Red Enterobacterales

Red Enterobacterales sedam familija - Budviciaceae,
Enterobacteriaceae,  Erwiniaceae, = Hafniaceae,
Morganellaceae, Pectobacteriaceae I Yersiniaceae

Gram negativne bakterije Stapicastog oblika,
fakultativni anaerobl, ne stvaraju spore




Red Enterobacterales

Vise od 30 rodova 1 100 razli¢itih vrsta bakterija.

Prisutne u razli¢itim ekoloskim niSama 1 poseduju
razlicite biohemijske karakteristike.

Veliki broj vrsta se nalaze u intestinalnom traktu

Zivotinja i ljudi.
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Red Enterobacterales _
Gram negativne bakterije Stapicastog oblika i do 6 um duzine, &
veli¢ine po pravilu izmedu 0,3-0,6 X 2-3 um.
- Rastu na neobogacenim podlogama, rastu na MacConkey agaru.
Fakultativni anaerobi, katalaza pozitivne.

Asporogene, vecéina pokretne.
Oksidaza negativne.
Fermentisu glukozu.
Redukuju nitrate u nitrite.




osnovu patogenosti podeljene su u tﬂ grupe* '

2

Saprofitske komensalne mikroorganizme
¢ija patogenost nije dokazana

£

Patogene bakterije
Salmonella spp
Escherichia coli
Yersinia spp
Shigella spp.
Klebsiella spp.
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3. Oportunisticke patogene koji u odredenim
okolnostima prouzokuju infekcije rodovi Proteus,
Enterobacter, Citrobacter , Serratia



Izolacija I identifikacija
Veci broj selektivnih 1 diferencijalnih hranljivih
podloga.

Podloge u sebi sadrze inhibitorne supstance poput
zucnih soli ili brilijant zelene boje koje dovode do
sprecavanja rasta Gram-pozitivnih bakterija.

Mogu sadrzati supstrate koje odredeni rodovi ili vrste
bakterija razlazu 1 indikatore Kkoji obezbeduju
promenu boje kolonija i preliminarnu identifikaciju.



U ispitivanom materijalu broj Salmonella 1 Shigella

moZe biti mali zbog &ega se koriste podloge za

obogacivanje koje favorizuju rast odredenih vrsta a
dovode do inhibicije rasta drugih.

g

Rappaport- Vassiliadis =

bujon, brilijant zeleni zuc¢ni bujon, laktozni bujon,
MacConkey bujon i Selenit F bujon.
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U dlferencualne podloge mkorporlsanl su odredem |

supstrati- najcesc¢e laktoza I indikatori

MacConkey agar - Zucne soli, kristal violet
-laktoza negativne - zute boje Salmonella, Shigella
-laktoza pozitivne - crvene boje E. coli, Klebsiella
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Hektoen agar - zucne soll, laktoza, salicin, soli gvozda, |
indikator bromtimol plavo |
- ne razlazu laktozu - zelena/plavo zelena boja
- razlazu laktozu - zuto narandzasta boja

- produkcija H,S-crni centar
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Endo agar — laktoza, indikator fenolftalein,
 laktoza negativne- bledo ruzicaste

 laktoza pozitivne- crvene boje

A, - -
e #ﬂ"t.-?.,_ p—— :_IPFQ_-.__...,,-.“ = e S Hr*uw”W%*W* it .“e‘“:.v-g-r‘ 1“ = -- .

= AN g

Pt



y ; o = e i s e o iy e
| ” B ey R~ ] BT T ey 2 R

Podloge sa obojenim supstratom
inkorporisana jedinjenja konjugovana sa
hromogenima ili fluoresentnom bojom




bakterne koje se odlikuju sposobnosScu koris¢enja tih
jedinjenja, unose 1h 1z podloge 1 ugraduju u sebe - posledica
razliCite boje kolonija 1 njthova laka identifikacija

najpoznatije hromogene podloge su Coli ID agar, Rambach-
agar 1 DIASALM
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chromID™ Salmonella Agar (SM2)
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Enterobakterije se lako kultiviSu I rastu ne samo na
selektivnim 1 diferencijalnim, nego na svim
standardnim hranljivim podlogama ukljucujuci obican
| Krvnli agar.

