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Ispitivanje prisustva, serotipske pripadnosti i rezistencije prema antimikrobnim

sredstvima Salmonella spp. kod gmizavaca i vodozemaca

Kratak sadrzaj

Salmonele predstavljaju veoma vaine patogene mikroorganizme ljudi i Zivotinja koji su
odgovorni za 93,8 miliona infekcija i 155.000 smrtnih sluéajeva ljudi godiSnje u svetu.
Uzro¢nik vecine slucajeva salmoneloze ljudi je hrana, ali su i brojne infekcije posledica
direktnog ili indirektnog kontakta sa Zivotinjama. Gmizavci predstavljaju znaéajni rezervoar
velikog broja podvrsta i serovarijeteta Salmonella spp., a brojni radovi potvrduju mogucnost
prenosenja ovih bakterija sa gmizavaca na ljude. Cilj ove disertacije je bio da se ustanovi
prisustvo i raSirenost serovarijeteta Salmonella spp. i njihove rezistencije prema
antimikrobnim sredstvima. Od aprila 2012. do aprila 2016. godine bakterioloski su ispitivani
brisevi i feces 317 gmizavaca i vodozemaca, slobodnih u prirodi, drZzanih u zooloSkom vrtu ili
gajenih kao kuéni ljubimci (152 kornjace, 76 gustera, 73 zmije i 16 zaba) poreklom od 42
razlicite vrste i izolovano je ukupno 57 sojeva Salmonella enterica (18,93%) od 301 gmizavca,
za razliku od vodozemaca gde su svi uzorci bili negativni. Salmonella enterica je izolovana
kod 24 kornjace (15,79%,), 14 gustera (18,42%) i 19 zmija (26,03%), a nakon serotipizacije 41
soj je identifikovan kao S. enterica subsp. enterica (l) i 16 kao S. enterica subsp. diarizonae
(I1b). Ukupno je serotipizacijom utvrdeno prisustvo 24 razli¢ita serovarijeteta Salmonella
enterica, od kojih po prvi put u Srbiji 10 serovarijeteta, a jedan determinisani serovarijetet
se ne nalazi u White-Kauffmann-Le Minor tabeli. Kod sojeva Salmonella nije utvrdena
rezistencija prema ispitivanim antimikrobnim sredstvima. Salmonella Enteritidis, Salmonella
Hadar i Salmonella Thompson koje su otkrivene kod gmizavaca spadaju u serovarijetete
Salmonella koje dovode do infekcija ljudi. Dobijeni rezultati nedvosmisleno ukazuju da
gmizavci, kako slobodni u prirodi tako i u zooloskom vrtu ili drzani kao kuéni ljubimci, mogu
predstavljati rezervoar Salmonella spp., $to je od velikog epidemioloskog znacaja usled
zoonoznog potencijala uzroc¢nika. Otkrivanje retkih i egzoti¢nih serovarijeteta Salmonella
spp. ukazuje na neophodnost sprovodenja daljih sveobuhvatnih istrazivanja i sistematskog

pristupa u razjasnjenju uloge gmizavaca u epidemiologiji salmoneloze.
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Investigation of the presence, serovars and antimicrobial resistance of Salmonella spp. in
reptiles and amphibians

Summary

Salmonella represents an important human and animal pathogen which causes 93.8 million
human cases of gastroenteritis and 155,000 deaths annually worldwide. Most human
salmonellosis cases are foodborne, but numerous infections are also caused by direct or
indirect animal contact. Reptiles are considered as a reservoir of a wide variety of
Salmonella subspecies and serovars, and there are reports on reptile associated Salmonella
transmission to humans. This study aims at detecting and quantifying the presence of
serovars and antimicrobial resistance of Salmonella spp. in reptiles and amphibians. From
April 2012 to April 2016, the swabs and faeces from 317 wild and captive reptiles and
amphibians (152 tortoises, 76 lizards, 73 snakes and 16 frogs) from 42 different species
found in Serbia were bacteriologically examined, and Salmonella spp. were isolated from
57 (18,93%) of 301 reptiles, whereas all the examined amphibians were negative. These
strains were isolated from 24 tortoises (15.79%), 14 lizards (18.42%) and 19 snakes
(26.03%), and 41 were subtyped as S. enterica subsp. enterica (1) and 16 as S. enterica subsp.
diarizonae (lllb). 24 different serovars were identified including 10 new to Serbia and 1
serovar not listed in the White-Kauffmann-Le Minor scheme. No resistance to antimicrobials
of very high human health importance was detected. Salmonella Enteritidis, Salmonella
Hadar and Salmonella Thompson isolated from reptiles belonged to serovars which are
related to human cases of salmonellosis. The results indicate huge burden of Salmonella
spp. carriage by wild and captive reptiles, and indicate possible zoonotic and
epidemiological impact. Identification of rare and diverse Salmonella serovars proves a need
for in-depth studies and systematic approach to reveal the role of reptiles in epidemiology

of salmonellosis.
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1. uvoD

Bakterije iz roda Salmonella predstavljaju veoma znacajne uzrocnike infekcija ljudi i Zivotinja
i spadaju u najznacajnije zoonoze u svetu. Infekcije proti€u u razlic¢itim formama, od
asimptomatske, gde dolazi samo do kolonizacije creva bez simptoma bolesti, preko
gastroenteritisa, do generalizovanih ekstraintestinalnih infekcija praéenih tifusnom

groznicom, septikemijom, osteomijelitisom i meningitisom.

