Enterobacteriacae

Familiju Enterobacteriacae sacinjava 50 rodova sa
preko 100 razlicitih vrsta

Nalaze se u intestinalnom traktu zivotinja I ljudi




Enterobacteriacae

Gram negativne bakterije stapi¢astog oblika 1 do 6 um duZine,
veli¢ine po pravilu izmedu 0,3-0,6 X 2-3 um

*Rastu na neobogac¢enim podlogama, rastu na MacConkey agaru
Fakultativni anaerobi, katalaza pozitivne

*Asporogene, vec¢ina pokretne

lactose
~—  positive

*Oksidaza negativne
*Fermentisu glukozu,
*Redukuju nitrate u nitrite
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Na osnovu patogenosti podeljene su u tri grupe:

1. Saprofitske komensalne mikroorganizme
¢ija patogenost nije dokazana

2. Patogene bakterije
Salmonella spp
Escherichia coli
Yersinia spp
Shigella spp.
Klebsiella spp.

3. Oportunisticke patogene koji u odredenim okolnostima
prouzokuju infekcije rodovi Proteus, Enterobacter,
Citrobacter , Serratia




Izolacija I identifikacija
- Veéi Dbroj selektivnih 1 diferencijalnih hranljivih
podloga

- Podloge u sebi sadrze inhibitorne supstance poput zuc¢nih
soli 1li brilijant zelene boje koje dovode do sprecavanja
rasta Gram-pozitivnih bakterija

- Mogu sadrzati supstrate koje odredeni rodovi ili vrste
bakterija razlazu 1 Indikatore koji obezbeduju promenu
boje kolonija I preliminarnu identifikaciju




- U ispitivanom materijalu broj Salmonella 1 Shigella
moze bitl mali ispod 1000 u gramu zbog c¢ega se koriste
podloge za obogacivanje koje favorizuju rast odredenih
vrsta a inhibisu rast drugih

- Podloge za obogacivanje- Rappaport- Vassiliadis bujon,
brilijant zeleni zu¢ni bujon, laktozni bujon, MacConkey
bujon 1 Selenit F bujon




- U diferencijalne podloge inkorporisani su odredeni
supstrati- najcesce laktoza 1 indikatori

- MacConkey agar - zucne soli, Kkristal violet
- laktoza negativne - Salmonella, Shigella
- laktoza pozitivne - crvene boje E. coli, Klebsiella




- Hektoen agar - zuc¢ne solli, laktoza, salicin, soli gvozda,
bromtimol plavo

- ne razlazu laktozu - zelena/plavo zelena boja

- razlazu laktozu - zuto narandzasta boja

- produkcija H,S-crni centar




-Endo agar — laktoza, fenolftalein,

laktoza negativne- bledo ruzicaste

laktoza pozitivne- crvene boje




Podloge sa obojenim supstratom
- Inkorporisana jedinjenja konjugovana sa
hromogenima ili fluoresentnom bojom




- bakterije koje se odlikuju sposobnoséu koriSc¢enja tih
Jedinjenja, unose ih iz podloge i ugraduju u sebe - posledica
razli¢ite boje kolonija 1 njihova laka identifikacija

- najpoznatije hromogene podloge su Coli ID agar,
Rambach-agar i DIASALM




chromID™ Salmonella Agar (SM2)




- Enterobakterije se lako kultivisu I rastu ne samo na
selektivnim 1 diferencijalnim, nego na svim standardnim
hranljivim podlogama ukljucujuéi obican I krvni agar.

- Inkubacija se vrsi u aerobnim uslovima sredine, na
temperaturi od 37 °C u trajanju od 24 ¢asa.




- Kolonije enterobakterija su veoma slicne, relativno
velike pre¢nika 2-3 mm, okrugle, sjajne 1 sivkaste boje

- lzuzetak — rojenje — Proteus mirabilis 1 P. vulgaris




-1zuzetak - sluzave kolonije — Klebsiella, Enterobacter




- Samo nekoliko vrsta enterobakterija stvara pigment
Serratia marcescens, S.rubidaea crvene boje
Pantoea agglomerans raniji naziv

Enterobacter agglomerans zute boje.




-Na krvnom agaru vedina enterobakterija se ne
odlikuje hemolizom

- Neki patogeni sojevi Escherichia coli imaju a 1
hemolizine 1 dovode do hemolize eritrocita na krvnom
agaru.