Inkubacija se vrsi u aerobnim uslovima sredine, na
temperaturi od 37 °C u trajanju od 24 ¢asa.
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Kolonije enterobakterija su veoma sli¢ne, relativno
velike pre¢nika 2-3 mm, okrugle, sjajne 1 sivkaste boje

© ¢ |zuzetak — rojenje — Proteus mirabilis 1 P. vulgaris
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lzuzetak - sluzave kolonije — Klebsiella, Enterobacter
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- - Samo nekoliko vrsta enterobakterija stvara pigment
Serratia marcescens, S.rubidaea crvene boje
Pantoea agglomerans raniji naziv

Enterobacter agglomerans zute boije.
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Na krvnom agaru veéina enterobakterija se ne
odlikuje hemolizom

Neki patogeni sojevi Escherichia coli imaju o i p £
hemolizine 1 dovode do hemolize eritrocita na krvnom
agaru.
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& Ispitivanje fiziolosko- biohemijskih osobina

b

~»  sve fermenti$u glukozu

Ee  sve redukuju nitrate u nitrite
~* ne produkuju citohrom oksidazu

'+ sve su pokretne izuzetak Klebsiella, Shigella,
Yersinia g
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Precizna identifikacija enterobakterija se izvodi
Ispitivanjem biohemijskih karakteristika

Na osnovu sposobnosti fermentacije laktoze su
podeljene enterobakterije se dele na laktoza
pozitivne I na laktoza negativne
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IMVIC - kratak biohemijski niz
1. sposobnost stvaranja indola
2. reakcija sa metil crvenim

3. Voges Proskauer reakcija
4. rast na podlozi za citratom

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

b=

TSI — Trostruki Secer sa gvozdem

Kosina
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Enterobacteriaceae

Gram -ve, Catalase +ve, Oxidase -ve,
Nitrate +ve, Ferment Glucose

Lactose Non-Fermenting
(Colorless colonies in
MacConkey)

Lactose Fermenting
(Pink colonies in
MacConkey)

Motile

Non-Motile Non-Motile
Shigella Urease +ve

K. oxytoca (Indole +ve)

K. pneumoniae (Indole -ve)

Motile

Indole +ve

Proteus vulgaris Indole -ve

Citrate -ve
Urease +ve
Morganella

Urease -ve
Providencia

Indole +ve

E. coli

Indole -ve

I I

stuartii

Citrate +ve Citrate -ve

| | |

MR +ve MR -ve H,S +ve

VP -ve VP +ve Salmonella
H.S +ve H,S -ve
Proteus Serratia
mirabilis

H.S -ve
Yersinia

MR +ve, VP -ve
Citrate +ve
Citrobacter

MR -ve, VP +ve
Citrate +ve
Enterobacter




Komercijalni biohemijski testovi —bioMérieux API
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Molekularne tehnike
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* PCR - detekcija enterobakterija u klinickom materijalu
| hrani, precizna identifikacija izolata.

-PFGE profil - digestija restriktivnim enzimima |
‘ primena elektroforeze u pulsnom polju (pulsed field gel
*‘“a. electrophoresis).
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osnovu patogenosti podeljene su u tﬂ grupe* '

1. Saprofitske komensalne mikroorganizme
¢ija patogenost nije dokazana

£

Patogene bakterije
Escherichia coli
Salmonella spp
Yersinia spp
Shigella spp.
Klebsiella spp.
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3. Oportunisticke patogene koji u odredenim
okolnostima prouzokuju infekcije rodovi Proteus,
Enterobacter, Citrobacter , Serratia
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Escherichia coli

e E. coli je najbrojnija fakultativno anerobna bakterija u
digestinalnom traktu izmedu 10° -108 u jednom mililitru
| predstavlja dominantni izolat aerobne flore fecesa.

~ « Predstavlja sastavni deo normalne mikroflore

T-—g;—' 0 -

3

digestivhog trakta ali odredeni sojevi mogu

Ispoljavati patogena svojstva
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;‘?ﬁ ~ Potencijalna patogenost E. coli zavisi
od starosti 1 fizioloSkog stanja jedinke
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od faktora virulencije ove bakterije.
Predisponirajuci faktori za pojavu E. coli infekcnja su:
: -novorodene jedinke zbog neadekvatnog nivoa

pasivnog imuniteta i
- intezivni nacin drzanja domacih zivotinja zbog %‘P
~ brzog Sirenja patogenih sojeva [
~ -loi zoohigijenski uslovi sredine
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*'  Mlade 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 1spoljeni receptor: za K88

i —



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 | mleka

£ -
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- - Povrsinu epitela crevnih resica kolonizuju
- saprofitski mikroorganizmi, i kao normalna florau =