Salmonele mogu kontaminirati tlo, pasnjake, vodu i generalno se nalaze u razli¢itim
prirodnim stani$tima. Zivotinje kao rezervoari i moguci vektori prenoenja salmonela
predstavljaju potencijalni izvor zaraze, ne samo za jedinke svoje vrste, nego i za druge vrste
Zivotinja i ljude. U gastrointestinalnom traktu mnogih gmizavaca i vodozemaca nalaze se
salmonele, koje se izlu€uju u okolnu sredinu i poslediéno mogu izazvati salmonelozu ljudi i

Zivotinja.

Prema nasim saznanjima, u Republici Srbiji do sada nije ispitivano prisustvo i rasSirenost
vrsta, podvrsta i serovarijeteta Salmonella kod gmizavaca i vodozemaca, kako kod kornjaca,
zmija, gustera i Zaba slobodnih u prirodi, tako i kod onih koji se drze u zooloskom vrtu ili se
¢uvaju kao kuéni ljubimci. Dobijeni podaci ukazivali bi na prisustvo odredenih serovarijeteta
Salmonella spp. kod kornjaca, zmija, guStera i Zaba i omogudili procenu rizika po zdravlje

ljudi i Zivotinja.

Masovna, neracionalna i neadekvatna upotreba antimikrobnih sredstava u humanoj i
veterinarskoj medicini doprinela je sve ucestalijoj pojavi rezistencije bakterija na odredene
antibiotike. Prisustvo i Sirenje rezistentnih bakterija ili gena rezistencije je prisutno i na
lokalnom i na globalnom nivou, ¢ime doprinosi upotreba istih ili hemijski slicnih
antimikrobnih sredstava kod ljudi, Zivotinja i biljaka. Pojava rezistentnih i multirezistentnih
sojeva Salmonella vrsta dovela je do izostanka ocekivane efikasnosti primenjene
antimikrobne terapije i posledicno tezeg lecenja i Zivotne ugroZenosti obolelih ljudi i
Zivotinja. Bakterije poreklom od Zivotinja, pored infekcija ljudi koje mogu da izazovu u
slu¢aju da su agensi zoonoznog potencijala, predstavljaju rizik po zdravlje ljudi usled
moguceg transfera gena rezistencije u patogene bakterije ljudi i poveéanja prevalencije

rezistencije praéene terapijskom neuspesnoscu.



Pojava i raSirenost rezistencije kod sojeva Salmonella izolovanih od gmizavaca i
vodozemaca, na osnovu naSih saznanja, nije do sada ispitivana u Republici Srbiji.
Ispitivanjem osetljivosti izolata utvrdila bi se prevalencija rezistencije Salmonella kod
kornjaca, zmija, guStera i Zaba, kao i prisustvo gena rezistencije prema odredenim
antibioticima i hemoterapeuticima, a na ovaj nacin da li ove vrste Zivotinja predstavljaju
rezervoar i potencijalni izvor za Sirenje rezistencije. Imajuéi u vidu Sirom sveta sve ces¢u
pojavu rezistentnih sojeva Salmonella prema hinolonima i fluorohinolonima posebna paznja

je usmerena prema ovim antimikrobnim sredstvima.



2. PREGLED LITERATURE

2.1, Rod Salmonella najvaznije vrste i podvrste

Bakterije iz roda Salmonella se ubrajaju medu najznacajnije patogene familije
Enterobacteriaceae, a ime su dobile po americkom bakteriologu Daniel EImer Salmon-u koji
je zajedno sa Theobald Smith-om prvi izolovao i okarakterisao ovaj mikroorganizam 1884.
godine. Prvobitno se smatralo da je u pitanju uzroc¢nik svinjske kuge, tako da je ova
novootkrivena bakterija dobila ime Bacillus choleraesuis koje je 1890. godine Lignieres

promenio u Salmonella choleraesuis.

Od tada pa do danasnjih dana, komplikovana filogenetska klasifikacija salmonela bila je
predmet mnogih diskusija, a sve sa ciljem pronalazenja jedinstvene nomenklature koja bi na

najbolji moguci nacin sistematizovala rod Salmonella.

Dugo vremena osnova za klasifikaciju i identifikaciju salmonela bila je seroloska tipizacija
koju je su ustanovili Kauffmann i White 1934. godine. Seroloska tipizacija salmonela zasniva
se na razlikama u polisaharidnom delu lipopolisaharidnog sloja ¢éelijskog zida (O ili somatski
antigen) i u filamentoznom delu flagela (H ili flagelarni antigen), a do danas je otkriveno
preko 2600 razli¢itih serovarijeteta odnosno serotipova (Grimont i Weill 2007;

Guibourdenche i sar. 2010).

Kauffmann je predloZio da se svaki serovarijetet smatra posebnom vrstom, i salmonele
otkrivene pre 1966. godine dobile su imena prema nazivu bolesti koju izazivaju, vrsti

domacdina, odnosno geografskoj lokaciji gde su prvi put izolovane (Kauffmann 1966).

Jedno vreme bila je prihvaéena klasifikacija roda Salmonella koji je obuhvatao tri vrste S.
choleraesuis, S. typhosa i S. kauffmanni. Promene nastale u okviru ove taksonomske grupe
1966. godine dovele su do formiranja tri vrste Salmonella choleraesuis, Salmonella typhy i

Salmonella enteritidis koja je obuhvatala sve ostale serovarijetete (Ewing isar. 1972).

Do 1973. godine klasifikacija salmonela zasnivala se na principu svaki serovarijetet (serotip)
posebna vrsta, kada je Crosa sa saradnicima pomoc¢u DNK-DNK hibridizacije dokazao da je

vecina serovarijeteta salmonela, sa nekoliko izuzetaka, blisko srodna (Crosa i sar. 1973).



