diferentes brotes

animaes

éestan causados por una misma cepa bacteriana?



Intercambio genético del Género Salmonella

ADN bacteriano Plasmidos

transduccion

ADN cromosémico Plasmido mévil ADN cromosémico

1.
Donante P Receptor
82 0= B
ADN polimerasa
3.

Relaxosoma Transferosoma

Plasmido movil Plasmido movil
Pilus
4 . “
Pilus
Antiguo donante Nuevo donante

conjugacion

célula receptora

<= gragmento de ADN
cromosoma de la célula
donante

recombinacian o
sohrecruzamiento
E]

célula transformada

transformacion



Islas de patogenicidad (SPI)

Porciones de ADN genémico

v'Ubicadas dentro del cromosoma bacteriano. > Oii\\
Ea=== oy
v'Contienen uno o mas genes de virulencia. e
l incorporacion
— = =l
1 2 _-;,-» \ N
v'Pueden ser inestables o conservadas. e,
l recombinac
: - . [ =)
v'Material genético adquirido | 7 —

ion

v'ADN distinto al ntcleo del genoma; > 6 < %G+C.

v'Puntos de anclaje (tRNA) de bacteriéfagos lisogénicos



Diferentes genes spv estan relacionados

Comparten
pares de bases
comunes a varias
de las Salmonelas
mas patégenas

spv ~8kb DNA

‘ > Salmonella

© s

Curadas son incapaces de
mantener la infeccion

Genes de virulencia
spv incluidos en
el plasmido

Genes de virulencia
spv incluidos en
el genoma

e

—

Gallinarum
Pullorum

Enteritidis
Typhimurium

Choleraesuis
Dublin
Paratyphi C
Derby

S. enterica
subespecies
salamae
arizonae



Sistema “toxina-antitoxina” del plasmido de multiresistencia spv
. : . Toxina estable
@ Cadifica simultaneamente para {Antitoxina 13bil

spv ™ spv”

Salmonella ‘ ‘ Toxina Salmonella

O
Muere




Adaptaciones

ambiente/hospedador

Cepa ambiental .
S. Kentucky 2 E |
8, 20:i:z, :

r

p—_£ Infeccidn alimentaria
Transferencia del plasmido

Adquiere plasmido

TN

o

£2
g

Multiresistencia a - e .

los antibioticos




19100 rafwa. 0

Biofilms

Estructura arquitectéonica compleja — “Quorum Sensing System”



Las salmonelas son muy resistentes

e Desarrollan entre 7°Cy 45°C,pH4vy 9

* Se destruyen a 65°C durante 10-15 minutos
 En general las destruye el pH inferior a 4

* Resisten hasta un 20% de sal

* Resisten las sales biliares

e Sobreviven en alimentos congelados

* Viven muchos anos en el ambiente

e Sobreviven durante afos en miel




Incremento in vitro de |la tolerancia a la acidez

Multiplica Proteccion al
Cepa con plasmido ‘ hasta consumidor
de virulencia spv pH 4
Previamente expuesta
a pH5-5,8
durante corto tiempo
v'Acidez
_ v'Anaerobiosis
Multiplica Se activan v'Estrés oxidativo
hasta v'Captacion de hierro
pH 3 30 genes del plasmido spv v'Carencia de fosfato

v'Carencia de nitrégeno




Incremento in vivo de la tolerancia a la acidez

Antes de pasar al intestino el alimento
permanece
en el buche 1 hora

Esdfago

Buche

pH del buche
5-5,5

Duodeno

Proventriculo

Molleja



Fuentes de contaminacion con Salmonella
Gran diversidad

Animales domésticos, incluyendo animales de produccion pecuaria, mascotas y
animales salvajes incluyendo aves, reptiles y mamiferos.

Vectores como roedores, moscas, escarabajos, y acaros rojos.