digestivnom traktu sprecavaju invaziju patogenim

mikroorganizmima — Efekat barijere E
% . Digestivni trakt novorodenih Zivotinja je bez &
prisustva mikroorganizama, a za potpuno &
formiranje mikroflore neophodno je 1 vise nedelja
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~ © Zbog odsustva saprofitske mikroflore ostaju slobodni
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receptori na povrsini epitelnih ¢elija, a time je olakSana
kolonizacija patogenim mikroorganizmima
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- Odbijanje od sise, promena drzanja i ishrane kao
stresni faktori naroCito kod svinja olaksavaju pojavu
bolesti prouzrokovane ovom bakterijom.
- Prisutnmi receptori na povrSini enterocita kod starije
prasadi za fimbryje E. coli F18
- Edemska bolest svinja javlja se kod odlucene prasadi
usled promene 1shrane 1 naglog prirasta u telesnoj tezini.
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& . 22 karaktenzacuu |zolovan|h sojeva E. CO|I | utVI‘dlvanJe
- njihove patogenosti primenjuje se veci broj metoda : =
serotipizacija, biotipizacija, fagotipizacija i |sp|t|vanje

posedovanja faktora virulencije



- Sojevi E. coli u zavisnosti od faktora virulencije koje
poseduju mogu dovoditi do pojave jednog ili vise
razliCitih sindroma bolesti

Intestinalna - 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 I

sojevi E. coli - = Enteroagregativni
ETEC E. coli - AEEC sojevi E. coli - EAggEC

Shiga toksin
= produkujuci b
sojevi E. coli -

STEC

Enteropatogeni
sojevi E. coli - EPEC
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Enterohemoragicni
sojevi E. coli - jtems
EHEC

Sojevi E. coli |
edemske bolesti |§




ETEC EPEC/AEEC
R Fimbrije Intimin

Enterotoksini Destrukcija crevnih resica
Tanka creva Tanka i debela creva

Produkuje toksine  Kombinacija EPEC i STEC Pretezno kolon
(Shiga-like toksin) ~ Destrukcija crevnih resica Formiranje mikrokolonija
Tanka i debela creva Shiga-like toksin Toksin slican enterotoksinu

Tanka i debela creva




| Ekstraintestinalna oboljenja prouzrokovana sojevima |
E. coli kod zivotinja
APEC ojevi E. coli patogeni za ptice - pile, polarna
Imbrija, endotoksin, hemaglutinin,
eneralizovana bolest, Cesto sekundarna bolest
Septikemicni sojevi E. coli — fimbrije, receptor
CS31a kod teladi, endotoksin, CNF, CDT,

eptikemija, pneumonija ._
Uropatogeni sojevi E. coli —tipl, S i P fimbrije, a [
hemolizin i CNF1, urinarne infekcije i piometra
Si

ojevi E. coli lokalne infekcije — oportunisticke
Infekcije
Mastitit, omfalitis, lokalne infekcije




1. Intestinalni patotipovi E.coli
e enterotoksi¢ni patotip ETEC
» enteropatogeni patotip AEEC — EPEC
» Shiga toksin patotip STEC
UPEC —Call « enteroagregatni patotip EAEC B
ki EHEC » enteroinvazivni patotip E. coli EIEC
» difuzno adherentni patotip E. coli DAEC'

DAEC i Ac bl |
_ Atipiéna » patogeni sojevi koji sadrze faktore
TliTcE:a ‘*\; \ , virulencije svojstvene za viSe patotipova
EPEC \fEEC STEC N — enterohemoragicni patotip E. coli
\‘- 0104:H4 EH EC
ETEC | O157:H7 | Elhysemen.ae 2. Ektraintestinalni patotip E. coli EXPEC

\ Shigella e patotip povezan sa meningitisom MAEC
e uropatogeni patotip E. coli UPEC
e odredeni sojevi UPEC patotipa poseduju
faktore virulencije svojstvene STEC,
EAEC i DAEC patotipova.
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= o U Cl|ju determmacue patogenostl |zolovan|h so;eva .
- E.coli primenjuju se brojni testovi za utvrdlvanje f-a
sposobnosti kako kolonizacije creva tako | stvaranja .
odredenih toksi¢nih produkata

 Adhezivne pile ili flmbrue predstavljaju vazne faktore
kolonizacije jer omoguéuju vezivanje bakterija za =
glikokaliks na povrsSini epitelnih ¢elija jejunuma 1
lleuma. Najvaznije adhezivne fimbrije kod sojeva E. |
coli su— K88 (F4), K99 (F5), 987P(6), F18 i F41.
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D Be0)
njihova sposobnost Cesto je udruzena sa prisustvom
K88, K99 ili 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,
Stencl, 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 tecnosti U
lumenu creva prasadi i bebi miseva.