Potom su na osnovu rezultata molekularnih analiza DNK, odnosno homologije i srodnosti
genoma serovarijeteta, Le Minor i saradnici predloZili da Salmonella choleraesuis bude
jedinstveno ime za vrstu koja ée imati Sest podvrsta (Le Minor i sar. 1982). Nakon utvrdenih
razlika u homologiji genoma 1989. godine, jedna podvrsta S. choleraesuis subsp. bongori

izdvojena je kao posebna vrsta (Reeves i sar. 1989).

Posebna komisija medunarodnog komiteta za sistematiku bakterija (the Judicial Comission
of the International Committee on the Systematic Bacteriology) razmatrala je 2002. godine
razli¢ite predloge i dosla do reSenja da se ime Salmonella choleraesuis zameni sa Salmonella
enterica, jer naziv enterica do tada nije bio upotrebljen kao naziv ni za jedan od

serovarijeteta.

Iste godine, napokon, usvojeno je da se rod Salmonella sastoji od dve vrste: S. enterica koja
obuhvata Sest podvrsta (S. arizonae, S. diarizonae, S. enterica, S. houtenae, S. indica i S.
salamae) i S. bongori (Judicial Comission of the International Commite on Systematics of
Procariotes 2005 ). Osnivanje treée vrste Salmonella subterranean u okviru roda predloZeno

je 2005. godine, iako postoje misljenja da ova vrsta ne pripada rodu Salmonella.

Klasifikacija salmonela na osnovu antigenskih karakteristika, koja se danas koristi,
predstavlja rezultat visegodisnjih obimnih istraZivanja i proucavanja interakcije antitela sa
povrsinskim antigenima salmonela, a koja su pre skoro jednog veka zapoceli Kauffmann i
White. Kako bi lista serovarijeteta salmonela uvek bila aktuelna Pasteur Institute u Parizu,
referentni centar za salmonele Svetske Zdravstvene Organizacije (World Health Organization
Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella), periodi¢no objavljuje
antigene formule novootkrivenih serovarijeteta - Antigenic Formules of the Salmonella

serovars (Grimont i Weill 2007; Issenhuth Jeanjean i sar. 2014).

Prema zvani¢nim podacima referentnog centra za salmonele Svetske Zdravstvene
Organizacije iz 2014. godine u White — Kauffmann - Le Minor Semi nalazi se 2659 razlicitih

serovarijeteta roda Salmonella (1ssenhuth Jeanjean i sar. 2014).



Salmonella bongori obuhvata samo 22 serovarijeteta, a svi drugi ukljucujuéi i patogene

serovarijetete za ljude i Zivotinje, pripadaju vrsti Salmonella enterica, koja ima Sest podvrsta:

1. S. enterica subsp. enterica (ili subspecies I) sa 1586 serovarijeteta,

2. S. enterica subsp. salamae (ili subspecies Il) sa 522 serovarijeteta,

3. S. enterica subsp. arizonae (ili subspecies llla) sa 102 serovarijeteta,
4. S. enterica subsp. diarizonae (ili subspecies lllb) sa 338 serovarijeteta,
5. S. enterica subsp. houtenae (ili subspecies V) sa 76 serovarijeteta,

6. S. enterica subsp. indica (ili subspecies VI) sa 13 serovarijeteta.

Precizna karakterizacija izolata je kljutna u otkrivanju izvora infekcije, kod primene
kontrolnih mera i suzbijanja salmoneloze kod Zivotinja i ljudi. Serotipizacija salmonela vise
od 70 godina predstavlja nezamenjiv metod u epidemiolo$kim studijama, koji je tehnicki
veoma zahtevan pre svega kod proizvodnje antiseruma i pri kontroli kvaliteta izvodenja
reakcije aglutinacije. Prema podacima iz literature serotipizacija kod 2% izolata Salmonella
nije uspesna, a kod 5 -10% komplikovana i moguce je ustanoviti samo delimi¢nu antigensku

formulu.

Konvencionalne — klasiéne mikrobioloske metode izolacije i identifikacije Salmonella
izuzetno dugo traju, na primer kod izvodenja standardnih metoda ISO 6579:2002 + A1:2007
ili Public Health England FNES16 od 3 do 5 dana, u zavisnosti da li je rezultat negativan ili je
potrebno potvrdivanje pozitivhog rezultata. Krajem proslog veka, napredak u tehnikama
molekularne biologije doveo je do razvoja brze i specificne metode lanéane reakcije
polimeraze (Polymerase chain reaction - PCR metoda) koja je odmah nasla svoju primenu pri
identifikaciji odnosno karakterizaciji Salmonella (Soumet i sar. 1999). Kod PCR metode vrsi
se detekcija specificnih sekvenci gena Salmonella i to fimA gena koji kodira glavnu
subjedinicu fimbrija, invA gena koji kodira invazivni gen odnosno spvC gena virulencije
(Cohen i sar. 1996; Swamy i sar. 1996; Malorny i sar. 2003). Nedavno je pocela primena
prajmera Itsf i Its koji doprinose umnozZavanju specificne sekvence u nekodirajucoj regiji

165-23S rRNA gena Salmonella (internal transcribed spacer region) (Park i sar. 2006).