W - - -

Alimentos tanto para seres humanos como para animales, produccién primaria
o establecimientos de servicio de alimentos.




efluentes, rios, praderas

Animales ' Contaminacion

salvajes I ambiental

Importaciones Aves (—
de de corral I

animales
l I Alimentos
importados
Productos alimenticios
consumidos por

los animales

A

Alimentos de
origen animal

d

Hombre

Proteina importada
de origen
Animal y Vegetal

Animales

domésticos




Gastroenteritis por Salmonella no tifica

Ingestion de comida 6 GLAMDUL AS PAROT IDAS Sintomas
begbida contaminada Poee 12 a 72 horas
AR Nauseas, vomitos, fiebre, diarrea,

GLAMDUL AS
SUBLINGUALES

GLAMDUL 45
SUBMARILARES

dolor y calambre abdominal

La salmonella
llega al intestino
y se multiplica

4 a 7 dias
La enfermedad evoluciona
de leve a severa
La mayoria de las personas
se recobra sin tratamiento

HiGADD ;
ESTOMAGO

FPANCREAS

En casos severos

atraviesan la pared Necrosis  puopens
entérica

intestinal e infectan
organos internos

Casos severos en:
vEYUND Infantes, ancianos,
inmunosuprimidos

CIEGD

En casos severos

si el paciente no se trata Tratamiento

uede ocurrir la muerte : .
P Complicaciones Oral o inyectable
Artriti i Antibidticos usualmente
nus reactiva Durante 2 semanas

Danos neurologicos



Salud Publica

Salmonelosis

afectan al

’ Comercio

Produccion
Animal

Diagnosticos
implican

acciones
legales



Productos
avicolas

Vegetales
Pescados
Aceites
Lacteos
Harinas

Frutas
Semillas

Otras carnes

Numerosos alimentos estan asociados con los brotes humanos
La principal fuente de contaminacién son los productos avicolas

=

Carne de ave Huevos
5% 43%

brotes, hojas verdes,
tubérculos, tomates
granos, pescados,
aceites, lacteos

frutas , jugos, almendras, nueces, etc.

Carne porcina Carne bovina




Alimentos implicados en los brotes

Otras o carmes mezcladas
y derivados
41%

Carne bovina y

derivados
4.7 %

N=341

Carne de cerdo
y subproductos

Carne de pollo (Gaflus
gallus)y subproductos
Huevos y productos
de huevo

Ofros alimentos

Comidas mixtas o buffet

Productos de pasteleria

EFSA, ECDC: EU Summary Report 2010, EFSA Journal 2012;10(3):2587



Distribucion de las 10 serovariedades mas comunes de
Salmonella en humanos en 26 Estados Miembros de la UE

Otras serovaredades
no tipificables y no e

especificas \ i

=y

L. Enfanfichs

22.4%

S Typhimunum,

maonophasc
14 3] 120
1.5% S Infants
18%

EFSA, ECDC: EU Summary Report 2010, EFSA Joumal 2012;10(3):2597



Susceptibilidad

& S. Enteritidis / S. Typhimurium & ___,

o
'

L
"y
d ‘
L gt i

Jovenes viejos
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b

Adultos




Evasion de respuesta inmune

Distribucion sistémica

Invasion del SRE

INFECCION AGUDA
CON SEPTICEMIA

Muchas
salmonelas

Higado
~ Bazo
GLM

Colonizacién
Intestinal
tardia

por via
endégena

Salmonelosis

Deteccion por el sistema inmune

Colonizacion intestinal

lleo - Ciego

INFECCION INTESTINAL
CON EVENTUAL SEPTICEMIA

Pocas
Higado salmonelas

Bazo
GLM
Aparato Reproductor

Baja o nula mortalidad




3

Englobada Capturada por
por el células
enterocito dendriticas

-

Multiplicaciéon
en vesiculas

Mature Reviews | Immunoiooy



Las salmonelas “viajan” por el torrente circulatorio
dentro de las vesiculas de los macroéfagos