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

Eaty



Receptori se kod svinja za K88 nasleduju kao
dominantna osobina

Poseban faktor adherencije - '‘curli'® koji Ima
afinitet za ekstracelularne proteine u epitelu creva




Vakcine
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[ Bovine Rotavirus- 14
Coronavirus Vaceint,
Killed Virus, Clostridie® =3
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Attaching/effacing patotip E. coli — AEEC

\
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Spadaju enteropatogeni EPEC i Shiga like toksin

produkujuci sojevi STEC -
Kolonizacija tankih i debelih creva

Priljubljivanje za povrsinu enterocita i prouzrokovanje:
skracivanje mikrovila

Degeneracija epitelnih ¢elija 1 infiltracija neutrofilnih r
granulocita u lamina propria
Pojava dijareje

AT st S - L e e 5 1 e -y
e e I e o et o [ o S e 7 pians



Attaching/effacing patotip E.coli -AEEC

i o Enteropatogeni sojevi E. coli EPEC
| » Intimin vezuje se za tir receptore, unistavanje — brisanje
mikroresica odnosno formiranje pijedestala — ravne povrsine

» Kuni¢i, telad, svinje, psi

by
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Filopodia







Attaching/effacing patotip E. coli — AEEC i

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

Intimin, STXx toksin, uniStavanje mikroresica,
retko se javlja kod teladi

Sojevi E. coli edemske bolesti

F 18 fimbrije, STX2e toksin, o hemolizin,
oStecenje endotela krvnih sudova, edemska bolest
svinja nakon odlucCenja

gy



Shiga toksicni patotip E. coli

Shlgu toxin

~ = Odredeni sojevi E. coli deluju
~ citotoksiéno na Vero ¢elije sa
dva toksina slicnih toksinu
Shigella (Shiga like toxin-SLT).

. Oba toksina dovode do inhibicije

~ sinteze proteina u celijama
domacina vezivanjem za 60S
ribozomsku subjedinicu.




o HemOl‘aglcnl colitit kod |judl 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 1 prasadi.
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Submukoza i krvni sudovi







2. Adherence and proliferation A E.coli and fimbriae F18
in intestine 2% Shiga toxin Stx2e

1. Intake of

; : 3. Shiga toxin destroys Bload vessel
pathogenic E.coli

blood capillaries, fluid loss -

-

4, Clinical picture: Capiliaries
* Oedema
* | ying on the side
° Paddling Blood vessel
® High losses




-9 E.coll with F18-Fimbrien
3 Shae

I Shigatoxin Sb?e-Vacdne
¥ Antibodies

One Shot
Shigatoxin Stx2e-Vaccine




Ekstraintestinalni patotip E. coli

vezivanje
za target celije u distalnom delu tankih creva pomocu
adhezina CS31A1 F17

wlp

= Pomoéu citotoksi¢nih nekrotiénih faktora CNF1 i 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



E. coli with
fimbiriae
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Sistemske (enteroinvazivne) septikemije

APEC MAECINMEC UPEC

Bronchioles s
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" Superficial Umbrella Cell
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E. coli Type 1 pili OmpA Macrophage E. coliwith K1 Filamentous Nucleus
capsule E. coli
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SOjeVI E CO|I patogenl 7a ptlce

air sacs
| Tolllike receptor * Tissue damage

/ o E coli (APEC) @ Heterophil

ﬁ Virus ",::'; Menocyte/Macrophage
‘A-Q-; Epithelial cells @ Cytokine/Chemokine




L o e e 0 e B i
g o P L R g P SR o i

Endotoksin

Jedro  Makrofag

Groznica

@) Makrofag fagocituje @ Destrukcija - © Oslobodeni ¢ Oslobadanje
Gram negativnu bakterije i interleukin 1 prostaglandina
bakteriju oslobadanje putem - dovodi do

endotoksina krvotoka dolazi  poviSenja telesne
CORTARL AR Baei G 40 M ckAdsecn Vs oo 52 do hipotalamusa temperature
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LPS

¥

TNF

¥

IL-1

\

IL-6/IL-8

¥

NO, PAF




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

Putem fecesa moze kontamirati okolnu sredinu — vodu,
voce, povrée , a U klanici moze do¢i do kontaminacije
polutkl — mesa, mlevenog mesa.