U cilju prevazilazenja problema duge i tehnicki komplikovane konvencionalne metode
serotipizacije izolata Salmonella, McQuiston i saradnici su 2011. godine razvili PCR metodu
koja se zasniva na karakterizaciji gena koji kodiraju flagelarne antigene fliCi fljB (McQuiston i
sar. 2011). Ukupno je ispitivano 15 H antigena (H:a, -b, -c, -d, -d/j, -e,h, -i, -k, -r, -y, -z, -z10, -
z29, -z35 i -z6), 5 glavnih epitopa kompleksnih antigena (H:G, -EN, -Z4, -1, i -L) i 16
sekundarnih epitopa kompleksnih antigena (H:2, -5, -6, -7, -f, -m/g,m, -m/m,t, -p, -s, -t/m,t, -
v, -X, -z15, -z24, -z28 i -z51). Poredenjem dobijenih rezultata PCR metodom i rezultata
klasi¢cne metode serotipizacije kod 461 od ukupno 500 ispitanih izolata odnosno kod 92,2%
dobijeni su isti rezultati, Sto ukazuje na moguénost primene PCR metode kod utvrdivanja

antigenske grade Salmonella spp.

Pored konvencionalnog postupka serotipizacije, kod tipizacije Salmonella s velikim uspehom
se primenjuje metoda elektroforeze u pulsirajuéem elektricnom polju (Pulsed Field Gel
Electrophoresis — PFGE) koja predstavlja i zlatni standard kod tipizacije drugih
mikroorganizama. Poredenjem dobijenih rezultata serotipizacije sa rezultatima
genotipizacije PFGE metodom ustanovljena je visoka korelacija, a sama PFGE metoda koja se
primenjuje kod Salmonella spp. standardizovana je pre 15 godina od strane mreze vodedih
laboratorija u SAD — PulseNet (the National Molecular Subtyping Network for Foodborne
Disease Surveillance; Swaminathan i sar. 2001). Bopp i saradnici su objavili 2016. godine
retrospektivnu analizu sprovedenu izmedu 2012. i 2014. godine u kojoj su poredili rezultate
u tipizaciji Salmonella primenom konvencionalne seroloSke serotipizacije i PFGE metode
(Bopp i sar. 2016). Autori su zakljucili na osnovu ispitanih 4481 izolata Salmonella spp. da je
primena PFGE metoda u determinaciji serotipa veoma uspesna kod preko 90% sojeva, ali i

brza i jeftinija u odnosu na klasi¢nu serolosku serotipizaciju.

2.2. Morfoloske, tinktorijalne, kulturelne i metabolicke osobine roda Salmonella

Rod Salmonella spada u familiju Enterobacteriacea, a salmonele predstavljaju Gram
negativne Stapice, veliCine 0.3-0.5 x 1-2.5 um, koje se na mikroskopskom preparatu obi¢no
nalaze pojedina¢no a rede u parovima ili grupama. Sve salmonele su peritriho obrasle
flagelama, izuzev serovarijeteta Gallinarum (biotip Gallinarum i biotip Pullorum). Ne stvaraju

spore, dok neki sojevi poseduju kapsulu koja nije vidljiva opti¢kim mikroskopom.



Pripadaju u nutritivho nezahtevne mikroorganizme. Sve podloge koje u sebi imaju dobar
izvor ugljenika i azota, pogodne su za njihovo kultivisanje, na primer: hranljivi agar, brilijant
zeleni agar, agar sa ksilozom, lizinom i dezoksiholatom (XLD agar), Wilson Blair agar (WB),
endoagar i Hektoen agar (HE). Osobina salmonela da su tolerantne na odredene materije
poput joda, bizmuta i Zucnih soli, koristi se u pripremi selektivnih podloga. Dodatkom

navedenih materija, inhibira se rast drugih bakterija i omogucuje rast salmonela.

Rastu u aerobnoj i anaerobnoj sredini. Optimalna temperatura za kultivisanje salmonela je
37 °C, a temperaturni opseg njihovog rasta i razmnoZavanja kre¢e se od 5 do 45 °C. S
obzirom da salmonele 48 &asova preZivljavaju na temperaturi od 42 °C, ova karakteristika se
primenjuje pri favorizovanju njihovog rasta u odnosu na druge bakterije ukljucujudi i ostale
rodove familije Enterobacteriaceae. Druge vrste bakterija na pomenutoj viSoj temeperaturi
znatno sporije rastu. Optimalna pH vrednost za rast salmonela iznosi 7.0, a mogu rasti u

sredini u kojoj se pH krec¢e od 4.0 do 9.0.

Kolonije se naj¢esce formiraju za 24 Casa, ali je nekada potrebno produziti vreme inkubiranja
na 48 sati. Na hranljivom, kao i krvnom agaru, salmonele rastu u vidu okruglih, konveksnih,
glatkih i sjajnih kolonija pre¢nika 2-3 mm. Na XLD agaru, agaru sa ksilozom, lizinom i
dezoksiholatom, kolonije Salmonella se karakteriSu crvenom bojom po pravilu sa crnim
centrom. Na Salmonella-Shigella agaru rastu kao bezbojne, prozracne kolonije sa crnim
centrom. Na MacConkey agaru, takode rastu u vidu prozraénih bezbojnih kolonija, s tim da
podloga ostaje Zuckasta, usled njihove osobine da ne razlazu laktozu. Na brilijant zelenom
agaru rastu u vidu crvenkastih prozrac¢nih kolonija, dok na Hektoen agaru (HE) rastu u vidu

plavicasto zelenih kolonija sa crnim centrom.

