Brucella spp.

» Uzroc¢nici bruceloze zarazne bolesti zivotinja i ljudi
e Sitni Gram negativni kokobacili 0,6 x 0,6-1,5 pm
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° I\/Iodlflkovano bOJenJe PO Zlehl Neelsen -u

 kada prime boju ne otpustaju je odbojavanjem sa 0,5%
sircetnom bojom |

Modifikovano bojenje po Ziehl — Neelsen-u
— Brucella crvene boje drugi mikroorganizmi plavi




bojenje sa zakaSnjenjem
Sekundarna boja — plava kratko stoji pre ispiranja
Brucella ostaje obojena primarnom bojom — crvenom a *
drugi mikroorganizmi su plavo :

Primena tehnike molekularne biologije - DNK-DNK
hibridizacija ukazala na postojanje samo jedne vrste

B. melitensis sa Sest varijeteta b
U upotrebi je stara klasifikacija ovog roda — najvaznije§

patogene vrste: B.melitensis, B.abortus, B.suis, B.ovis,B.canis,
B.neotomae, B.ceti, B.pinnipedialis, B.microti
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uzrocnik je Bang-ove bolesti odnosno zaraznog
abortusa goveda

goveda- abortus I orhitis

ovce,koze I svinje — sporadi¢ni abortusi
konji- bursitis

ljudi- Intermitentna groznica

uli



Malteska, Mediteranska ili ondulentna groznica
koze, ovce- abortusi
goveda — moguci abortusi

ljudi — moguée infekcije preko neprokuvanog
mleka 1 mladog sira




svinje- abortus, orhitis, spondiloza i sterilitet
ljudi- intermitentna groznica

ovce - epididimitis ovnova, sporadi¢no abortus

psi - abortus, epididimitis, spondiloza, sterilitet
ljudi — blago sistemsko oboljenje
vodeni pacov

U Srbiji je dokazano prisustvo Brucella melitensis biotip 3,
Brucella suis biotip 2 1 Brucella canis.
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- » Brucella spp. su katalaza pozitivne i oksidaza pozitivne
. (lizuzetak B.ovis i B. neotomae), ne rastu na MacConkey
. agaru
-« Aerobi i kapnofili — B.ovis i odredeni biotipovi E
- B.abortus zahtevaju 5-10% CO,
~» Obogacene podloge — krv ili serum — B.ovis i B.abortus
biotip 2 — rast 5 dana "
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Razlika vrsta
1zgled kolonija
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Razlika vrsta
1zgled kolonija

www.vetbact.org




- Razlika vrsta
- specificne kulturelne karakteristike — CO,
~ - biohemijske reakcije
E . inhibicija rasta od strane anilinskih boja - tionin,
baziéni fuksin
- B.melitensis — nije inhibisan rast

- B.abortus — inhibicija tionin
- B.suis — inhibicija bazi¢ni fuksin E




Razlikavrsta
* prisustvo antigena A, M iR
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SURFACE (OM) ANTIGENS
« LPS: S-LPS or R-LPS

* PS (S-LPS derived)

« NH (S-LPS related)

« Detergent “soluble” Omps

Gram-negative cell CYTOPLASMIC AND PERIPLASMIC ANTIGENS
« A large variety of water-soluble proteins

O-polysaccharide
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Omp31 Omp25 OmpZ
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- Razlikavrsta
. prisustvo antigena A, M i R

» B.melitensis — M i A antigen — 20:1
B.abortus — A i M antigen- 20:1
B.suis —A1 M antigen — 2:1
B. canis — R forma
B.ovis - R forma

__ Bruceila O-antigen




Razlika vrsta ;
Fagotipizacija - Tbilisi (Tb), Firenze (Fz), Weybridge
(Wb), S708, Berkeley (Bk), R/C, and Izatnagar (1z)

B.abortus == —-.
S b9 sir.C68 8
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Inficirane zivotinje — rezervoar

Izvan domacina mogu preziveti i vise od ¢etiri meseca
u vodi 1 zemljistu




Nastanak I ishod infekcije

Broj bakterija

Virulencije soja

Osetljivosti domacina
R forma Brucella bez O specificnog polisaharidnog dela
LPS manje virulentna

Lipicl A

; O speciticni polizaharid
Bazalni core Pe ] :
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& ® Brucele fakultativni intracelularni paraziti
& ® Brucele perzistiraju u makrofagima
® Prisutni u regionalnim limfnim ¢vorovima
® Inhibicija funkcije fagozoma i lizozoma :
~ ® Stres proteini, superoksid dismutaza, katalaza
® Eritritol - polihidric¢ni alkohol - faktor rasta brucela

® prisutan u visokoj koncentraciji u placenti,
otkriven i u mlec¢noj Zlezdi i epididimisu
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Najcesce klinicke manifestacije oboljenja
abortusi kod zivotinja zenskog pola
epididimitisi i orhitisi kod muzjaka