Oboljenje otkriveno 1982 godine. Kod ljudi kolonizacija
debelih creva | dolazi do sliénih lezija kao kod

Stvara se | kOjI ulazi u cirkulaciju, oStecuje
krvne sudovi - pojava krvave diareje a kod dece |
hemoliticnog uremi¢nog sindroma 1 akutnog ostecenja
bubrega.
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Transmission animal
10 person
(farme, =laughter-
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Fecal excretion +

contamination of environment
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Transmission
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Fecal excretion « 3r4lﬁ

contamination of el Contamination of food +

environment transmission animal to person +
transmission person to person




Jack In the Box epidemija 1993 godine
1 ‘ =)

Fast food lanac restorana -
2200 objekata u SAD

600 obolelih
4 dece umrlo

Washington state zakon
unutrasnja temperatura
mora biti najmanje 155 °F
(68 °C)

FDA zahtev u to vreme
0 2 F (60 °C)
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Salmonella spp. 1zazivaju infektivna oboljenja ljudi I
Zivotinja salmonelozu

Mogu da obole sve vrste domacih zZivotinja, a posebno
su prijemcive mlade 1 gravidne zivotinje :

it B

- Tri glavne forme "
enteritis "f'j
septikemija .
abortus

Salmonella



Do skoro rod salmonella sacinjavale su dve vrste
S. enterica I S. bongorl.

Vrsta S.enterica je podeljena u 6 podvrsta:

Subspecies | = subspecies enterica g D

/ ® _l"

Subspecies |l = subspecies salamae 5 .

Subspecies Illa = subspecies arizonae *a s B
¢ e

- Subspecies Il1b = subspecies diarizonae

Subspecies 1V = subspecies houtenae

Subspecies VI = subspecies indica

Salmonella subterranea — tre¢a vrsta nedavno priznata

e



Gene diatribution

.T'_.Iph'nuuﬂm-

specific
Salrmcnalla-
specific




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
| 1,4,[5],12 r 1,2

_|antigen,

Outer !
Core | .
Inner '
Core |

\

O-antigen

(O side chain of LPS)
< H-antigen

(Flagella)




Antigen

Antigen Antigen

Antigen

Antigen
Antigen




Najvazniji serovarijeteti Salmonella spp.

Grupa Naziv serovarijeteta |O antigen |H-1 antigen |H-2 antigen
Salmonella
A S. Paratyphi A - 2472 a -
B S. Paratyphi B 4501 2 b 152
B S. Typhimurium 1:4-15),:12 i 152
€1 S. Choleraesuis b C s
o S. Choleraesuis 6,7 [c] 55
biotip Kunzendorf
D1 S. Enteritidis 1912 g, m [1,7]
D1 S. Dublin 1,9, 12, [Vi] g, p :
D1 S. Gallinarum 1.9, 12 - -
D1 S. Pullorum 9,12 - -
El S. Anatum 3,10 e, h 1,6




Na osnovu adaptiranosti prema domadéinu
serovarijeteti Salmonella su podeljeni u tri grupe

Serovarijeteti kojima su ljudi specifiéni domacdini *
ukljucujuci uzrocnike tifusa I
paratifusa ljudi
Serovarijeteti kojima su odredene vrste zivotinje
specificni domacini ukljucujuci:

-goveda

—svinje



-Zivina
—QoVvcee
-konji

Neadaptirani serovarijateti koji mogu izazvati
Infekcije 1 ljudi I zivotinja




SRPS EN ISO 6579-1:2017 Horizontalna metoda za otkrivanje, |
odredivanje broja 1 serotipizaciju Salmonella — Deo 1. Otkrivanje
Salmonella spp.

SRPS CEN ISO/TS 6579-2:2014 Horizontalna metoda za
otkrivanje, odredivanje broja 1 tipizaciju Salmonella — Deo 2:
Odredivanje broja primenom redukovane tehnike najverovatnijeg
broja

SRPS CEN ISO/TR 6579-3:2014 Horizontalna metoda za
otkrivanje, odredivanje broja 1 tipizaciju Salmonella — Deo 3: |
Uputstvo za tipizaciju Salmonella spp £
SRPS CEN ISO/TS 6579-4:2020 Horizontalna metoda za
otkrivanje, odredivanje broja 1 serotipizaciju Salmonella — Deo 4:
Identifikacija monofazne Salmonella Typhimurium (1,4,[5],12:1:-)
nomMohy nan4dane peaknuje moaumepasu (PCR)



Flow diagram for isolation/identification of Salimonelia from

Food /! Animal Faceces

H Mon-selective pre-enrichment
B 25 g food / fasces in 10% phosphate buffer (36° +/-1°C, 24 h.)
__ 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 inoc.ulatimllmp (367 +-1°C, 24 h.)

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

}

Biochemical confirmation (36° +/-1°C, 24 h.)
Triple Sugar Iron Agar (T51) or Kliger Iron Agar (K14)
Lirea hroth
Lysine Iron Agar (L1A)
Maotility-Indol-Omithine (MI0O)

Citrate

!