Salmonella spp. poput velike vecine drugih bakterije iz familije Enterobacteriacea
predstavljaju fakultativne anaerobe, sposobne da fermentuju glukozu i da redukuju nitrate u
nitrite, katalaza su pozitivne i oksidaza negativne. Salmonele pored glukoze fermentuju
dulcitol, manitol i maltozu stvarajuéi gas i kiseline, ali ne fermentuju laktozu, saharozu,
malonat i salicin. Vecina salmonela stvara H,S, iako postoje serovarijeteti koji ga ne stvaraju
ili su slabo pozitivni (Janda i Abbott 1998). Ne stvaraju indol i ne otapaju Zelatin, izuzetak su
S. Eastborne koja stvara indol i S. Dar es salaam koja otapa Zelatin. Koriste citrat kao izvor

ugljenika, redukuju nitrate u nitrite, a ne hidrolizuju ureu. Metil crveno su pozitivhe, Voges



Proskauer negativne, vrse dekarboksilaciju aminokiselina ornitina i lizina. Reakcija ONPG
odnosno proizvodnja beta-galaktozidaze koristi se za razlikovanje Salmonella od Citrobacter
vrsta, koji ponekad moZe imati identi¢ne ostale biohemijske osobine. Navedene biohemijske
karakteristike su pretezno iste za sve vrste, podvrste i serovarijetete Salmonella sa malim
odstupanjem kod nekih od njih. Biohemijske karakteristike famije Enterobacteriacea kao i

vrsta i podvrsta roda Salmonella prikazane se u tabeli broj 1. i tabeli broj 2.



Tabela broj 1. Biohemijske karakteristike najznacajnih patogenih bakterija iz familije Enterobacteriacae
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(v)
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(v)

Inozitol

(v)

D—Sorbitol

L—-Arabinoze

Rafinoze

L-Ramnoze

Rast u KCN

Otapanje
Zelatina (22°C)

(v)

Produkcija
Dnaze

V —varijabilna reakcija, + (v) preko 50% pozitivna, — (v) preko 50 % negativna, + preko 80% pozitivna, — preko 80% negativna, *oxidase pozitivna
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Tabela broj 2. Biohemijske karakteristike vrsta i podvrsta roda Salmonella

Vrsta enterica enterica enterica enterica enterica enterica bongori

Salmonella

podvrsta enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica -

ranije

subspecies subspecies subspecies subspecies subspecies subspecies subspecies
| 1 Illa b v Vi \"

Flagele Difazne Difazne Monofazne Difazne Monofazne Difazne Monofazne
Toplokrvne Hladnokrvne | Hladnokrvne | Hladnokrvne Hladnokrvne Hladnokrvne Hladnokrvne

Staniste Zivotinje Zivotinje i | Zivotinje i | Zivotinje i | Zivotinje i | Zivotinje i | Zivotinje i

priroda priroda priroda priroda priroda priroda

ONPG(2 h) - - + + - D +

Laktoza - - (-) 75% (+) 75% - (-) -

Dulcitol + + - - - D +

Malonat - + + + - - -

Hidroliza - + + + + + -

Zelatina

Sorbitol + + + + + - +

Rast KCN - - - - + - +

L Tartarat + - - - - - -

Galakturonat - + - + + + +

v glutamil +* + - + + + +

transferaza

B glukuronidaza | d D - + - D -

Mukat + + + (-) 70% - + +

Salicin - - - - + - -

Liza fag O1 + + - + - + d

Legenda: + 90-100% sojeva pozitivno, (+) 76-89% pozitivno, d 26-75% pozitivno, (-) 0-10% pozitivno, - 0%

pozitivno, * - S. Typhimurium d, S. Dublin
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Salmonele poseduju tri vrste antigena: O antigen ili somatski, H antigen ili flagelarni i K
antigen ili kapsularni (Grimont i Weill 2007), na osnovu kojih su klasifikovane u

serovarijetete (serotipove).

Somatski ili O antigen je polisaharidne prirode, graden od tri medusobno spojena dela:
spoljnog dugackog lanca oligosaharida koji odreduje antigensku specificnost, centralnog
polisaharida i lipida A - endotoksina. Somatski antigen je termostabilan i otporan na dejstvo
alkohola. Na osnovu ovog antigena, salmonele se razvrstavaju u 67 grupa. U pocetku grupe
su oznacavane sa slovima A, B, C, D... a kako nije bilo vise slova pocelo je njihovo
obelezavanje brojevima. Sada se grupe oznacavaju samo brojevima i na primer ranije
obeleZavana grupa A je grupa 2, grupa B je 4, C;-C4 je 6,7, C,-C3 je 8, D; je 9 ... (Grimont i
Weill 2007). Pored broja grupe O antigena mozZe se dodati u zagradi ranije koriS¢eno slovo
grupe na primer 0O:4 (B). Somatski O antigen daje sitno zrnastu aglutinaciju na plocici,

reakcijom koja se sporo odigrava.

Flagelarni ili H antigeni nalaze se u flagelama, proteinske su prirode, termolabilni i osetljivi
na dejstvo alkohola. Na osnovu flagelarnih antigena, unutar grupa salmonele su razvrstane u
serovarijetete odnosno serotipove, koji se obelezavaju malim slovima abecede i arapskim
brojevima (npr. a, b, ¢, d ... z, z1, z2, z3...). Trenutno je poznato 114 razli¢itih tipova H
antigena. Kod Salmonella spp. 64 flagelarna H antigena se karakteriSu samo jednim
epitopom, na primer H:a, -b, -c i -d. Preostali H antigeni imaju razli¢ite multiple epitope i
svrstani su kompleksne antigene odnosno antigenski srodne komplekse. Ukupan broj
kompleksnih antigena je 45, i oni se sastoje od jednog glavnog i od jednog ili vise
sekundarnih epitopa. Obelezavanje kompleksnih antigena flagela vrsi se na osnovu glavnog
epitopa kao sto su 1, EN, G, L i Z4 kompleks. Kako na primer H:1 kompleksni antigen pored
glavnog H:1 ima i sekundarne epitope H:2, -5, -6, i -7, dodavanjem pored oznake glavnog i
oznake sekundarnog epitopa obelezava se serotip, na primer H:1,2, -1,5, -1,6, ili -1,7. Osam
razli¢itih antigena - epitopa je prepoznato u okviru kompleksnog antigena - kompleksa 1
(H:1,2, -1,5...), Cetiri u Z4 kompleksu (H:z4,z23, -z4,z24. . .), tri u EN kompleksu (H:e,n,x, -
e,n,z15 i -e,n,x,z15), Sest u L kompleksu (H:l,v, -l,w, -1,z13...), i dvadesetjedan u G kompleksu
(H:f,g,t, -g,m. . .). U zavisnosti da li imaju samo jedan ili dva H flagelarna antigena salmonele