Ispitivanje fizioloSko- biohemijskih osobina

- sve fermentiSu glukozu Oksidaza
- sve redukuju nitrate u nitrite " . H 5

- ne produkuju citohrom oksidazu = .

- Sve su pokretne
1Izuzetak Klebsiella,

Shigella, Yersinia

POKRETLIVOST
Neinokulisana ~ Nepokretna  Pokretna




- Precizna identifikacija enterobakterija se izvodi
Ispitivanjem biohemijskih karakteristika

- Na osnovu sposobnosti fermentacije laktoze su
podeljene enterobakterije se dele na laktoza pozitivne |
na laktoza negativne




IMVIC — kratak biohemijski niz
1. sposobnost stvaranja indola

2. reakcija sa metil crvenim

3. Voges Proskauer reakcija

4. rast na podlozi za citratom

Indol -




- Druge biohemijske reakcije - sposobnost razgradnje
aminokiselina - lizin, fenilalanin 1li aminokiselina sa
sumporom (oslobadanje H.,S), otapanje Zelatina, prisustvo
ureaze, fermentacija ugljenih hidrata, rast u podlozi sa
KCN 1 pokretljivost

-TSI — Trostruki se¢er sa gvozdem

Kosina

1
Stubi¢
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Komercijalni
biohemijski testovi |
API, Crystal BBL
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Komercijalni biohemijski test API
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Molekularne tehnike
PCR — detekcija enterobakterija u kliniCkom materijalu 1
nrani, precizna identifikacija izolata

PFGE profil - digestija restriktivnim enzimima I primena
oulsed field gel electrophoresis
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Escherichia coli

E. coli je najbrojnija fakultativno anerobna bakterija u
digestinalnom traktu izmedu 10° -10% u jednom mililitru |
predstavlja dominantni izolat aerobne flore fecesa.

Predstavlja sastavni deo normalne mikroflore
digestivhog trakta ali odredeni sojevi mogu Ispoljavati
patogena svojstva




*Potencijalna patogenost E. coli zavisi

- od starosti I fizioloskog stanja jedinke
- od faktora virulencije ove bakterije.

Predisponirajuci faktori za pojavu E. coli infekcija su:
-novorodene jedinke zbog neadekvatnog nivoa pasivnog
Imuniteta

- Intezivni nacin drzanja domacih zivotinja zbog brzog
Sirenja patogenih sojeva

-losi zoohigijenski uslovi sredine




Milade Zivotinje nedelju dana starosti su posebno
podloZne infekciji

- nezreli imunoloski sistem

- neuravnotezena normalna crevna flora

- prisustvo receptora za adhezine E. coli na primer za
987P (F6) adhezin prve tri nedelje zivota prasadi

- genetski ispoljeni receptori za K88




Za dalji zivot novorodencadi od posebnog znacaja je
pasivan imunitet dobijen od majki

Zbog odsustva transplacentarnog prenosenja
Imunoglobulina novorodencad isklju¢ivo dobijaju
antitela putem kolostruma i1 mleka




Povrsinu epitela crevnih resica kolonizuju saprofitski
mikroorganizmi, | kao normalna flora u digestivnom
traktu sprecavaju invaziju patogenim mikroorganizmima

— Efekat barijere

Digestivni trakt novorodenih zivotinja je bez
prisustva mikroorganizama, a za potpuno formiranje

mikroflore neophodno je i viSe nedelja




Zbog odsustva saprofitske mikroflore ostaju slobodni
receptor1 na povrsini epitelnih ¢elijja, a time je olakSana
kolonizacija patogenim mikroorganizmima




Obijanje od sise, promena drzanja I iIshrane kao stresni
faktori narocito kod svinja olakSavaju pojavu bolesti
prouzrokovane ovom bakterijom.

Prisutni receptori na povrSini enterocita kod starije
prasadi za fimbrije E. coli F18

Edemska bolest svinja javlja se kod odlucene prasadi
usled promene ishrane i naglog prirasta u telesnoj tezini.
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- za karakterizaciju izolovanih sojeva E. coli I utvrdivanje
njihove patogenosti primenjuje se vec¢i broj metoda
serotipizacija, biotipizacija, fagotipizacija 1 Ispitivanje
posedovanja faktora virulencije




FAKTORI VIRULENCIIE
E. coli

1. Enterotoksin egzotoksin(gen plazmid). LT 1 ST.
2.Siderofore( Fe enterobaktan,aerobaktan)
3.Enterotoksin(polisaharid-lipidA)

4.Citotoksi¢ni nekrotizirajuci faktor CNF(prot. Vezuje za membranu
celije- smrt.