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

Ksiloza lizin
dezoksiholatni agar
(XLD)
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U ispitivanom materijalu broj Salmonella 1 Shigella
moze biti mali ispod 1000 u gramu zbog cega se
koriste podloge za obogacivanje koje favorizuju rast
odredenih vrsta a inhibisu rast drugih.

Neselektivne podloge za  predobogaéivanje-
puferizovana peptonska voda
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F+ Podloge za obogaéivanje- Rappaport- Vassiliadis
bujon, tetrationat Muller Kauffman bujon
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Ksiloza lizin dezoksiholatni agar (XLD)
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Na-dezoksiholat — inhibicija Gram pozitivnih bakterija
Laktoza, sukroza, ksiloza, lizin
Indikator - fenol crveno
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Salmonella H,S pozitivne — crvene kolonije sa crnim
centrom

Shigella spp. and Salmonella H,S negativne — crvene
kolonije

E. coli — velike ravne kolonije zute boje

Proteus spp. - crvene ili zute kolonije

Enterobacter / Klebsiella - mukozne zute kolonije



Ksiloza lizin dezoksiholatni agar (XLD)

Salmonella spp.
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Ksiloza lizin dezoksiholatni agar (XLD)
E. coli
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crveno

 Agar sa brilijant zelenim — laktoza, indikator fenol

-+ Salmonella spp. - ruzicaste ili crvene boje - C

« E.coli - zute boje - B
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Podloge sa obojenim supstratom
inkorporisana jedinjenja konjugovana sa
hromogenima ili fluoresentnom bojom




chromID™ Salmonella Agar

gy



~ IMVIC — kratak biohemijski niz

1. sposobnost stvaranja indola
2. reakcija sa metil crvenim
3. Voges Proskauer reakcija £

4. rast na podlozi za citratom

Salmonella -+ - +
E. coli TR T *r_
ndo i

" 3
Py——
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Druge biohemijske reakcije - sposobnost razgradnje
aminokiselina - lizin, fenilalanin ili aminokiselina sa
sumporom (oslobadanje H,S), otapanje zelatina,
prisustvo ureaze, fermentacija ugljenih hidrata, rast u
podlozi sa KCN 1 pokretljivost

TSI — Trostruki Secer sa gvozdem

* w— . Neinokulisana podloga

. S. Typhi
. S. Enteritidis

1
2
_ 3
4. Shigella flexeri
2 5. E.coli
) w 6. Pseudomonas spp.
. ¥
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Real-time PCR for the detection of Salmonella in feed
(§ 64 LFGB, L-00.00-98)
* target gene: firRSBCA Operone (Tetrathionate Respiration)

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

ST LTE 1)

BT DIEEL [T1  mm e mmm e oo o o e R e e e e e
Q0-260 [TITh)

00262 [I¥)  —mmmmmmmmmmmmm o

00-1307 VI - L

971565 (II}

FE-LBEE [II1a] == === —mmmm——m e o e
EL954 {¥)  mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm oo

Bhart thph Stop o

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

B nw L

Salmonella specific PCR
(Amplification and detection)

(XLD, BPLS)

Biochemical and
serological confirmation p—

I1SO 6579:2002 ,,gold standard™
(takes 4-5 days)




IzluCivanje mesecima 1l godinama salmonele

- prebolele akutne mfekciju 1zlu€ivanje 1z organizma
salmonela 1 preko 10° u gramu fecesa

- - perzistentna ekskrecija prisutna 1 pored visokog titra
antitela prema O 1 H antigenima salmonella

- kliconostvo kod goveda - S. Dublin 1.S. Saint-paul



Tifusarka Mary Mallon (1869-1938) - S. Typhi
1990 -19135 inficirala preko 100 ljudi od kojih je zvani¢no
troje preminulo (nezvanicno blizu 50 ljudi)

“TYPHOID
MARY"® %

) The E xtraordinary Predic-

ament of Mary Malilon,a i
Prisoner on Nete Y ork’s Quarantine Hospita
r

: The Extraord
: and Dis
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Ljudi

= S. Typhi - tifusna groznica
. S. Paratyphi A — paratifus
& S. Enteritidis, S. Typhimurium — do 2005.godine najcesca
. infekcija putem hrane sa preko 200.000 potvrdenih slucajeva
. godisnje u zemljama EU

Goveda

~ S. Dublin - supklinicke Infekcije, enteritisi, septikemija,
meningitisi, abortusi, osteomielitisi

= S. Typhimurium, S. Bovismorbificans - enteritisl,

- septikemija

gy
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© S. Cholerasuis, S. Cholerasuis biotip Kunzendorf
- klinicka slika poput svinjske kuge