se Cesto i dele u monofazne odnosno difazne serovarijetete — serotipove.

12



Kapsularni ili K antigen (Vi antigen) je sacinjen od polisaharida ali ima i proteinsku
komponentu, koja mozZe da onemoguci dokazivanje O antigena. Prisutan je kod tri serotipa

(S. Typhi, S. Paratyphi i S. Dublin).

Generalno, salmonele koji pripadaju podvrsti S. enterica subsp. enterica se obi¢no izoluju
kod ljudi i toplokrvnih Zivotinja, dok se ostalih pet podvrsta S. enterica i S. bongori ¢eSce

nalaze kod hladnokrvnih Zivotinja i spoljnoj sredini nego kod ljudi (Puii sar. 2011).

Salmonele mogu dugo preziveti u spoljnoj sredini, narocito ako se nalaze u vlaznom, toplom
ili fecesom kontaminiranom okruZenju, ¢ak i do 12 meseci u zemljistu. Pod odredenim
uslovima mogu se umnoZavati i u datim ekoloskim niSama (Abulreesh 2012). Salmonele
mogu preziveti u pija¢oj vodi do 89 dana, u barskoj vodi 115 dana, u suvom izmetu
gmizavaca 6 meseci, a u akvarijumskoj vodi gde su boravile kornjace i do 6 nedelja.
Salmonele su nadene u svim tipovima vodenih stanista, narocito onim koje su zagadene

fekalijama (Bhatta i sar. 2007).

2.3. Dijagnosticke metode utvrdivanja Salmonella spp. kod gmizavaca i vodozemaca

Danas se koristi veéi broj dijagnostickih metoda za utvrdivanje prisustva salmonela kod
gmizavaca i vodozemaca. lako je izolacija, identifikacija i serotipizacija najées¢i primenjivani
metod, svoje mesto u laboratorijskom radu nasli su i enzimski imuno esej - ELISA test i PCR
tehnika. Pored toga Sto je PCR tehnika izuzetno osetljiva metoda, koja moZe da otkrije
prisustvo Salmonella spp. i kada njihov broj iznosi 10% -10* bakterija u uzorku, serotipizacija
je kljuéna za epidemioloSke odnosno epizootioloSke analize, i zbog toga je neophodna

izolacija uzrocnika.

Pri izolaciji Salmonella upotrebljava se veéi broj podloga za obogacivanje rasta i to najcesée
tetrationat bujon, Rappaport-Vassiliadis bujon i selenit bujon. Izbor podloge za obogadivanje
je kljuan za uspesnu izolaciju salmonela. Tako na primer tetrationat bujon dovodi do
ihnibicije rasta odredenih serovarijeteta Salmonella (Van Schothorst i sar. 1977). Rappaport-
Vassiliadis bujon ili polutecni agar koji se upotrebljavaju tokom postupka izolacije salmonela

kod Zivine nisu toliko uspesni prilikom izolacije Salmonella enterica podvrste llla i llb,
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odnosno kod Salmonella enterica subsp. arizonae i diarizonae, koji su Cesto prisutni kod
gmizavaca. Pored jednodnevnog u mnogim laboratorijama se koristi produzeno

obogadivanje rasta Salmonella koje traje 3-5 dana (Waltman i sar. 1991).

| kod selektivnih i diferencijalnih podloga postoje razlike u njihovoj selektivnosti. Pored XLD
agara i Salmonella-Shigella agara, kod izolacije salmonela od gmizavaca koriste se i bizmut
sulfitni agar i agar sa ksilozom, lizinom i tergitolom 4 (XLT-4) (Mitchell — Chapter 68, Mader
2006).

Prilikom identifikacije roda Salmonella vrsi se presejavanje kolonija na agar sa lizinom i
gvozdem, podlogu sa ureom i trostruki Seé¢er sa gvozdem. Pored konvencionalnih testova u
laboratorijama se primenjuju i komercijalni biohemijski testovi najéesée bioMérieux API®
Gram negative ldentification API® 20E i Becton, Dickinson and Company BBL™ Crystal™
Enteric/Nonfermenter ID Kit. Aglutinacija na plocici polivalentnim antiserumom za O

antigene se moze primenjivati u cilju identifikacije salmonela.

Poslednjih godina je masena spektrometrija kao analiticka metoda kvalitativnog i
kvatitativnog otkrivanja nastalih jona nasSla mesto u identifikaciji mikroorganizama. Na
trziStu je dostupan sistem za automatizovanu mikrobioloSku identifikaciju koji koristi
inovativnu masenu spektrometrijsku tehnologiju MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation - Time of Flight) i koji omoguéava otkrivanje proteina direktno iz
intaktnih bakterija, odnosno gljivica, a time identifikaciju u roku od nekoliko minuta.
Umesto ispitivanja biohemijskih osobina suspektnih kolonija Romero sa saradnicima je pri
identifikaciji Salmonella spp. izolovanih od gmizavaca primenio sa uspehom sistem MALDI-

TOF MS Microflex LT proizvodaca Bruker Daltonics iz Nemacke (Romero i sar. 2016).