5.Hemolizin
6.Kapsula
7.Fazna varijacija AG

8.Sekrecioni sistem tipa 111 (proteini).



Sojevi E. coli u zavisnosti od faktora virulencije koje
poseduju mogu dovoditi do pojave jednog ili viSe razlicCitih
sindroma bolesti

* |ntestinalna - enteri¢na oboljenja

- Kolibaciloza —neonatalna dijareja telad, jagnjad, prasad
 Dijareja posle odlucenja kod prasadi — ETEC | EPEC

* Edemska bolest svinja — 1- 2 nedelje posle odlu¢enja
 Ekstraintestinalna - neenteri¢na oboljenja

» Koliseptikemija — telad, jagnjad, zivina

 Urinarne infekcije, mastitis, piometra, metritis, omfalitis




Intestinalna - enteri¢na
oboljenja prouzrokovana
sojevima E. coli

Enterotoksicni Attaching/effacing .
sojevi E. coli - E coli - AEEC Enteroagregativni
ETEC ' sojevi E. coli - EAggEC
Enteropatogeni ST 0Ll
En | ] Jukuiudi
sojevi E. coli - EPEC S‘;}';’\,i“E_“ggﬁ‘_
STEC
Enterohemoragicni . :
: : Sojevi E. coli
sojevi E. coli - :
EHEC edemske bolesti




Ekstraintestinalna oboljenja prouzrokovana sojevima
E. coli kod zivotinja

APEC Sojevi E. coli patogeni za ptice - pile, polarna
fimbrija, endotoksin, hemaglutinin,
generalizovana bolest, Cesto sekundarna bolest

SEPEC Septikemic¢ni sojevi E. coli — fimbrije, receptor
CS3la kod teladi, endotoksin, CNF, CDT,
septikemija, pneumonija

UPEC Uropatogeni sojevi E. coli —tipl, S 1 P fimbrije, a
hemolizin i CNF1, urinarne infekcije I piometra
psi
Sojevi E. coli lokalne infekcije — oportunisticke
Infekcije
Mastitit, omfalitis, lokalne infekcije



U cilju determinacije patogenosti izolovanih sojeva
E.coli primenjuju se brojni testovi za utvrdivanje
sposobnosti kako kolonizacije creva tako 1 stvaranja
odredenih toksi¢nih produkata.

Adhezivne pile ili fimbrije predstavljaju vazne faktore
kolonizacije jer omogucuju Vvezivanje bakterija za
glikokaliks na povrsini epitelnih ¢elija jejunuma i tleuma.
Najvaznije adhezivne fimbrije kod sojeva E. coli su — K88
(F4), K99 (F5), 987P(6), F18 1 F41.




Enterotoksi¢ni patotip E. coli - ETEC

Enterotoksicni sojevi E. coli stvaraju termolabilni
(LT) 1 termostabilni (ST) enterotoksin, a ova njihova
sposobnost ¢esto je udruzena sa prisustvom K88, K99 il
nekih drugih antigena kolonizacije.

Termolabilni enterotoksin je antigenski srodan toksinu
Vibrio cholerae 1 delovanjem na sistem adenil ciklaze
dovodi do dijareje, a posledicno 1 do hipovolemije,
metabolicke acidoze I hiperkalemije

Neonatalne dijareja teladi, jagnjadi, prasadi, Stenci,
proliv posle odlucenja prasadi
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Dva tipa termostabilnog enterotoksina od kojih je STa
kodiran plazmidom deluje na sistem guanilat ciklaze
dovode¢i do akumulacije sadrzaja I te¢nosti u lumenu

creva prasadi I bebi miseva.




Faktori adherencije patogenih sojeva E. coli kod
svinja su K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6) 1 F41, a kod
teladi K99 (F5) 1 F41.