1 Lumen

Célula epitelizc @
(Enterocito) @
3

/

citoquinas

y. |

®

-""""

diapédesis

Torrente
sanguineo




Multiplicacion y destruccion de la células hepaticas

Mature Reviews | Microbiology



, infeccién
’ ' B Portador
Excreta Enf ingestion de d
abundantes nrerma Salmonella < &
de - 50‘0 por vida
salmonelas —ai—

&>

Tifosis | = Adherencia
Periodo Prepatente al borde en ceplllo

5-7 dias post-infeccion e Invasion de

- enterocitos
bilis
Infeccion endogena i
retorno al intestino ClClO
Conducto entero' A
colédoco hepético INTESTINAL =
' duodeno Transporte
intracelular
por via

hematica

SUBMUCOSA :: 7

Apoptosis
\ Infeccion hepatica

Epithelial cell N\ Bacterial cell P rhagocyte

O sev
ﬁ M cell B Tightjunction "'-—ﬁ%_' Dendritic cell




Lesiones hepaticas de Tifosis aviar
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Cronica
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Bajo numero de bacterias en la mayoria de las células

Comienzo de la infeccion

é. L, v K, ; g 5 f
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Macroscépicamente se ven como focos de necrosis



¢Como es que Salmonella mantiene inicialmente la infeccidn intracelular?

1) LIMITANDO EL NUMERO DE SALMONELAS INTRACELULARES

Agregofagia Bajo numero de salmonelas

Formacion tardia de fagolisosomas Vesicula contenedora de Salmonella

\
., / g citoé‘lasma - -
Destruccion nucleo ¥ 'si: 7 Persistencia
Célula del ave

2) REDUCIENDO EL TIEMPO DE DUPLICACION

20 minutos | > 3 horas

INTRACELLULAR SALMONELLA INDUCES AGGREPHAGY OF HOST ENDOMEMBRANES
IN PERSISTENT INFECTIONS. Autophagy. 2016 Aug 2:1-16. Lépez-Montero et al.




Especificidad de los focos necréticos

o0 ® o ©
o © LN ]
® o
2 cepas distintas
de Salmonella

marcadas

Cada foco necroético sélo
contiene 1 cepa

Ningun foco inflamatorio
tiene 2 cepas

2 salmonelas invaden s
al mismo huésped ‘ Infec_cmnes
al mismo tiempo mixtas



Salmonelosis en avicultura
(Gallus gallus)

—

Tifosis ‘ S. Gallinarum biovar gallinarum

Gallinas ponedoras -

& reproductores S. Enteritidis

Paratifosis _ S. Typhimurium ‘ Infecciones mixtas

— Varias otras

Pollos de engorde : . .
‘ Diversidad de serotipos
(parrilleros) P




Persistencia en organos los
reproductivos de la gallina
| Aparato Reproductor de la Gallina |

Ovario Oviducto

Diseminacion a la progenie
(huevos contaminados)

F1
Es la proxima
yema en recorer
el oviducto,

Infundibulo Ciclo de infeccidon de

Salmonella

Diseminacion en la
Planta de Incubacion

it com

Diseminacion en las
cajas de cartén
durante el transporte



Salmonelosis de los bovinos
Diferencias en salmonelas tificas y paratificas

Salmonella Dublin Salmonella Typhimurium

Especifica — Endémica Inespecifica — Brotes esporadicos
Portadores bovinos causan infeccion Varias especies animales causan la infeccién
Excrecion por muy largos periodos Excrecion durante unos 3-4 meses

Septicemia usual / Enteritis no siempre ocurre  Septicemia poco frecuente / Enteritis es comun