Hroniéne infekcije kod zivotinja su ¢este

Hronic¢na bruceloza zglobovi ili intervertebralni
diskovi



B.abortus — ranije Siroko rasprostranjene u svetu
IzvrSena eridikacija u mnogim zemljama

Infekcija — najcesce ingestija, rede venericne, abrazije na
kozi, inhalacija, transplacentarna

Abortusi — posle petog meseca gestacije, sledeci
graviditeti normaini

IzluCivanje u velikom broju brucela u plodovoj vodi 11z
novorodene teladi kod narednih graviditeta

Infekcija teladi — vremenski ograni¢ena



Bikovi — testisi, epididimidis, akcesorne polne zlezde
Zarazeno stado — smanjen fertilitet, mle¢nost, abortusi i
degeneracija testisa

Abortus — posledica placentitisa koji obuhvata |
kotiledone i tkivo izmedu njih

Nekroti¢ni orhitis — fibroti¢ne lezije
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Brucella abortus
Infekcija — lokalizacija limfno tkivo
Intermitentna bakterijemija

T':—_.‘E;':'.'.'-.. ;.'

KRAVA

Gravidna zivotinja
Placentitis, abortus
Sledece trudnoce
nema abortusa ali
se 1zluCuju brucele

Negravidna zivotinja
Lokalizovana u slezini
I limfnom tkivu
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Reproduktivni organ
Orhitis, epididimitis
Sterilitet
Brucele u semenu
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Dijagnoza

- » Klinic¢ki znaci nespecifi¢ni

» Pojava abortusa kod junica i novopridoslin krava u stadu
R * Modifikovano bojenje po Zeihl-Neelsen-u |
| kotiledoni | sadrzaj abomazusa fetusa
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Izolacija I identifikacija

Seroloske reakcije

Intradermalno testiranje — brucelin
Tehnike molekularne biologije — PCR

Ne vrSi se leCenje zivotinja — eradikacija zaraze
U nekim zemljama sveta — vakcinacija

- Vakcine B. abortus RB51, S19, Cotton stain 45 |
45/20




Prisutna u nasoj zemlji
Osetljivije koze od ovaca

Abortus
Orhitis
Artritis 1 higrom

Abortus — jagnj

. =

Retencija placente - koza

e



Nakon abortusa moze izostati sticanje
protektivnog imuniteta

Dijagnoza

Klini¢ki simptomi, Bojenje MZN, izolacija |
Identifikacija, seroloske reakcije, intradermalni

brucelinski test

U nekim zemljama sprovodi se vakcinacija,
Brucella melitensis Rev 1




Epididimitis ovnova, placentitis ovaca, venericna bolest
Smanjenje fertilnosti ovnova, sporadicni abortusi 1
perinatalna uginuca jagnjadi

Dijagnostika — ELISA, agar gel imunodifuzija

Ovan — orhitis Ovan - epididimitis



Prolongirana bakterijemija, hroni¢ne inflamatorne
lezije

Reproduktivni trakt, kosti, zglobovi

Infekcija — ingestija, koitus




Klinic¢ki sitmptomi — abortus, radanje mrtve 1 slabo
vitalne prasadi, neonatalni mortalitet, sterilitet

Dijagnostika — seroloske reakcije — Rose- Bengal test,
Indirektna ELISA

3



R forma — klinicki inaparentne ili blage infekcije

Abortus, smanjen fertilitet, neonatalni mortalitet, orhitis, =
epididimitis

Dijagnostika — seroloske reakcije — brza aglutinacija,

spora aglutinacija, ELISA, agar gel difuzioni test

Terapija — kombinacija
Tetraciklin +
aminoglikozidi
Sterilizacija — smanjenje
transmisije bolesti
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Bruceloza ljudi — ondulentna groznica
- B. melitensis, biotip 1 -3
- B. abortus, biotip1-6, 9
o U.S.A. biotip 1, 2, 4, soj 19
« B. suis, biotip1-5
- B. canis

Infekcija kontakt sa sekretima I ekskretima obolelih
Zlvotinja

Put infekclje — oste¢ena koza, inhalacija 1 ingestija
Intermitentna groznica, zamor, bol u miSi¢ima 1
zglobovima, osteomielitis naj¢esc¢a komplikacija
Terapija - antibioticli
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Bruceloza ljudi — ondulentna groznica

Terapija — antibiotici — sest nedelja

Streptomycin + doxycycline

TMP/SMX + doxycycline

Rifampicin + doxycycline

endocarditis, meningitis — tri antibiotika tri meseca
terapija
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B. melitensis

B. abortus
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B. pinnipedalis

B. papionis 7

®
B. inopinata

e e S i ’
B. neotomae B. ceti
B. microti ) ‘

B. vulpis
BO2 clade
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Goveda

Laboratorijski
W\ akcident
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Mleko | Veterinarska praksa