Prisustvo receptora na epitelnim ¢elijama tankih creva za
adhezivne faktore zavisi od uzrasta zivotinja- kod teladi
tokom prve nedelje zivota, a kod prasadi najmanje
mesec | po dana starosti




-Receptori se kod svinja za K88 nasleduju kao
dominantna osobina

Poseban faktor adherencije - "curli'* koji ima afinitet
za ekstracelularne proteine u epitelu creva
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Attaching/effacing patotip E. coli— AEEC

*Spadaju enteropatogeni EPEC i1 Shiga like toksin
produkujuci sojevi STEC

*Kolonizacija tankih 1 debelih creva

*Priljubljivanje za povrSinu enterocita i prouzrokovanje
skracivanje mikrovila

*Degeneracija epitelnih Celija 1 mﬁltracua neutroﬁlmh
granulocita u lamina propria PR

*Pojava dijareje




Attaching/effacing patotip E.coli - AEEC

Enteropatogeni sojevi E. coli EPEC

Intimin vezuje se za tir receptore, unistavanje — brisanje
mikroresica odnosno formiranje pijedestala — ravne povrsSine

Kuni¢i, telad, svinje, psi

Filopodia
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Attaching/effacing patotip E.coli— AEEC

Sojevi E. coli koji stvaraju Shiga toksin STEC
* Enterohemoragicni sojevi E.coll EHEC

* Intimin, STX toksin, uniStavanje mikroresica, retko se
javlja kod teladi

* Sojevi E. coli edemske bolesti

* F 18 fimbrije, STX2e toksin, a hemolizin, oSte¢enje
endotela krvnih sudova, edemska bolest svinja nakon
odlucenja




Shiga toksi¢ni patotip E. coli

Odredeni sojevi E. coli deluju
citotoksicno na Vero celije sa
dva toksina slicnih toksinu
Shigella (Shiga like toxin-SLT).

Oba toksina dovode do Inhibicije
sinteze proteina U ¢elijama
domac¢ina Vvezivanjem za 60S
ribozomsku subjedinicu.

. ER
Citosol ..'




Hemoragic¢ni colitis kod ljudi izaziva SLT-2, a prema
novijim radovima prisutan je 1 kod edemske bolesti
svinja, kao 1 kod sojeva 026 1 O 111 kod novorodene
teladi I prasadi.
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1. Intake of
pathogenic E.coli

4. Clinical picture:
* Oedema
® Lying on the side
* Paddling
® High losses

2. Adherence and proliferation

in intestine

3. Shiga toxin destroys
blood capillaries, fluid loss

;/fﬂ E.coli and fimbriae F18
{f{ Shiga toxin Stx2e




-9 E.coll with F18-Fimbrien
e Stx2e
3 Shigatoxin Stx2e-Vaccine One Shot
¥ Antibodies ,‘" % % \ Shigatoxin Stx2e-Vaccine

———
” “

/ Antlbodles
neutrallsing

"!\3




Ekstraintestinalni patotip E. coli

Infekcije enteroinvazivnim sojevima E.coli vezivanje za
target celije u distalnom delu tankih creva pomocu
adhezina CS31A1 F17

Pomocu citotoksi¢nih nekroti¢nih faktora CNF1 1 CNF2
bakterije preko enterocita prodiru do limfotoka a zatim se
Krvotokom Sire po organizmu

Prisustvo kapsule, RTX hemolizina I rezistencije prema
sistemu  komplementa  omogucava  prezivljavanje
enteroinvazivnih E. coli
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Sistemske (enteroinvazivne) septikemije
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Sistemske (enteroinvazivne) septikemije
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APEC - Sojevi E. coli patogeni za ptice

trachea

air sacs

| Tolllike receptor ‘:ﬁ Tissue damage
/ 8 E coli (APEC) @ Heterophil

@ Virus ’); Monocyte/Macrophage
% Epithelial cells ® Cytokine/Chemokine




Endotoksin

Jedro  Makrofag Endotoksin Interleukin 1
. ?.: _}
el D) = &Krvm su
' / Fagolizozom
o Groznica
© Makrofag fagocituje ¢ Destrukcija - © Oslobodeni ¢ Oslobadanje
Gram negativnu bakterije i interleukin 1 prostaglandina
bakteriju oslobadanje putem  dovodi do
endotoksina krvotoka dolazi  povisenja telesne
Copyright ©2001 Banjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman. In.  do hipotalamusa temperature
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E. coli O157 H7

*Potencijalno patogeni soj E. coli O157 H7 moze biti prisutan
u digestivnom traktu goveda bez klinicke manifestacije.

*Putem fecesa moze kontamirati okolnu sredinu — vodu, voce,
povrce , a u klanici moze do¢i do kontaminacije polutki — mesa,
mlevenog mesa.

*Oboljenje otkriveno 1982 godine. Kod ljudi kolonizacija debelih
creva i dolazi do sli¢nih lezija kao kod attaching/effacing
patotipa E. coli.

