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EKOLOSKI ZNACAJ BAKTERIOLOSKIH IZOLATA KOD ZASTICENIH VRSTA
DIVLJIH PTICA

Stojanov, 1", Kapetanov, M. , Zivkov Balos, Milica , Petrovi¢, Jelena , Potkonjak, Dubravka

Sazetak: Sve divlje Zivotinje zahtevaju neprekidni nadzor humane i veterinarske medicine, jer svojim
karakteristikama mogu biti indikator medusobne interakcije nedirnutog dela ekosistema i uredenog,
kontrolisanog, dela ekosistema kojim c¢ovek aktivno upravlja. Neke od karakteristika divljih zivotinja koje mogu
biti znacajne za covekov ekosistem i prirodu vezane su za bakterijske vrste koje naseljavaju divlja¢ i nadzor
bakterijske osetljivosti na antimikrobne lekove. Iz ovih razloga predmet naseg rada je ispitivanje osetljivosti
izolovanih bakterijskih vrsta iz uzoraka poreklom od divljih Zivotinja i analiza njihove osetljivosti prema
antibioticima. Cilj rad je da se utvrdi da li se kod nekih od izolovanih bakterijskih vrsta pojavila rezistencija na
testirane antibiotike. Izolovano je viSe razli¢itih bakterijskih vrsta. Ispitivanja ukazuju da pojedine bakterijske
vrste, izolovane iz uzoraka poreklom od divljih Zivotinja, pokazuju rezistenciju na testirane antimikrobne lekove.
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Uvod

Medusobne veze izmedu prirode i ¢oveka su visestruke. Covekovo interesovanje za prirodu ima ekonomski,
drustveni, biogeografski, ali i zdravstveni, naucni i ekoloski aspekt. Divlje Zzivotinje ¢ine mozda jedan od
najznacajnih elemenata prirode. Iz tih razloga pravna regulativa se neprekidno dograduje, kako bi se S§to
sveobuhvatnije zastitile divlje zivotinje. DonoSenjem Zakona o potvrdivanju Konvencije o o¢uvanju evropske divlje
flore i faune i prirodnih staniSta (Bernska konvencija), iz novembra 2007. godine, Republika Srbija je preuzela na
sebe obaveze 1 primenu pravila propisane navedenom konvencijom koja prepoznaje samo dva stepena zastite divljih
Zivotinja i to strogo zasticene i zaStiene vrste i ne poznaje kategoriju ,,divlja¢ van rezima zastite". Da li je dovoljno
samo zastiti divljac ili je potrebno sagledati ugrozenost divljaci sa aspekta medusobne interakcije ¢oveka i prirode?
Neke od supstanci koje se ispustaju u prirodu mogu doprineti promeni ekosistema i neophodnu adaptaciju divljih
zivotinja na njih i onda kad za to nema dovoljno vremena [1]. Jedna od supstanci danas Siroko rasprostranjenih i
svakako pod striktnim rezimom kontrole, antibiotici, na direktan ili indirektan nacin dolaze u prirodu i zahtevaju
prilagodavanje od strane zivotinja. lako se pokusava zastititi priroda od neZeljenog uticaja antimikrobnih lekova oni
oc¢igledno ostavljaju traga na bakterijskoj flori divlja¢i [5]. Moguénost pojave i perzistiranja antimikrobne
rezistencije [13] u prirodi, predstavlja opasnost, ne samo za ¢lanove ekosistema gde se pojavila, ve¢ i za ljude, jer se
svakako moze u ciklusu kruzenja (lov, povrsinske vode, turizam u prirodi) vrati ¢oveku u trenutku i na naéin kada se
to najmanje ocekuje. 1z ovih razloga predmet naseg rada je ispitivanje osetljivosti izolovanih bakterijskih vrsta iz
uzoraka poreklom od divljih ptica i analiza njihove osetljivosti prema antibioticima. Cilj rad je da se utvrdi da li se
kod nekih od izolovanih bakterijskih vrsta pojavila rezistencija na neke od ispitivanih antibiotika. Na ovaj nacin,
misljenja smo, da se moze do¢i do podataka koji bi ukazali da su priroda i ekosistem divljih Zivotinja, ugrozeni od
strane coveka proliferacijom antibiotika.

Materijal i metod rada
Materijal za ispitivanje je poreklom od strogo zasti¢enih vrsta divljih ptica (orao 5, roda 2, Caplje 2, patke 3 i
labudovi 6), a poti¢u od uginulih jedinki iz lovista na vodi i oko vode (mocvare, bare, re¢ni limani). Parenhimatozni
organi (jetra, srce, slezina) i delovi intestinalnog trakta su uzimani posle pazljivog otvaranja trupa na nacin koji je
imao za cilj da se izbegne kontaminiranje organa.