Nakon identifikacije roda, vrste i podvrste salmonela, pristupa se utvrdivanju antigenske

grade izolata i prisustva odredenog somatskog, flagelarnih i kapsularnog antigena.

Pored izolacije, identifikacije i serotipizacije veci broj autora je koristio i druge dijagnosticke
metode u otkrivanju salmonela kod gmizavaca i vodozemaca, i to ELISA test i PCR tehniku. U
prethodnih 25 godina imunoenzimski antigen vezujuéi test (AC-ELISA) se primenjuje u
otkrivanju salmonela kako u klinickom materijalu tako i u hrani odnosno hrani za Zivotinje.

Pelton i saradnici ispitivali su moguénost primene AC-ELISA testa u detekciji Salmonella u
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fecesu konija, Zivine i gmizavaca (Pelton i sar. 1994). Autori su istakli da je metoda izolacije i
identifikacije Salmonella upotrebom selektivnih podloga za obogadivanje rasta kao i
ispitivanje biohemijskih i antigenih osobina veoma senzitivna i specificna, ali s druge strane
duga i komplikovana. AC-ELISA metoda skracuje za 1 do 3 dana vreme potvrdivanja prisustva
Salmonella, a test se izvodio iz podloge za obogadivanje rasta, selenit bujona. Dobijeni
rezultati su ukazali na visoku specificnost AC-ELISA metode ali i nisku senzitivnost, prisustvo
salmonele je otkriveno u samo 24 uzorka u odnosu na 35 paralenih pozitivnih izolata. Prema
autorima minimalan broj Salmonella koji u ispitivanom uzorku moZe otkriti AC-ELISA

metoda, odnosno limit detekcije metode, iznosi izmedu 1 x 10°i 1 x 10® CFU/m.

Tan i saradnici su izvrsili poredenje uspesSnosti dve dijagnosticke metode u otkrivanju
prisustva S. Typhimurium i S. Enteritidis, i to kompetativne ELISA metode (c-ELISA) i metode
kultivisanja sa obogadivanjem rasta u polute¢noj Rappaport Vassiliadis podlozi (Tan i sar.
1997). Kod ispitanih 3928 uzoraka c-ELISA metoda je imala osetljivost od 92,9% i specificnost
od 96,7%. Limit detekcije c-ELISA testa iznosio je 10% do 10° salmonela u gramu fecesa
odnosno 10° bakterija u ml podloge za obogacivanje, §to je bilo vise u odnosu na metodu

kultivisanja sa obogacivanjem rasta &iji je limit detekcije bio niZi i iznosio je 10° CFU/g.

Postoji misljenje da je PCR metoda sa prethodnom fazom obogacdivanja rasta isto osetljiva
ako ne i osetljivija u odnosu na postupak izolacije i identifikacije salmonela sa prethodnim
obogacivanjem rasta. Za PCR metodu bez obogacdivanja limit detekcije iznosi 10%-10* CFU u
gramu fecesa, dok kod metode izolacije i identifikacije nakon obogadivanja rasta limit
detekcije je 10*-10% CFU u gramu fecesa (Cohen i sar. 1993). Uvodenje faze obogadivanja
rasta u selenit bujonu pre izvodenja PCR testa dodatno snizava limit detekcije, odnosno
doprinosi jos boljoj analitickoj osetljivosti metode. Pored toga, PCR metoda je bria od
metode kultivisanja, i traje od 10 do 12 ¢asova u odnosu na najmanje 2 do 4 dana (Mitchell

— Chapter 68, Mader 2006).

PCR metoda je nasla svoje mesto i u konfirmaciji salmonela. Tako su Abatcha i saradnici
nakon izolacije i preliminarne biohemijske identifikacije sojeva Salmonella spp. izolovanih od
zmija potvrdu vrsili PCR metodom upotrebom prajmera specificnih za rod Salmonella, i to za
invA gen 5'-3": GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA i 5'-3": TCA TCG CAC CGT CAA AGG
AAC C (Abatcha i sar. 2013).
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Kako su po pravilu razliCiti serovarijeteti prisutni kod visih kicmenjaka u odnosu na gmizavce
i vodozemce, s pravom se postavlja pitanje da li je postupak izolacije i identifikacije koji se
primenjuje kod ptica i sisara adekvatan i kod ovih vrsta Zivotinja. Istorijski, metoda
kultivisanja smatra se zlatnim standardom za otkrivanje bakterijskih infekcija kicmenjaka.
Imajuci u vidu cestu latenciju salmonela kod domacdina i samo povremeno izluéivanje
bakterija putem fecesa nije lako odabrati dijagnosticku metodu ispitivanja zadovoljavajuce
osetljivosti i specificnosti. Tako je Mitchell sa saradnicima pokusao da utvrdi koji se od
primenjivanih testova kod otkrivanja salmonela kod gmizavaca moze preporuciti kao zlatni
standard (Mitchell — Chapter 68, Mader 2006). Uporedo su izvodene tri metode izolacija sa
obogadivanjem rasta u selenit bujonu i na XLT-4 agaru, ELISA Bioline Salmonella test i PCR
tehnika. Utvrdena osetljivost i specifi¢nost PCR iznosila je 0.92 odnosno 0.94, ELISA testa
0.81 i 0.86 a izolacije sa obogacivanjem rasta 0.67 i 0.99. Na osnovu dobijenih rezultata
Mitchell je sa saradnicima zaklju¢io da je PCR metoda najosetljivija, a postupak izolacije sa
obogadivanjem rasta najspecifi¢niji, tako da je PCR preporuceni dijagnosticki test a dodatna
ukupna osetljivost i specificnost primenjenog dijagnostickog postupka se povecava

izolacijom i serotipizacijom salmonela.