Abortos son relativamente frecuentes Abortos son raros

Kemal J. (2014) J. Vet Sci. Technol 5 (2), pp.10



Salmonelosis de los bovinos

[ enteritis

| T

muerte

neumonia

—

Infeccion
No enferma ‘ -
crénica

N e
Ganglio
—> - = Linfatico

~ Maesentérico
Excrecion

, ; brevive
: estres SO

salmonelas Pesq. Vet. Bras. 39(8):580-586, 2019

Higado



Salmonelosis en terneros de guacheras

Enferman entre las 2 y 6 semanas de edad

e

Dublin
Typhimurium
Enteritidis ;
otras

—

Salmonella —

—

Asintomatica
Leve

Grave

Mortal

—

Infeccion en terneros —

e

Serotipo actuante

Virulencia de la cepa
Depende de — Dosis infectiva

Estado inmunitario

Sin calostro
Sin flora normal

—



Salmonelosis en feedlot




Desarrollan en la vesicula biliar

Salmonella forma biofilms
en la luz de la vesicula biliar

Calculos biliares en bovinos



Toma de muestras para diagnostico

sDonde?

Vivos
Muertos
Sacrificados

Animales

Granjas
Incubadora
Matadero

Ambiente

Ali ¢ Consumo humano
imen .
entos Consumo animal

;Como?

Segun la orientacion clinica

Tipo de diagnostico

Expectativas segun
el tipo de muestra

Salmonelas tificas
Salmonelas paratificas
Salmonelas ambientales

Aislamiento bacteriano
Deteccion molecular
Deteccion seroldgica

Alto nimero de salmonelas
Bajo numero de salmonelas
Esferoplastos (Fase L)
Salmonelas destruidas



Decision sobre el procedimiento de siembra

Organo/s o feto abortado

proveniente/s de un v" Impronta
animal con lesiones v" heces _
de una salmonela tifica v hisopado \ SELECTIVO
Placa de Petri _
con agar
NO SELECTIVO
Animal aparentemente sano Caldo de —

de establecimiento con ‘ enriquecimiento

antecedentes de salmonelosis SELECTIVO

Caldo de ‘

Muestra ambiental ‘ Enriquecimiento
Muestra de alimento NO SELECTIVO




Tetrationato

Se forma al agregar Lugol al caldo comercial

s
' ‘ decoloracion

2Na23203+|2_)Nazs406+2Na|

Tiosulfato de sodio Tetrationato

-
3 e-®
® ¢
o 0
Na O
D-‘:..'-SES"‘*‘S*“"’S::D
Il O Na
O



Respiracion intracelular de Salmonella

¢ T8

Salmonella dentro de la vacuola contenedora
usa el tetrationato del enterocito para respirar




Ventajas del Tetrationato para las salmonelas

. 2 i ion intestinal
Infeccidn de Salmonelas Liberacion

con J\{Nf\_ - ‘ Ir?flama.|C|on d,e
-3 intestinal macroéfagos

Genes de virulencia

f\?-\;
,\5: e Lumen
S S intestinal
e oy /
?;/ ?/,\ /3 /’\?ﬁ; Oxigeno
- e o reactivo
Multiplicacidn entérica \ +
selectiva de salmonelas . ’ Sulfuro
sin competencia de Tetrationato luminal

otras bacterias



Caldo Tetrationato

10 hisopados rectales Puede ser usado como:
Ejemplo 10 higados + vesiculas biliares ‘ Medio de transporte sin incubar
10 organots * fluidos Medio de transporte previamente incubado
etc.

Se “activa” luego de agregar en orden sucesivo

l B 1° dia

Verde Subcultivos S 4° dia
brillante 3

al
Caldo , 7 dia
Tetrationato f - I

40 mL .’

| 3

¥




259

+

Pre-enriquecimiento Sin inhibidores 225 mL

Caldo lactosado
Caldo soja tripticasa
Agua de peptona
Agua destilada (VB)

1 mL
+

10 M

materiales muy
contaminados

Enriquecimiento selectivo Caldo Tetrationato (18 hs a 42°C)
Con inhibidores Caldo Rappaport —Vassiliadis (idem)

Caldo Selenito-Cistina (6 h a 35°C)

