Mycobacterium spp.

- Acidorezistentne bakterije Stapicastog oblika
- Visok sadrzaj lipida u ¢elijskom zidu

- Patogene mikobakterije prouzrokuju granulomatozne lezije u -
tkivima

- Tuberkuloza, Paratuberkuloza, Lepra
Tuberkuloza
- 1/3 CovecCanstva inficirana,

- 3-4 miliona ljudi umre godisnje od tuberkuloze



Mycobacterium tuberculosis complex

M. tuberculosis — primati, psi, goveda, papagaji

M. bovis — sisari- goveda, jelen, jazavac, ljudi...

M. africanum - ljudi

M. microti - glodari , retko druge vrsta

M. caprae — koze, goveda,

M. pinnipeppi — foke, morski lav, retko druge vrsta




Mycobacterium avium complex

M. avium subsp. avium — ptice — izuzetak papagaji

M. avium subsp. hominissuis — ptice, svinje, goveda

.~ M. avium subsp. paratuberculosis — goveda, ovce, Koze -
~ paratuberkuloza &

* M. avium subsp. silvaticum — ptice — nije utvrdena
~ patogenost
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M. lepraemurium — pacovi, miSevi, macke
- lepra glodara 1 macaka

- M. leprae - lepra ljudi
M. senegalense, M. farcinogenes

ulceralni limfagenitis goveda

M. leprae
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- aerobne, asporogene, nepokretne bakterije Stapicastog

o z
=~ oblika

- citohemijski imaju Celijski zid kao Gram pozitivne
~ bakterije, ali visok sadrZaj lipida i mikolinske kiseline
- onemogucuje prijem boje

- vrlo otporne, prisutne u zemljistu, vodi ...




- Hemijski trokomponentni superpolimer — peptidoglikan,
. arabinogalaktan i mikolinska Kiselina
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Bojenje po Ziehl-Neelson-u tesko otpustaju boju I nakon
.~ ispiranja kiselim alkoholom (3% HCI u 96% etanolu)

= Acidorezistentnt m.o.

crveni

=
ol

" Ostali mikroorganizmi-plavi




Bojenje po Ziehl-Neelson-u




Patogeneza
_' - Nije ustanovljeno stvaranje toksina
- Ostecenje posledica burnog zapaljenskog i imunskog odgovora

- HIPERSENZITIVNOST - negativan efekat na domacina

- IMUNOST - negativan efekat na makroorganizam




Aerosolization @
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Macrophage
Phagocytosis

Clinical
Manifestations

acrophage

Inflammation
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Phagolysosome
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Replication

Granuloma
Formation

T-helper
Response




- sposobnost prezivljavanja i razmnozavanja u
fagocitima

- hipersenzitivna reakcija tip 1V kasne
preosetljivosti - stimulacija celularnog
Imunskog odgovora

- dimikolil trehaloza — cord faktor - inhibicija
hemotaksije, dovodi do granulomatoznog
procesa




- sulfatidi — sulfolipidi i fosfolipid — fosfatidil inozitol manozid
obezbeduju prezivljavanje u fagocitima inhibicijom stavaranja
fagolizozoma

- sekretorni protein — antigen 85 vezuje za sebe fibronektin

- mikobaktini — amini odgovorni za dobijanje Fe, stres proteini,
tuberkulini — bakterijski peptidi

- muramil dipeptid, vosak D



Infeku Ja - resplratornl i dlgestlvnl trakt =
Primarni afekt

- Inflamatorna reakcija

- nakupljanje monocita I histiocita

- - inficirani makrofag IL-12 stimulacija T , limfocita - produkcija y
~ interferona, GM-CSF, MIF




Granulomi — tuberkuli

~ -epiteloidne ¢elije i Langhans dzinovske

, V€Z1vno

T limfociti
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- citotoksicni T limfociti ubijaju inficirane makrofage —







Langhans Giant
cell

Clusters of

epithelioid cells
surrounded by
lymphocytes

GRANULOMA

Epithelioid cells
with pale
elongated nuclei

Amorphous,
eosinophilic
granular debritic
material with
complete loss of
cellular details

CASEOUS NECROSIS
on gross examination




- Primarni kompleks - odreden broj makrofaga dospeva do
regionalnog limfnog ¢vora

- Proliferativna forma produktivno hroni¢no zapaljenje

- Tuberkuloza prouzrokovana M.tuberculosis 1 M.bovis - goveda,
ovce | koze

- Eksudativna forma — eksudacija tec¢nosti | kazeozna nekroza,
konji, mesozderl, ptice
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Primarni kompleks — primarno infektivnho ognjiste

~ - sudbina zavisi od imunoskog stanja organizma, infektivne doze,
- virulencije i Mycobacterium vrste