Uzorci koji su uzeti za ispitivanje su pre direktnog zasejavanja na hranljive (krvni agar) i selektivne
(salmonella differential agar) podloge po povrsini sterilisane plamenikom, a za ispitivanja na prisustvo anaerobnih
bakterija materijal smo zasejavali u tioglikolatni bujon koji je u vodenom kupatilu termicki tretiran (800C/10min)
kako bi se eventualni kontaminenti neutralisali [10]. Sadrzaj podvezanih creva smo zasejavali u puferizovanu
peptonsku vodu 370C 24 h, nakon cega smo prebacivali 100ul na polu Cvrsti Rappaport Vassiliadis (Medium
Semisolid Rappaport Vassiliadis MSRV) podlogu i inkubirali na 41,50C tokom 24 — 48h. Kolonije koje su davale
izgled koji odgovara Salmonella vrstama smo presejavali na XLD i Slamonella differential agar i kasnije izvrSili
identifikaciju serumima za aglutinaciju [12].
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Osetljivost izolovanih sojeva testirana je prema preporukama CLSI (2006) [2]. Koristili smo antibiotske diskove
Tetraciklin (30png), Streptomicin (10pg), Trimetoprim+sulfametaxazol (25ug (trimetopriml1,25ug + sulfametaxazol
23,75ug)), , Linkomicin (2pg), Enrofloksacin (5pg), Neomici (30pg), Floron (30png), Flumekvin (30ug), Gentamicin
(10pg), Kolistin (10pg), Eritromicin (15pg), Amoksicilin (25pg), Doksiciklin (30pg), Nalidiksi¢na kiselina (30pg),
Ampicilin (10pg) proizvodaca Bioanalyse i Linkospektin (109ug (Linkomicin 9ug + Spektinomicinl00pg))
proizvodaca Oxoid.

Rezultati istraZivanja i diskusija
Nase ispitivanje je bilo ograniCeno sa brojem uzoraka, jer su zivotinje €iji su organi ispitivani na listi strogo
zaSticenih Zivotinja, $to znaci da nije dozvoljen njihov odstrel. Ukupno je pregledano 5 materijala poreklom od orla,
2 materijala poreklom od roda, 2 materijala ¢aplji, 3 materijala pataka i 6 labudova. U ispitivanim materijalima
nadene su sledece bakterijske vrste: Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Clostridium perfringens, Bacillus sp.,
Aeromonas sp., Staphylococcus sp., Micrococcus sp. Proteus vulgaris, Streptococcus beta hem., Streptococcus alfa
hem.
U tabeli 1 se nalaze rezultati ispitivanja osetljivosti izolovanih bakterija na antibiotike. Podaci su prezentovani
prema bakterijskim vrstama, a ne prema vrsti zivotinje iz kojih su izolovane. Svakako, treba ista¢i da su podaci dati
kao prosecene vrednosti za izolate koji su se ponavljali, odnosno za one bakterijske vrste koje su izolovane kod
razli¢itih zivotinja.
U naSim ispitivanjima izolovana bakterijska flora je u delu (Salmonella i Clostridum vrsta) bila sli¢na sa
ispitivanjima drugih istrazivaca[3]. Svakako, jedna od najvaznijih bakterijskih vrsta, Salmonella, nalazi se kao izolat
u radovima koji su ispitivali znacaj ne samo bakterijske ve¢ i virusoloske i parazitoloski flore [6], [11]. Njihova
vaznost dobija na znacaju ako se radi o pticama koje migriranjem mogu preneti ove uzro¢nike prakti¢no sa kontineta
na kontinent. O znacaju ptica koje migriraju i njihovoj ulozi rezervoara rezistentnih sojeva ispitivanja su saopstili i
istrazivaci iz Belgije [7]. U naSim ispitivanjima prezentovali smo podatke i o prisustvu drugih bakterijskih vrsta,
koje pripadaju grupi saprofitnih ili uslovno patogenih bakterija, jer nam je cilj bio da sagledamo i njihovu osetljivost
na antimikrobne lekove.