1 mL
+

10 M

Post-enriquecimiento Caldos M-N 0 GN

g Caldo Mo G + 10 pg/mL novobiocina (14-18h a 42°C)



Material para sembrar en los animales

Heces mmmmm) Hisopados -

|
Pancreas

Intestinos

Ganglios
Linfaticos

Vesicula Bazo Mesentéricos

biliar

: ! Pulmones k ‘tkw
Cualquier otro 6rgano afectado — Médula ésea Feto abortado




Agar Mac Conkey

Sales biliares +Peptonas + Polipeptonas + Lactosa

i ROJO NEUTRO .

Glucosa + o | alcalino _ H

Enterobactericeae Lactosa - Lactosa +

Ejemplo de otros

Glucosa - usos en Veterinaria

—

Pseudomonas
Aeromonas
Pleisomonas

— Acinetobacter
Alcaligenes
Bordetella
Cromobacterium

—

Con adicion de Glucosa

Bordetella spp.




Agar MacConkey
37°C durante 18-24 hs

- . '_ \ Salmonella enterica
scherichia coli ¢ - ssp. enterica . . o
e ’\E)E‘;Q P / Escherichia coli

e

4.2 Escherichia coli Salmonella enterica

"1
&

;,\ " 2 ' % ) Salmonella enterica v

o ’ OU
» f‘n\c\). — Klebsiella pneumoniae
.-’/

L
U& ;

o
e

Salmonella
enterica

Klebsiella
pneumoniae

Proteus miriabilis
“swarming”




Agar Salmonella — Shigella (SS)

Inhiben L.
Sales biliares + Verde brillante + citrato de sodio _ Gram positivos

Tiosulfato + citrato férrico _ O SH,+
| Caseina

+ ROJO NEUTRO - -4 Carne

H m ﬁ alcalino | OH Tejidos

Lactosa® (SH,’) Lactosa™ (SH,")

Salmgnella enterica Shigella sonnersy

scherichia coli  Hafnia alvei Proteus mirabilis

Escherichia coli y otras Salmonella enterica



Agar Salmonella — Shigella (SS)

—_T

Proteus

Ureasa positiva

Lactosa negativas Salmonella

(incoloras)

Ureasa negativa






Agar Verde Brillante

Inhibe Gram positivos y Pseudomonas
E. coli

- ROJO FENOL + .
o (), [ écido Crecen—| Kiebsiella
Enterobacter

Lactosa - Lactosa +

X

Salmonella enterica Escherichia coli Salmonella + E. coli

Department of Veterinary Disease Biology 2011
Faculty of Health and Medical Sciences - University of Copenhagen
Denmark



Agar Verde Brillante selectivo

Sin desarrollo o muy débil desarrollo de Proteus spp.

5

Brilliant Green Agar




Agar Hektoen Enteric

Sales biliares pH - Fucsina acida .
Azul de bromotimol
Lactosa
H de Cq Sacarosa SH2 - Citrato férrico-amonico
Salicina Tiosulfato de sodio

—
3

Shlgella ,_,,-f

Shigelia Salmonella E. Coli + Salmonella



Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

Inhibe .
Desoxicolato de sodio _ Gram positivos

Extracto de levadura [ Xilosa

— Vitaminas - ROJO FENOL + , I. t
Cloruro de sodio OH _ acido Azucares_ e
I Sacarosa

SH Tiosulfato de sodio 3’“"& /
2 Citrato amonico-férrico

Decarboxila

Salmonella

. No fermenta
Shigella




Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

Proteus

Ureasa positiva

Colonias sospechosas de ser
Salmonella spp. son rojas

y producen SH2 Salmonella

Colonias de otras
bacterias

amarillas .
( ) Ureasa negativa



Agar Rambach

Salmonella spp.: rojas (propilen-glicol +)

Coliformes = azules o violetas (beta-galactosidasa +)
Proteus spp. = incoloras

salmonella| Enterobacteriaceae = incoloras



Ejemplos de agares cromogénicos

Enzima bacteriana o
especifica Oxidacion

Sustrato , ) .
, Cromoforo libre — Color insoluble
cromogénico

BBL CHROMagar Iris Salmonella

bact - 2
Salmonella Typhimurium Enterobacter Salmonella Salmonella con otros



Diferencias entre S. Gallinarum y otras salmonelas

.........
.....