*Stvara se 1 Shiga toxin koji ulazi u cirkulaciju, oStecuje krvne
sudovi - pojava krvave diareje a kod dece 1 hemoliti¢nog
uremi¢nog sindroma 1 akutnog oSte¢enja bubrega.




E. coli O157 H7
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E. coli O157 H7
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Jack in the Box epidemija 1993 godine

*Fast food lanac restorana -
2200 objekata u SAD

*600 obolelih
4 dece umrlo

*\Washington state zakon

unutrasnja temperatura mora
biti naymanje 155 °F (68 °C)

DA zahtev u to vreme
140 °F (60 °C)




Posledice Jack in the Box epidemije 1993 godine




Salmonella spp.

- Salmonella spp. i1zazivaju infektivna oboljenja ljudi |
zivotinja salmonelozu

- Mogu da obole sve vrste domacih Zivotinja, a posebno
su prijemcive mlade I gravidne zivotinje

- Tri glavne forme
enteritis
septikemija
abortus

Salmonella




Trenutno rod salmonella sac¢injavaju dve vrste

S. enterica I S. bongorl.

Vrsta S.enterica je podeljena u 6 podvrsta:

Subspecies | = subspecies enterica [" . i 'Z?
Subspecies Il = subspecies salamae B g
Subspecies Illa = subspecies arizonae e -.:E
Subspecies I11b = subspecies diarizonae

Su
Su

0S

0S

pecies IV = subspecies houtenae

pecies VI = subspecies indica




Hektoen EpteriC Agar— .

(O  Salmonella sp.

® ' Shigella sp.

A Coliforgy) «
e % _ @

1. glucose/gas 5. adonitol
2. lysine 6. lactose
3. ornithine 7. arabinose
4. H2S/indole 8. sorbitol

9. VP

10. dulcitol/PA
11. urea

12. citrate




- Na osnovu grade O somatskog, H flagelarnog 1 Vi
kapsularnog antigena Salmonella spp. su klasifikovane u
serovarijetete (serotipove)

- Prema Kauffmann-White shemi do sada je otkriveno oko
2600 razlicitih serovarijeteta, a taj broj se svakog dana
povecava




Salmonella enterica subsp. enterica serovar Heidelberg
Subsp. O-antigen  Phase 1 Phase 2

S | 1,4,[5],12 r 1,2
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O-antigen

(O side chain of LPS) _
H-antigen

(Flagella)




Najvazniji serovarijeteti Salmonella spp.

Grupa Naziv serovarijeteta |O antigen |H-1 antigen |H-2 antigen
Salmonella
A S. Paratyphi A 1,2,12 a -
B S. Paratyphi B 1,45,12 b 1,2
B S. Typhimurium 1,4, [5], 12 i 1,2
Cl S. Choleraesuis 6,7 C 1,5
Cl S. Choleraesuis 6,7 [c] 1,5
biotip Kunzendorf
D1 S. Enteritidis 1,9, 12 g, m [1,7]
D1 S. Dublin 1,9, 12, [Vi] g,p -
D1 S. Gallinarum 1,9, 12 - -
D1 S. Pullorum 9, 12 - -
E1l S. Anatum 3,10 e, h 1,6




- Na osnovu adaptiranosti prema domacdinu
serovarijeteti Salmonella su podeljeni u tri grupe

- Serovarijeteti kojima su ljudi specifiéni domacini
ukljuuyjuéi S. Typhi 1 S. Paratyphi uzroc¢nike tifusa i
paratifusa ljudi

- Serovarijeteti kojima su odredene vrste zivotinje
specificni domacini ukljucujuci:

S. Dublin -goveda

S. Cholerasuis, S. Typhisuis —svinje




S. Pullorum, S. Gallinarum -zivina
S. Abortusovis —ovce
S. Abortusequi -konji

- Neadaptirani serovarijateti koji mogu izazvati
Infekcije 1 ljudi 1 Zivotinja

S. Typhimurium
S. Enteritidis




KliconoStvo - nema kliniCkih znaka infekcije —
Inaparentne infekcije

Tri razlicita tipa kliconoStva

Aktivno kliconostvo izlu¢ivanje mesecima ili godinama
salmonele

- prebolele akutne infekciju izlu¢ivanje 1z organizma salmonela
| preko 10°u gramu fecesa

- perzistentna ekskrecija prisutna I pored visokog titra antitela
prema O I H antigenima salmonella

- aktivno kliconostvo — goveda - S. Dublin i S. Saint-paul




Pasivno kliconostvo

- nakon ingestije salmonela pasiranje kroz organizam i izlucivanje
u fecesu bez ili uz ograni¢enu invaziju mezenteralnih limfnih
c¢vorova.