- Inkapsulacija, kalcifikacija 1 osifikacija

- - Sirenje na druga mesta — rana generalizacija

~ - pad imunosti organizma — sekundarna tuberkuloza - hroniéna
&= tuberkuloza i kasna generalizacija




Granulom
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Kaverne u plucima
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aboratorijska dijagnostika

- uzorci — Zive zivotinje — aspirati, bioptati, traneobronhijalna lavaza,
- mleko

— uginule zivotinje — sveze i fiksirano tkivo u 10% formalinu, limfni
-CVOrovVl..

mikroskopski preparati direktno iz materijala

- bojenje po Zeihl-Neelson-u ili sa fluorohromima (auramine,
~acridine-orange ...), tanki izduzeni Stapi¢i 0,2-0,6 x 1,0-10,0 um

.~ M.bovis I M.avium subsp.avium preko 4 um,

M.avium subsp. paratuberculosis manji od 2 um






Bojenje sa | Umﬂ romima
- Sputum - TB Auromine/Rhodamine




Tuberkuloza ptica
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Izolacija
& opasnost po zdravlje ljudi — rad u Biohazard komorama

- - selektivna dekontaminacija — 2-4% NaOH, 5% oksalinska
- kiselina ...

~ - rastvaranje mucina — N-acetil-L-cistin
- koncentrisanje

- Hranljive podloge
Z Lowenstein-Jensen 1 Stonebrinks

T-—g;—' 0 -
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Sporo rastu — generacijski period 24 Casa

- Kulture ¢uvati najmanje 6 nedelja
- Brzi rast na tecnim podlogama
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- Identifikacija vrste
- uslovi kultivisanja, brzina rasta, izgled kolonija

_-:_f:# biohemijske osobine

- bioloski ogled

hromatografija — masne kiseline

"'f;'-_;_molekularne tehnike — PCR, DNK probe
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Identifikacija vrste

- molekularne tehnike — PCR, DNK probe
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M. tuberculosis M. bovis M. avium M. avium subsp.
complex paratuberculosis
Brzina rasta 3-8 nedelja 3-8 nedelja 2-6 ned. |1 preko 16 nedelja
Opt. 0T STEE 37-43 °C ST
temperatura
Kolonije rapave, ¢vrste | Krem boje, | Lepljive, Sitne,
trosne, belicaste,
ispupCene trosne
Faktori rasta Ne ne ne mikobactin
Glicerol PoboljSava rast Inhibira | PoboljSava
Eugonican DisgoniCan | Eugonican
| Na-piruvat Nema efekat PoboljSava Nema
efekat
Niacin/ % : :
nitrati
PYR proba : + :




M. tuberculosis
Lowenstein-Jensen -podloga sa malahit zelenim

Bolja selektivnost — cyclohexamide, lincomycin,
nalidiksinska kiselina




M. bovis :

-Lowenstein-Jensen sa piruvatom




M. avium subsp. avium




Razlika kolo m‘ff Mycobacterium avium i
Mycobacterium tuberculosis




Bioloski ogled | M. tuberculosis M. bovis M. avium

Kuni¢ + ++ fot.
Intravenozna pluéa milijarna generalizovana
Inokulacija
Zamorac ++ generalizovana 7k -(+)
Subkutana generalizovana fokalna
Inokulacija
Kokoska 7 = ot
Intravenozna generalizovana

Inokulacija




-Tuberkulinizacija — M'Fadyean 1899. godine
Intradermalna

Inokulacija 0,1 ml tuberkulina — PPD
- zadebljanje koze —maksimalno nakon 72 ¢asa-4mm
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-Tuberkullnlzacua M' Fadyean 1899. godine

-;-Kod ljudi se naziva Mantoux test

Purified Protein Derivative (PPD) Test | Method of Detecting Tuberculosis

A\
Epidermis — =\
Dermis .1, —p-
= . 4t " il .l-

Injection uf PPD

5-9 mm Positive 10 - 14 mm Positive =15 mm Positive
if person is in category 1 if person is in category 2 if person is in category 3

MedicineMNet © 2019




-Tuberkulinizacija — M'Fadyean 1899. godine

Once the pieces of Mycobacteria are injected into the skin of the animal, the
iImmune system takes notice and sends in its troops (immune cells). Depending on
how often it has seen these bacteria before will determine how many immune
troops rush to the spot where the Mycobacteria were injected.