Tabela 1. Rezultati ispitivanja osetljivosti bakterijskih izolata prema antibioticima

. Tetraciklin

. Streptomicin

. Neomicin

. Floron

. Flumekvin

. Gentamicin

. Linko-spektin

. Enrofloksacin

9. Kolistin

10. Doksiciklin

11. Amoksicilin

12. Nalidiksi¢na kiselina
13. Eritromicin

14. Ampicilin

15. Linkomicin

16. Trimetoprim+sulafme.

XR[A[N[n | |W|DN|—

wn|B|—|m|n|ln|m|m| x| = || —|—~|—|n| Salmonella
| B | = | =[5 | = | == | —~| = | =| | —~|—|= || Proteus

B wn|w|w| = wnln|m|=|vn|—~|n|—~|=|=|wn]| Clostidium
w|—|u|~|n|n|n|~|wn|nu|~|n|wn|wn|~|wn]| Bacillus

w|l—~|n|ln|n|n|n|~|wn|n|n|n|wv|~|wn|wn| Staphylo. sp.
n|—~|n|n|n|n|n|—~|n|n|n|wn|v|—~|un|wn| Micrococcus
wn|m|wn|m|wn|n|—~|m|wn|m|=|n|n|x|=|xn]| Sc beta hem.
wn|B| v —~|n|ln|~=|m|n|—~|—~|n|un|~|=|wn| Sc alfa hem.

wn|B|— || n|—|m|m|un|m|m|n|—~|=|=|n| E. coli
wn|m|=| ||| vn|—~|n|=|xn|n|—~|~|~|n| Aeromonas

(R —rezistentno, I — intermediarno, S — osetljivo)

Ispitivanja rezistencije E. coli izolovane iz materijala poreklom od divljih ptica koje Zive pored vodenih povrsina [9]
u Poljskoj pokazala su da oko jedne trecine izolovanih sojeva nose rezistenciju na neki od ispitivanih antibiotika
(cefotaksim, ciprofloksacin i nalidiksi¢na kiselina). U naSem istrazivanju bakterije iz grupe Gram negativnih
potpunu ili delimi¢nu rezistenciju su pokazali prema lekovima iz grupe aminoglikozida (streptomicin, neomicin,
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gentamicin), makrolida (linkomicin, eritromicin), linko-spektinu i kolistinu. Vrste E. coli i Salmonela su pokazali
osetljivost na lekove iz grupe flour hinolona a na tetraciklin i trimetoprim + sulfametaksazol, a osetljivost su pored
spomenutih izolata pokazali i ostali Gram negativni mikroorganizmi. Ispitivanja osetljivosti izolovanih
Enterococcus sp. iz uzoraka otpadnih voda stoéarskih farmi i uzoraka divljih Zivotinja[8] pokazala su da se
antimikrobna rezistencija $iri izvan farmi i prelazi u prirodu ¢ime je zapravo potvrdeno da upotreba lekova u
veterinarskoj praksi teSko moze da se zadrzi samo u Zeljenim okvirima.

Znacaj izu€avanja divljih ptica koje migriraju i njihov potencijal da predstavaljaju znacajnu kariku u kruzenju i
Sirenju patogenih mikroorganizama izucavano je u radu istrazivaca iz Italije [4]. Rezultati ukazuju na prisustvo
razli¢itih bakterija iz familije Enteribacteriacae koje su pokazale u visokom procentu osetljivost na
sulphamethoxazole/trimethoprime, cefotaxime, nalidixic acid, chloramphenicol i tetracycline, ali je sa druge strane
skoro 50% izolata pokazalo rezistenciju na ampicillin, amoxicillin-clavulanic acid i streptomycin. U naSem
ispitivanju izolati su pokazali osetljivost na tetraciklin i trimetoprim+sulfametakszol i flour hinolonske preparate,
dok rezistencija bila prisutna kod lekova iz grupe aminoglikozida i makrolida.

Zakljucak

Kontrola divljih ptica na prisustvo i raSirenost pojedinih bakterijskih vrsta nema samo znacaj koji je vezan za
dobijanje epizootioloskih podataka i moguénosti kontrole patogena. Dobijeni podaci nisu samo od vaznosti za
sprecavanje pojave infektivnih bolesti koji mogu ugroziti zdravlje domacih i divljih Zivotinja, pa i ljudi, ve¢ njihov
znacaj je i sa aspekta kontrole eventualne prisutnosti bakterijskih sojeva koji mogu nositi gene rezistencije. Ove
bakterije mogu se prosiriti veoma brzo i prostorno veoma §iroko gde mogu dovesti do nezeljenog transfera svojih
negativnih karakteristika i ugroziti moguénost upotrebe antimikrobnih lekova onda kada je to neophodno. Ovakva
istrazivanja skrecu paznju na ¢injenicu da kontrolisana upotreba lekova nema alternativu, ali da se i paznja oko
primene antibiotika neprestano mora unapredivati.
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