- S. Typhisuis enteritisi mlade svinje

~ S. Typhimurium

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

- Konji
© S. Abortusequi, S. Typhimurium
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Zivina

S, Pullorum - beli proliv pili¢a- transovarijalno

prenosenje

S. Gallinarum - tifus zivine- prenosi se jajima

S. Arizonae - enteritis I septikemija

S. Enteritidis - paratifus zivine, prenosi se jajima







Panetration of Salmoneflla
through egg shall and membranes

-P-F-F--.-Fh-'.-h

Salmarnaia in lascos of vagina

=Gt colonization
= Sysiemic sﬂmad
* Ascanding infection

Internal contamination of the eggs
through infection of reproductive organs

""'-..._

Isthumus

mlection of shell membranas
I

Shell gland . riocton of 63 shol
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"i Posle peroralnog unosenja salmonela u organizam nakon

- njihovog prezivljavanja u zeludcu, dolazi do kolonizacije

lleuma, cekuma i colona, a zatim invazije bakterija u

enterocite ili M ¢elije epitela Pajerovih ploca

- Adherencije salmonela za target celije creva pomocu tri

~ tipa fimbrija (tip 1 fimbrija 1 dugacke fimbrije na =
polu bakterija)
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Ruffling of
host cell
plasma
membrane

Salmonella
typhimurium




receptor

effector
molecules

host intestinal
epithelial cell

Gut Lumen

®; . O\ 2
] cr a M cell

it

IL-8

Lamina propria v £
lysosome™. C:'J O -ccnnation ®




Tip 11l sekrecije sistem — TTSS pored prodora
salmonela u ¢elije mukoze creva dovodi do poremecaja
resorpcije tecnosti I 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 i dovodi do S|stemske Infekclje —
endotoksin. e







Direktiva 2003/99/EZ Evropskog Parlamanta i Saveta od 17. |
novembra 2003. o pracenju zoonoza | uzro¢nika zoonoza

Prioritet: bruceloza, kampilobakterioza, ehinokokoza,
listerioza, salmoneloza, trihineloza, tuberkuloza uzrokovana
Mycobacterium bovis, verotoksi¢ne Escherichia coli
Nacionalni programi monitoringa.

Drzave clanice su duzne da osiguraju da c¢e programom |
monitoringa zoonoza dobiti odgovaraju¢i podaci barem u pogledu
reprezentativnog broja izolata Salmonella spp, Campylobacter ¢
jejuni 1 Campylobacter coli goveda, svinja i zivine, kao 1 iz hrane
Zivotinjskog podrijetla dobivene od tih vrsta.
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Campylobacteriosis NG (M = 127 8400
Salmonellosis NG (N = 40,050)

Yersiniosis N = 6,789)
Yersiniosi= I - - & 71|

STEC infections Il (N = 6.084)
STEC infectiors I - - 5,034}
Listeriosis | (N=2,183) Lisbertosts NN 1 « 2183

Tularaemia (M =874) Tularsemia T 14 = 074)
Echinococcosis (N =529) Echinacoccosis [l M = 529

Q fever (M= 480) 0 fewer [l = 460
Brucellosis | N = 182)

Brucellosis (N=162) L . 0 s infection | 14 - 152

West Nile virus infection” (N =152) M, taey v~ a0
TB caused by (N =111) Trichinelicsis | ® =79
M. bovis/M. caprae ME
Trichinellosis (N=77)

i i 2
Rabies (N=0) NoEFEasion rage per 1000500 population

0 10 20 30 40 20 &0
Maotification rate per 100000 pepulation




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 ili 58.304 sluc¢aja manje. 20.7 slucajeva
salmoneloze na 100.000 ljudi.

2011 Najzastupljeniji serovarijeteti S.Enteritidis 44.4%,

S.Typhimurium 24.9, monofazni S.Typhimurium 1, 4, (5), 12

- 4.7%, S.Infantis

2012 ukupno 91.034 prijavljena slu¢ajeva salmoneloze ljudi u

zemljama EU.