- ove zivotinje izlucuju salmonele kratak vremenski period nakon
njihovog uklanjanja iz kontaminirane sredine

|_atentne kliconosSe

- one zivotinje kod kojih se salmonele nalaze u tkivima ali
generalno ih ne izlucuju u fecesu stalno.

- OVe zivotinje predstavljaju povremeni izvor infekcije.
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Ljudi

S. Typhi - tifusna groznica

S. Paratyphi A — paratifus

S. Enteritidis, S. Typhimurium — do 2005.godine najc¢esca
infekcija putem hrane sa preko 200.000 potvrdenih sluCajeva
godiSnje u zemljama EU

Goveda

S. Dublin - subklini¢ke infekcije, enteritisi, septikemija,
meningitisi, abortusi, osteomielitisi

S. Typhimurium, S. Bovismorbificans - enteritisi,
septikemija




Svinje
S. Cholerasuis, S. Cholerasuis biotip Kunzendorf
klinicka slika poput svinjske kuge
S. Typhisuis enteritisi mlade svinje
S. Typhimurium

Ovce
S. Abortusovis, S. Montevideo, S. Dublin,
S. Typhimurium, S. Anatum

Konji
S. Abortusequi, S. Typhimurium




Zivina

S. Pullorum - beli proliv pili¢a- transovarijalno
prenosenje

S. Gallinarum - tifus zivine- prenosi se jajima

S. Arizonae - enteritis 1 septikemija

S. Enteritidis - paratifus zivine, prenosi se jajima




- Posle peroralnog unosenja salmonela u organizam nakon
njihovog prezivljavanja u zeludcu, dolazi do kolonizacije
lleuma, cekuma 1 colona, a zatim invazije bakterija u
enterocite ili M ¢elije epitela Pajerovih ploca

- Adherencije salmonela za target ¢elije creva pomocu tri tipa
fimbrija (tip 1 fimbrija 1 dugacke fimbrije na polu
bakterija)
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Tip Ill sekrecije sistem — TTSS pored prodora
salmonela u ¢elije mukoze creva dovodi do poremecaja
resorpcije tecnosti 1 elektrolita, aktivacije neutrofilnih
granulocita I inflamacije sa pojavom dijareje

Sama zapaljenska reakcija doprinosi daljoj destrukciji
epitela pa se u fecesu nalaze krv, ostaci enterocita I ¢elije
Inflamacije

SPI-2 obezbeduje prezivljavanje fagocitoze, otpornost
prema komplementu | dovodi do sistemske infekcije

endotoksin
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Figure SUM. Reported notification rates of zoonoses in confirmed huwman cases in the EU, 2071
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Figure SU1. Repored notification rates of zoonoses in confirmed human cases™ in the EU, 2012
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Tabkle SUY. Reported haspitalisation and case-fatality rates due to zoonoses in confirmed human cases in the EU, 20711

Haospitalisation Deaths
Confirmed ﬂ.l'nhe_r of Rep_-nrted Hospitalisation Confirmed Hl.l'nhr_-_r af
Cases repaorting hospitalised rate (%) CASES reporting
covered' %) Mss? CaASes covered' [%¥a) Mss®

Salmonellosis 85,548 10.4 B 4,557 45.7 48.0 14 58 0.12
Campylobacteriosis 220,208 T.7 a 8,137 47.8 521 13 43 0.04
Listariosis 1.478 437 16 a4 93.8 71.4 19 134 127
WTEC infections 0.485 225 14 721 338 78.0 16 58 0.75
fersiniosis 7.017 11.0 o 427 55.2 701 12 0.02

1
Brucellosis 330 53.8 B 118 G66.3 41.2 =] 1
Trichinellosis 268 76.8 g 153 74.3 78.5 12 1
Echinococcosis T 18.2 10 o] G7.8 28.4 12 2 0.80
Rabies 1 100 27 1 100 100 27 1




2011 ukupno 95.548 potvrdenih slucajeva salmoneloze kod ljudi
u EU. Smanjenje za 5.4% u odnosu na 2010 odnosno 37.9% u
odnosu na 2007 godinu 1l1 58.304 slucaja manje. 20.7 slucajeva
salmoneloze na 100.000 ljudi.