-

Tamano

-----

de

...............

Produccién de SH,

acriflavina

9R =

Motilidad

S. Enteritidis S. Gallinarum
movil inmovil
TTC === Formazan (rojo)
Produccién de SH,
S. Enteritidis S. Gallinarum
SH, fuerte SH, débil

Agar TSI o Kligler

lactosa - === rojo

glucosa+ === agmarillo
SH, m===) negro



Evaluacion de agares selectivos
(Miles & Misra,1938)

Diluciones log,,

1.0ml 1.0ml 1.0ml 1.0ml

m

109 102

-8 3
10 10 107 102 10° 10*

[HEN

107 10

10 107

5x10ul Sx10ul 5x10ul Sx10ul
* | a
¥ ol nn
o= % 5
g " 232
¥ o | .+ /Counteddilution
o 32 colonies

5 gotas de 10puL

1 gota de 20 6 25uL



Petrifilm®
3M

Recuentos bacterianos

Incubacion
41°C

Se pueden aislar cepas -




Medio Semisolido Rappaport Vassiliadis

Salmonella moévil en el borde externo

Color gris blancuzco Color azul-verdoso

Cultivo de gotas -
solo Salmonella con otras bacterias

de los Caldos

I =N I

. XL.DT Ram VB
Cultivo de S8

Cultivo de / Enriquecimiento
Pre-enriquecimiento

Selectivo

Caldo sin inhibidores

35°C x 8hs (+ 0,5°C) Caldo Tetrationato

42°C x 18hs




Toma de muestras de aves vivas y del ambiente

Heces cloacales con un hisopo de algoddn
embebido en solucidn fisioldgica

Técnica de “caminatas”:
Sobre los zapatos bolsas descartables
tipo cofias con gasa y/o algodon

Se cultivan en
Medios de cultivo
de
Enriquecimiento
selectivo




¢Como llega Salmonella Enteritidis al oviducto?

Paso 1: r
Ingestion oral

Paso 2: 7
Colonizacion intestinal & /
(y excrecion) (
< _
SALMONELLA

Ingestion oral

Paso 3:
Diseminacioén sistémicaa . . .. . T
los érganos internos = Diseminacion sistémica \
incluyendo évulos y = Infeccion ascendente [
oviducto /

P Cortesia:
I ' CONTAMINACION INTERNA Prof. Dr. Filip Van Immerseel
DEL HUEVO Ghent University, Bélgica




1. Colonizacion intestinal
2. Diseminacion sistémica
Infeccidon ascendente

3.

Salmonella en las heces o cloaca
Supervivencia y crecimiento
en el albumen y sobre la membrana

vitelina

Ovario
' Infundibulo

Infeccion de las membranas de la yema

¥
r
Fo—— )
v
r Infundibulo +
r -~
- r
Oviducto;
4 .
y e Magnum
v' Naenu H\ Infeccion del albumen
4
4 -
: L Istmo
v S — Infeccion de las
v’ T N membranas de la cascara
4
4
Glém,ju'a dela Glandula de la cascara Crecimiento
cascara Infeccién de la cascara abundante
en la yema

Las salmonelas ingresan por la cloaca



Cultivos de la cascara de los huevos

Los huevos y/o los maples de carton usados
son un buen método de cultivo
para aislar salmonelas paratificas en las gallinas




Aislamiento de salmonelas de cascaras de huevos

Caldo lactosado Anadir el caldo a Incubacién
pre-calentado a los huevos durante15 minutos