Uspesni  programi redukcije salmoneloze kod Zivine

dosprineli smanjenju broja slucajeva kod ljudi.

gy



: 2011 prlsustvo salmonela u hranl UEU
- Sveze meso Zivine 5.9%, sveze meso svinja 0.7%, jaja 0,1%

« 2011 prisustvo salmonela kod domacih Zivotinja

- 20 zemalja Clanica je 1spunilo Zeljeni nivo redukcije

salmoneloze u roditeljskim jatima od manje od 1%

=+ S. Enteritidis, S.Typhimurium,
%f‘ S. Hadar, S. Infantis, S. Virchow
« Koke nosilje 4.2%, 2010 5.9%
& . Brojleri 3.2%, 2010 4.1%
35' 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%
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Kod ljudi izmedu 60% 1 80% infekcija Salmonella spp. protekne
~ bez postavljanja dijagnoze. :
- - Incidencija mart 2010. godine 1140 slucaja na 100.000 ljudi
& godisnje. |
~ - Nemadcka 1990. godine 200.000 slucajeva kod ljudi

- 2016. godine 13.000 slucajeva kod ljudi

Reservoirs

Fecal-oral transmission, eating raw or undercooked meat,
poultry, and eggs or egg products or by dnnking
unpasteurnized nulk
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Frgure SAS Drstnbutmn of the m most common Salmonella semvars in humans in fhe EU' 201‘2
(N = 82,409)

Other
20.7 %

5. Kentucky
0.8%

5. Panama

0.9%
5. Ententidis

5. DE[b‘_'r' /_ 413 %

0.9%

S. Newport
0.9 %

5. Thompson
13%

5. Stanley
1.4%

5. Infantis o
9 5o S, Typhimunum,
monophasic

1'4#5:!’;3:i:' S. Typhimurium
. 221 %
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EFamilija Enterobacteriaceae

Klebsiella spp. - mastitis- krave
E K pneumoniae - infekcije uterusa - kobile
- urinarne infekcije - psi
- pneumonije- zdrebad

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

- MMA sindrom- krmace




1zaziva bolest kod primata, ali ne 1 kod
drugih sisara. lzaziva dizenteriju 1 vodeéi je uzrocnik
bakterijske dijareje Sirom sveta, sa 80-165 miliona

godisnjih slucajeva 1 74.000 do 600.000 smrtnih
slucCajeva.

- Serogroup A: S. dysenteriae (15 serotipova)
Serogroup B: S. flexneri (9 serotipova)

Serogroup C: S. boydii (19 serotipova)

Serogroup D: S. sonnei (jedan serotip)

uli



i Familija Enterobacteriaceae

iShigella spp - produkuje Shiga toksin slican
~ Verotoksinu E. coli.




- mastitis krave

- retko prolivi I dizenterija psi
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Familija Hafniaceae

Edwardsiella spp. - proliv -svinje , psi I telad

E. tarda (E.septicemia) — ribe - som, jegulje...
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Familija Yersiniaceae

‘Gram negativne bakterije, katalaza pozitivne, H,S
__negativne

g6

- Ukupno osam rodova - Yersinia, Serratia, Ewingella...

'_Serratia SPP - mastitis krave
= S. marcescens - septikemija pilici




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




-~

~ -Yersinia enterocolitica — retko kod Zivotinja enteritis,
~ abortus, ljudi - enteritis, mezenterijalni limfadenitis, a
poseban znacaj imaju serotipovi 03, 08 1 09.

- akutno infektivno oboljenje koje se odlikuje febrilnim
~stanjem | pojavom gastroenterokolitisa sa krvavim

dijarejama (proliv) %@

Food Producing Animals

L_—:&_.'-..‘:"“E s

Dairy products
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" Yersinia pestis — Kuga ljudi
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prisutna i1 danas 1-3 hiljade slucajeva u svetu godiSnje

~ - prezivljavaju fagocitozu, nekrotiéne lezije u limfnim
. ¢vorovima, infiltracija neutrofila
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~ - glodari i macke mogu da obole, kao i Zivina, svinje i
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-Yersinia pestis — Kuga ljudi

- - 1346-1353. godine — 50 miliona ljudi umrlo — 50%

- populacije u Evropi

- - London 1655. godine — 100.000 ljudi 20% populacije |

‘preminulo

- 19 vek - Kina 1 Indija — 12 miliona ljudi

3

~ -prisutha - Kongo, Madagaskar, Peru, SAD (Novi"'.

~ Meksiko, Arizona, Kalifornija i Kolorado — crnorepo
~ prerijsko kuce)
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The cycles of plague.

PERSON-TO-PERSON
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Familija Morganellaceae
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- Gram negativne bakterije, arginin dekarboksilaza 1 VP
negatlvne

i,r j

Ukupno osam rodova - Morganella, Proteus,
Prowdenua

KIA slants
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spp - urinarne mfekcue pSi i konjl
P. mirabilis - otitis ext.- psi i macke

& P. vulgaris - respiratorne infekcije

- mlade Zivotinje

~ Morganella spp. - otitis i urinarne infekcije
M. morganii psi | macke
:

Prowdenua stuartii - infekcije ljudi
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