2011 Najzastupljeniji serovarijeteti S.Enteritidis - 44.4%o,
S. Typhimurium - 24.9, monofazni S. Typhimurium 1, 4, (5), 12 -
4.7%, S.Infantis

2012 ukupno 91.034 prijavljena slucajeva salmoneloze ljudi u
zemljama EU.

UspesSni programi redukcije salmoneloze kod zivine dosprineli
smanjenju broja slucajeva kod ljudi.




2011 prisustvo salmonela u hrani u EU
sveZe meso zivine 5.9%, sveze meso svinja 0.7%, jaja 0,1%

2011 prisustvo salmonela kod domacih zivotinja

20 zemalja Clanica je ispunilo zeljeni nivo redukcije salmoneloze u
roditeljskim jatima od manje od 1%

S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Infantis, S.
Virchow

Koke nosilje 4.2%, 2010 5.9%

Brojleri 3.2%, 2010 4.1%

Serovarijeteti prisutni kod zivotinja i u hrani
S. Infantis i S. Enteritidis kod Zivine

S. Typhimurium kod svinja
S. Typhimurium i S. Dublin kod goveda

Hrana za Zivotinje — 4%




Figure SA3. Distribution of the 10 most common Salmonella serovars in humans in the EU, 2012
(N =82,409)
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Figure SA19. Prevalence of the two target serovars (S. Enteritidis and/or S. Typhimurium)-positive
broiler flocks of Gallus gallus before slaughter, 2012

e :f- S 2o~
Proportion of - = SRS e ¢ — Spain
positive samples B T S R 3 I ; 7 _ N
i - p ==° W 4l
46 e lceland  __+* _‘__"v o o +
e — *:: y Crnnary ieinedn
>0 "- _.',"’_“ 1 '
0 — ; > " Finland portugal
e ) - .’ 4 - el o
T No data (MS) e { Sweden o 57 i 1
No data (non-MS | ags Norway <0.1 ? Y e
e g { Madwrny__A20iis |
¥ ol ) e N TR
. o £ - - - France
a2 T - SR} - —f’ S5 Estonial 7 .
ﬁ | 4 :"—--—" ¥, o> i\ - f " e % L:‘tv- & - y
’ P e S S . = 4 l‘
e = Denmark & v \ \ 4 /
... The United Kingdom Ko 2BAT S A p y
e b SaarCDR B & ﬂ?&"?‘,q B ﬂ'.huam? | ! Franch
B N B ar N e
~ireland. = ,__ The Netherlands -
A J 035 , Poland : e
- | . &t ol +
B e .-‘__r. Belgium Germany The 0.3 : Gradedoupe
Y e = o6& 0.1 czech|Republic N
(_M_\__’l\“ & Luxemboui'g‘ - 46 S!o'w:khj) Madirsgue
"~y 2. | S Austria S0 o 1 R .
e F ’. LS * Hungary : :
b rance Switzerland -~ 0.7 0.4 ' Ruurion
g 05 S Y : Kol - ad Romania ) 2 -
N 3 Slovenia - < _— ¢ 20 @00
| : e 20 = ,
PN i - s (_:l‘ - L A . Vicrratary
~‘p P A . A Tialy ¢ Bulgaria
\ , et &_1 <0, 13 3 <
- Spain Ez ) S T . SO
Portugal <% 1 4 < % N i N
Lo2 a - P L~
K A I3 [ A Greacer .
| -~ ek P U i "‘
o aw N Malta Vg SAen c
S s yprus .
: : 0.3 u
Kdometers —~




SRPSKI SRPS EN ISO 6579
STANDARD

Oktobar 2008.

Identi¢an sa EN ISO 6579:2002
+Al1:2007 + AC:2006

Mikrobiologija hrane i hrane za Zivotinje —
Horizontalna metoda za otkrivanje
Salmonella spp.

Microbiology of food and animal feeding stuffs —
Horizontal method for the detection of Salmonella spp.

I izdanje




Flow diagram for isolation/identification of Salmonella from
Food / Animal Faceces

Non-selective pre-enrichment
25 g food / fasces in 10% phosphate buffer (36° +/-1°C, 24 h.)

l

Selective enrichment *
0.1 ml in 10 ml Rappaport-Vassiliadis Soy Broth (41.5° +~ 0.5°C, 24 h.)
1 ml in 10 ml Tetrathionate broth (Mdller-Kauffman) (36° +-1°C, 24 h.)