42°C




Aislamiento de salmonelas de yemas de huevos

Caldo de

enriquecimiento
selectivo

Sumergir en Sumergir en

agua hirviendo alcohol etilico

VB
70 o C SS XLDT Ram

Siembra en placas de
Agares selectivos

10 segundos
15 minutos




Recoleccion de meconio en pollitos BB

Mantener
previamente
la caja con los
pollitos durante
la noche con
temperatura fria




Cultivos del meconio de los pollitos BB

Siembra en placas de
Agares selectivos




Lavado de carcasas

Agregado de caldo

- - S Caldos
Siembra en placas de RV

agares selectivos Se




Prueba de Oxido-Fermentacion

Medio semisélido de Hugh y Leiffson

TN
R
N e

CEPA

;e

Oxidacién Fermentador
| > (ABrobio) anaerobio
37°c X 24 h — N
R R
b A ]
Medio de
Hugh v b ~
Leiff:
I Fermentaciéon
o/F Ni fermentador
(A.F.) ni oxidador

¥

Enterobacteriaceae



Prueba de Oxido-Fermentacion
Medio semisélido de Hugh y Leiffson

o/- -/F
Aerobio Anaerobio
estricto estricto

Enterobacteriaceae

O/F 0/- -/-

-/-
O/F No metaboliza

Anaerobio a la glucosa

facultativo



Prueba de Oxidasa

Deteccion de la citocromo C oxidasa

Enterobacteriaceae
debe ser

Positivo Negativo

.’ k . N
{0 i £
Oxidase Test N i
www.vetbact.org

e . BY-NC-ND 4.0
débil es negativo




Prueba de catalasa

/'
2 H,0, === 2 H20 + 02

Enterobacteriaceae
debe ser

R

Catalasa Positiva  Catalasa Negativa



Agar hierro Kligler

No fermentadores

Fico dedflauia
glcaling v fondo
gloaling

Mo fermeniadores de loctosa

Reaccion inicial:
Fice de flauia
dcida y fondo
Gicido

Reaccion final:
Fico de flauia
alealing v
fondo dcido

Fico de flawda
acido y fondo
gcido

[ ]
i
. Pépfidos
Acides Mistos Y4 Aminas




Urea agar de Christensen

Salmonella

HO

H
Iw"‘ir:ﬂ::rA-—i»'""""‘-"E"r’ 2NH; + COp
H

Urea

Caldo urea

|
!,Lm

Sin sembrar

Salmonella



Desaminacion de la fenil-alanina

@

Aanire
ok e
|.|.:: hHz P T:c:-
G-C:-H iy CoH
Phanylakanine P by i Acid

Cl;Fe

Color verde

Negativo Positivo



Motilidad en agar semisolido

Tri-fenil-tetrazolio — Formazan

(incoloro) (rojo)

Positivo Negativo




Agar Citrato de Simmons

Positivo

Negativo Positivo




Descarboxilacion de la lisina

am li w
1 2 3 @4 % ‘ :
Lysine Iron Agar (M377)

1. Control !
2. Escherichia coli ATCC 25922
3. Citrobacter freundii ATCC 8090 -

4. Proteus mirabilis ATCC 25933 Alkaline/yellow/H,S:  Alkaline/alkaline/H,S:
5. Salmonella Typhimurium ATCC 14028  (itrobacter. Salmonella.