. B.cung

B.melitensi

Ovce i kozg ~ Sir Klanje Psi
Klanje | 4
Veterinarska
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Seroloske reakcije — brza i spora aglutinacija
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- Seroloske reakcije

| Bacterial Visible
- | suspension Agglutination

l

Y
Brucella .
o

Brucella
Patient serum that could
contain IgM and IgG against
Brucella
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" Seroloske reakcije

- Brza aglutinacija na plocici
' —BAB — Rose Bengal test

Brucella abortus S48
antigen for Rose [
Bengaltest £
ROSA
BENGALA







Spora aglutinacija u epruveti




Unakrsna  srodnost antigena  Brucella  spp.
i drugih Gram negativnih bakterija
Yersinia enterocolitica, Salmonella spp. grupa N..
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IFAZA POZITIVAN SERUM NEGATIVAN SERUM

ANTIGEN PRISUTNA ANTITELA ODSUSTVO ANTITELA

+ " VEZAN KOMPLEMENT ZA SLOBODAN KOMPLEMENT
KOMPLEMENT

| KOMPLEKS AG+AT
+
ISPITUJUCI SERUM A' A‘Jﬁ'

INKUBIRANIE I FAZE

II FAZA — DODAVANIE
HEMOLITICKOG SISTEMA

ERITROCITI OVNA o

+
HEMOLIZIN —ANT!TELAA

KUNICA PROTIV ERITROCITA
OVNA

POZITIVNA REAKCIJA
ODSUSTVO HEMOLIZE USLED
VEZIVANJA KOMPLEMENTA

" UFAZII

NEGATIVNA REAKCIJA

HEMOLIZA USLED PRISUSTVA

NEVEZANOG KOMPLEMENTA
' NAKON FAZE




Positive serum Negative serum

Pre-heated Commercially Pre-heated Commercially
Patient serum Commercially prepared complement Patient serum Commercially prepared complement

known Ag known Ag

o (%) o © 0o (*] o ©
oy oo o Foo
o o

e

Reakcija
‘vezivanja
' komplementa

-

Complement fixed and gets activated on the Ag-Ab No Ag-Ab complexes . Therefore, there is no complement
complex. Therefore, the complement will be consumed. fixation on activation. The complement will be free.

Add Sheep RBC Add Sheep RBC
coated with Ab to coated with Ab to
sheep RBCs sheep RBCs

-

The free complement
will be fixed on the
sRBC-Ab complex
resulting in hemolysis
of the sRBCs

No free complement.

Therefore, the sensi-

tized sSRBCs will not
hemolyze




Makro 1 mikro RVK







' INDIREKTNA ELISA

ANTIGEN VEZAN @
U BAZENCICIMA

[SPITIVANI SERUM

INKUBACIJA T ISPIRANIJE

POZITIVAN UZORAK
PRISUTNA ANTITELA KOJA
SE VEZUJU ZA ANTIGEN

NEGATIVAN UZORAK
NEMA ANTITELA

DODAVANIE SPECIFICNOG
ANTIGLOBULINSKOG
ANTITELA KONJUGOVANOG
SA ENZIMOM

NAKON INKUBACIIE ISPIRANIJE

- DODAVANIJE SUPSTRATA

POZITIVNA REAKCUA-SUPSTRAT
RAZLOZEN I POJAVA BOJE

NEGATIVNA REAKCIJA- NEMA
POJAVE BOJE
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Indirektna ELISA
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‘Kompe

KOMPETITIVNA ELISA
ANTIGEN VEZANU @

BAZENCICIMA
+

[SPITIVANI SERUM

NAKON INKUBACILIE ISPIRANIE

POZITIVAN UZORAK
PRISUTNA ANTITELA KOJA
SE VEZUJU ZA ANTIGEN

NEGATIVAN UZORAK
NEMA ANTITELA

DODAVANIE SPECIFICNIH
ANTITELA KONJUGOVANIH
SA ENZIMOM

NAKON INKUBACIIE ISPIRANIE

—

DODAVANIE SUPSTRATA

POZITIVAN UZORAK- VEZANA
ZA ANTIGEN ANTITELAIZ
[SPITIVANOG SERUMA NEMA BOJE

NEGATIVAN UZORAK- VEZANA
KONJUGOVANA ANTITELA
POJAVA BOJE

R




Rapid Antigen Test Kit— za detekciju antigena

Labeled biomolecule Primary biomolecule Secondary
conjugate against analyte  biomolecule

I Nitrocellulose

r membrane

| | l

Sample pad Conjugate pad Test line Control line Absorption pad




2 Drops of 2 Drops of

Buffer Serum/Plasma

ﬁll Line

: Positive

-H.

1 Drop of Negative
:;';:",“ °f | ) Whole Blood

O A
OEH!

Invalid




t Kit—za detekciju antitela

Rapid Antigen Test
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Add serum  Add running fluid
] A

3 Wait 10 - 15 minutes

4 Read by visual inspection
I9G IgM

‘ -.q_ Control
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:. *_ Test

Negative 3+
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