'

Isolation
XLD with an inoculation loop (367 +/-1°C, 24 h.)
BGA with an inoculatimllmp (367 +-1°C, 24 h.)

Suspect colonies to nutrient agar (36° +~1°C, 24 h.)

}

Biochemical confirmation (36° +/-1°C, 24 h.)
Triple Sugar lron Agar (T31) or Kliger Iron Agar (KIA)
Urea broth
Lysine Iron Agar (L1A) = ==
Motility-Indol-Omithine (MIC) Ksiloza lizin
Citrate

| dezoksiholatni agar
Serotyping (XLD)

O-antigens
H-antigens
Phase | (37°C, overnight)
Phase 1l




Real-time PCR for the detection of Salmonella in feed

(§ 64 LFGB, L-00.00-98)

* target gene: irRSBCA Operone (Tetrathionate Respiration)

* 95 bp PCR-product/ use of an Internal Amplification Control {IAC)
ttr S B C A

P e
—— _\-\-_\--_\_""—

Forward Brimaer Sonde Backward Primer
-

-
ST LTZ 11) AR G R CTCACCAS GAGATTAS ARG TG CTRRCTOG TOGTORETGECT A AARGT 0 FTCT CRCC GRCE GT60 GATE STCACTT P IGEr S TRASC T, CUETGA

ST SIREL [T --—-- --- ---
Q0-2E0 [TITh]  —mmmmmmmmmmmmm e e O e —
00262 (IV) —_—— B e
Y R it L
- e
FI-LBEE [II13] == === —mm e m e e e e R T e T e

K1354 {wh -
Btart ftpd Stop BiC

Malorny et al. 2004: Diagnostic real-time PCR for Detection of Salmonella in Food.
Appl. Environment. Microbiol. 70:7046-7052. {source: NRL-Salm/ BfR)




Pre-enrichment of 25 g food sample in
225 ml BPW (18-20 h at 37°C)

\ \

Selective enrichment Microbial DNA extraction
(RVS, nMKTT)

Isolation on selective media Salmonella specific PCR
(Amplification and detection) |

(XLD, BPLS)

Biochemical and
serological confirmation p~

rt

takes 1 day) (source: NRL-Salm/ BfR)




Enterobacteriacae

- Yersinia spp
- Klebsiella spp
- Proteus spp

- Serratia spp

- Edwardsiella spp
- Citrobacter spp

- Morganella spp
- Shigella spp




Yersinia psedotuberculosis — pseudotuberkuloza
mezenterijalni limfadenitis, enteritis ovce, koze, goveda,
ljudi, ptice, laboratorijske zivotinje — morsko prase

Yersinia enterocolitica — retko kod zivotinja enteritis,
abortus, ljudi - enteritis, mezenterijalni limfadenitis

Yersinia pestis — Kuga ljudi

- prezivljavaju fagocitozu,
nekroticne lezije u limfnim
c¢vorovima, infiltracija neutrofila

- glodar1 macke mogu da obole




-Yersinia pestis — Kuga ljudi

What do bubonic and pneumonic plague have in common?
The cycles of plague.
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-Yersinia pestis — Kuga ljudi

rodent-flea m
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= meat consumption

= |ong-distance transport m




-Yersinia pestis — Kuga ljudi

ey




-Yersinia pestis — Kuga ljudi

rodent-flea m

cycle
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Urban ]
Transmission Prisumonic § rodent—flea~
cycle
= flea transmission y
=P airborne in humans

= meat consumption

= |ong-distance transport m




Klebsiella spp - mastitis- krave
K. pneumoniae - Infekcije uterusa - kobile
- urinarne infekcije - psi

- pneumonije- zdrebad

Enterobacter spp - mastitisi- krave
E. aerogenes - uterine infekcije — kobile

- MMA sindrom- krmace




Proteus spp - urinarne infekcije- psi 1 konji
P. mirabilis - otitis ext.- psi I macke
P, vulgaris - respiratorne infekcije
- mlade zivotinje
Serratia spp - mastitis krave
S. marcescens - septikemija pilici

Edwardsiella spp - proliv -svinje , psi I telad
E. tarda

Citrobacter spp - mastitis krave
C. diversus




Morganella spp - otitis 1 urinarne infekcije
M. morganii psi | macke

Shigella spp - retko prolivi 1 dizenterija psi