Prueba de
indol

Rojo de metilo Voges Proskauer

Caldo
triptéfano



Orto-nitro-fenil-B-D-galacto-piranosido (ONPG)

i _ B-galactésido-permeasa
Fermentadores B- D-galactosidasa
Bacterias
L3 Sy .
; Fermentadoras— Fermentadores lentos » PB- D-galactosidasa
La heta—- de Ia
galactosidasa
convierte el : Lactosa .
(IIIDN_PnGiti:fl.:nn::;nductn amarillo No fermentadores R nlnguna
T,
VHQDH THZOH
o] NN,
l 0 — 0O
1 GH H H H ;-"H H H NOE

1
- H OH

ONPG ~ ONPG ONPG (mcoloro Galactosa y ONP (amarillo)

ONPG - ONPG +




Sistema Miniaturizado para Enterobacteriaceae (API®20E)

Pruebas positivas
N

i-uuuluwle B ey

ONPO ADM  LDC ULH... I 28 ul,ﬂ. TOA inD B ;oL A AN N S0 ® A SAC et MY ANA

Pruebas negativas

~~ N
[T1] T
U e g « "' "".
- - b "— - - v - - ] \
onta ADH LDC 2 oDG eI hes Aupe Ttoa D A vpg GEL GLu A Al i on & swin T sac el A Any
ONPG | Citrato SH, Ureasa Indol Gelatlnasa I
Adenina Triptéfano Voges glucosa, manosa, inositol, sorbosa, ramnosa,
Lising deaminasa Prokauer sacarosa, melibiosa, amigdalina y arabinosa

Ornitina



Biotipificacion

Agar SS

- Salmonella
Agar XLD 6 XLDT

Agar Hektoen Enteric Agar Rambach

Seleccion de colonias y pruebas basicas
Enterobacteriaceae

catalasa

oxidasa

o/
+/+

qu 2E

~§“j!§ggg_ | SCSEEEEE,

LU A paan  INO mord

A SAC  mEL D Ay Ana



Separacion
Perlitas plasticas con metal | nNMunom agn ética

en su interior

1
\J

Anticuerpo contra la salmonela que /

? ) ? | Salmonella capturada
\ '. v:/ l‘l‘
/‘\

"\,
queremos capturar
i / ~ Q) Salmonella
Otras bacterias N
Cultivo
gr ; concentracion en agar
Bacteria + separacion Iman -

Esferas-Anticuerpo

- Esferas plasticas con particulas internas de hierro y con anticuerpos especificos contra la Salmonella buscada.

- Las salmonelas se adhieren a los anticuerpos de la superficie de las esferas y éstas son
magnéticamente atraidas a la pared del tubo mediante la accidon de un potente iman.

- Se vuelca el liquido quedando solamente las esferas adheridas al iman.

- Las esferas con las salmonelas se cultivan en placas de agar y/o caldos.




Pruebas de diagnostico rapidas

ELISA de captura

Inmunocromatografia

Utiles para deteccion en ingredientes y alimentos

Ej. en fabricas de alimentos balanceados
para autorizar la descarga de camiones en espera



Pruebas moleculares de diagnoéstico rapido: PCR

Deteccion de secuencias especificas y conservadas de Salmonella patdgenas
que no estan presentes en otras enterobacterias

1. Pre-enriquecimiento en Caldo Lactosado
2. Extraccion del ADN

3. Deteccion (puede llevarse a cabo en 1 6 2 dias)




Prueba de aglutinacion con sangre total

Una gota de sangre de la vena alar
se mezcla con al antigeno

sangre total+ antigeno “pullorum” -

Usada durante afos para la deteccion y erradicacion . ;
de las salmonelas tificas de las aves 4

Pere l Hasta un 30%
Salmonella Enteritidis
Enterobacterias con antigenos comunes _ eactores

Saorn vt




Contaminado
Con Salmonella

Nuevas aves Alimentos

Contaminado
Con Salmonella

Contaminado
Con Salmonella

avaranoisold
avaranoisold

Aves silvestres
Personas Roedores

Mascotas
Contaminado
Con Salmonella




Higiene Manejo Vacunacion Aditivos Flora normal

Y 3 31 31

Disminucion del numero de salmonelas

en los animales, el ambiente y sus productos

Interrupcion de la cadena de infeccién

Educacion

‘ Alimentos seguros h del
consumidor

nglene en la

elaboramon




iMuchas gracias!
Horacio Raul Terzolo

terzolo.horacio@gmail.com