Injecting pieces of protein This protein has not been This protein has been seen
into the skin seen before so only a few before so the body sends in

soldiers show up more troops
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~ -Tuberkulinizacija - M'Fadyean 1899. godine

.
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. -Tuberkulinizacija - Pravilnik o utvrdivanju Programa
mera zdravstvene zastite zivotinja za 2025. godinu

-Radi ranog otkrivanja tuberkuloze 1 utvrdivanja statusa *
- gazdinstva goveda slobodnog od tuberkuloze wvrsi se

‘dijagnosticko Ispitivanje kod svih goveda starijin od Sest =

nedelja primenom intradermalnih tuberkulinskih testova, u
skladu sa posebnim propisom, odnosno prema planu

Ministarstva, a u cilju odredivanja statusa gazdinstva na

- havedene bolesti.
-Zivotinje kod kojih je dijagnostickim ispitivanjem
potvrdena tuberkuloza ne smeju napustiti gazdinstvo

porekla, a nadlezni veterinarski inspektor ih u najkracem
- roku, a najkasnije u roku od 30 dana upucuje na klanje.
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Brstinh Weterinary Aasccizson

A comprehensive approach

' ﬁ TB Testing
\ I

Culling
*Targeted

*Routine
*Pre-movement Farm Health

*Humane E}r & *Post-movement Planning

Risk based
Vaccination :

Biosecurity Surveillance

Research

*Cattle vaccine

*Oral badger vaccine
‘Badger contraception
*Improved diagnostics
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BREAKING THE CHAIN OF TRANSMISSION

STOPPING ZOONOTIC AND EOVINE
TUBERCULOSES IN THEIR TRACKS

FOODBORNE
ZOONOTICTB ([ o ORPROERY OO WET

IN PEOPLE " FROM DISEASED ANIMALS
1

DIRECT CONTACT

ONE HEALTH
HUMANS,
ANIMALS,

ENVIRONMENT

INFECTED BOVINE TB
WILDLIFE IN CATTLE

DIRECT CONTACT OR
CONTAMINATED ENVIRONMENT

ACT NOW 10 savE LIVES AND SECURE LIVELIHOODS

Food and Agriculture

S AT
l{-’{:" ,,'\} World _Hea,hh "P WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH E:"-\.:a"'l‘ Organization of the i R
_\"."v}" Orgamzatlﬂn . ‘ 2 Protecting animals, preserving our puture g United Nations The Union Tuberculosts and Lung Disesse
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Specific
. TB Antigen

. e Prohferated
IFN Y

. IFN-
TB Patient i
aHen M.Tuberculosis Specific Quantitative
Antigen T-lymphocytes ELISA




Mitogen — Positive Control
Low response may indicate inability to generate IFN-y

_—I ‘E-

Nil - Negative Control
Adjusts for background IFN+y

QuIAHuLNY

ZaL o

TB1 — Primarily detects CD4 T cell

response

TB2 — Optimized for detection of
CD4 and CD8 T cell responses
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PCR metoda

¥ OES
rium tuberculosis
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MM H

G CrucntasSoft

Read and analyze
results

Wi FAM HEX

v !
Load mix and sample
Finmpans cdPCR into a plate

Place amplified droplets Amplify targets in
in a droplet reader droplets by PCR

Place plate in a
droplet generator




PCR metoda
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Eradikacija tuberkuloze
— ubijanje inficiranih zivotinja
Ljudi — BCG - Bacillus Calmette-Guerin

230 pasaza 1908- 1921.godina podloga sa glicerolom, zuci i
—krompirom

- Pasterizacija mleka 63 °C 30 minuta ili 72 °C 15 sekundi

13 .e__,,l_.T.-T}-qm s s i ke
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~—  Terapija- ljudi

- | - 1zonijazid, rifampin, etambutol, pirizinamid

- Il — streptomicin, kanamicin, ofloksacin, ciprofloksacin

;" {h‘ ' MOC 5457900201

3 Ethambuwi
Hydrochlorid®

Tablets, uss’

05 8300 mo e

"

100 Tablets

ity NOC g1748.012.01 .';
y Q; i1 |Pyrazinamide ,_ _
4" LTablets, USP L}
i smmg W : %0555‘0071
s ] ] :

4 B :;w

- g

B 1 E
r

| 2

.Fh_n - - P, '.'_x_:_J T— o B e
Ry ST . m~~u*ﬂﬁ“”mmw= S P T i e e RS



o T e o D oy e -

S e I
o G~ e P

v
e N

~ M.avium subsp.paratuberculosis

Paratuberkuloza - hronic¢na,

- kontagiozna bolest domacih
| divljih prezivara - enteritis
- Prvi put opisana 1895.godine
Johne i Frothingham
- Bang 1906.godine nije tuberkuloza
- Crohns-ova bolest ljudi

- Prezivljavaju pasterizaciju ?




- Infekcija-telad, inkubacija duga

- Karakteristike - put infekcije — oralno
- fropizam - creva
- patogenost specifi¢nost prema domacinu — prezivari

- Uzorcl — bioptat creva, mezenterijalnih limfnih ¢vorova,
feces—15¢

- - Bojenje po Zeihl- Neelson-u kratki crveni Stapici u
grupicama



|zolacija

Herrold podloga sa jajima i mikobaktinom

Kolonije pojava i nakon 16 nedelja
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- M. lepraemurium — macke formiranje granuloma, nodularne
- lezije na kozi, ulceracije
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