U identifikaciji mikroorganizama poslednjih godina sve Siru primenu je nasla masena
spektrometrija, hemijska analiza koja se koristi za merenje mase nepoznatih molekula
jonizacijom, razdvajanjem i detekcijom jona prema njihovom odnosu mase i naelektrisanja.
Jonizacija ispitivanog uzorka je potpomognuta laserskom desorpcijom iz matriksa (MALDI —
Matrix Assisted Laser Desorption lonization), a maseni spektri se mogu utvrditi primenom
masenog spektrometra — analizatora sa vremenom preleta (TOF — Time Of Flight).
Primenom MALDI-TOF masenog spektrometra, nakon laserom izazvane jonizacije proteina
dolazi do njihovog razdvajanja u elektricnom polju i u vakuum cevi, i to prema odnosu mase
i elektricnog naboja. Proteini stizu u detektor obrnuto proporcinalno njihovoj masi stvarajuci
profil odnosno maseni spektar proteina koji je specifican za svaki mikroorganizam. MALDI-
TOF masenu spektrometriju, kao hemotaksonomsku metodu u identifikaciji Salmonella spp.

koristio je vedi broj autora (Dieckmann i Malorny 2011; Kuhns i sar. 2012; Deng i sar. 2014).
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24 Prisustvo Salmonella spp. kod gmizavaca i vodozemaca

Salmonella spp. se ¢esto mogu izolovati i od zdravih i obolelih gmizavaca i vodozemaca, kako
kod ku¢nih ljubimaca tako i onih slobodnih u prirodi ili drzanih u zooloSkom vrtu. Tesko je
precizno odrediti njihovu ulogu u izazivanju oboljenja gmizavaca i vodozemaca, a svakako

predstavljaju najpoznatije zoonoze koje prenose ove Zivotinje.

Salmonele kod gmizavaca se nalaze u distalnom delu tankih creva i kolonu, a po svemu
sudedi kolonizacija digestivnog trakta retko dovodi do primarnog oboljenja i ove bakterije

predstavljaju sastavni deo normale mikroflore creva (Mitchell 2001).

Klinicka manifestacija salmoneloze koja se retko pojavljuje kod gmizavaca moze proteci u
vidu septikemije, osteomielitisa, salpingitisa, nefritisa, dermatitisa i apcesa. Mnoga
istrazivanja su sprovedena, ali i dalje je nedovoljno razjasnjena patogeneza salmoneloze kod
gmizavaca. Nakon ekspozicije uzrocniku najceSce dolazi do supklinicke infekcije pracene
povremenim izlu€ivanjem salmonela fecesom iz organizma. Kliconostvo, intermitentno
Sirenje salmonela i rizik od reinfekcije dodatno komplikuju razumevanje patologije i

epizootiologije salmoneloze gmizavaca (Page 1966; Mermin i sar. 2004).

Pojava oboljenja je povezana sa vrstom kornjace, gustera ili zmije kao i sa faktorima sredine,
pre svega spoljnom temperaturom. Izolacija Salmonella spp. od klinicki zdravih gmizavaca i
vodozemaca ukazuje da razvoj i manifestacija bolesti zavisi od vrste Zivotinja, individualne

osetljivosti, stresa i nacina ishrane.

Prema podacima iz literature podvrste i serovarijeteti Salmonella enterica koji mogu
prouzrokovati oboljenja pra¢ena uginu¢em gmizavaca i vodozemaca su (Onderka i sar. 1985;

Fryeisar.1991):

- S. enterica subsp. enterica — serovarijeteti S. Agioboo, S. Anatum, S. Carrau, S.
Chameleon, S. Durham, S. Infantis, S. Krefeld, S. Montevideo, S. Muenchen, S. Oslo,
S. Pomona, S. Saint-Paul, S. Thompson, S. Typhimurium.

- S. enterica subsp salamae,

- S. enterica subsp houtenae.
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lako vedina istrazivanja ukazuje na visoku prevalenciju brojnih podvrsta i serovarijeteta
Salmonella enterica kod gmizavaca i vodozemaca, infekcije proti¢u inaparentno, a kod
vestackih infekcija zmija, kornjaca i gustera utvrdeno je samo izlucivanje salmonela putem

fecesa bez klinickih simptoma oboljenja.

Postoji misljenje da salmonele koje pripadaju podvrsti S. enterica subsp. enterica se mnogo
¢esce pojavljuju kod sisara i ptica nego kod gmizavaca (Briones i sar. 2004), a sa druge strane
potvrdeno je da se ove salmonele mogu uneti u gmizavce putem njihove ishrane glodarima
koji su inficirani salmonelama (Pfleger i sar. 2003). Ipak, treba istaci da se serovarijeteti S.
Typhimurium i S. Enteritidis vrlo retko otkrivaju kod gmizavaca, iako je dobro poznato da je

serovarijetet S. Typhimurium Siroko rasprostranjen kod pacova i miseva (Murray 2000).

Salmonella spp. je prvi put ustanovljena kod gustera 1939. godine, kod zmija 1944. godine, a
kod kornja¢a 1946. godine (Caldwell i Ryerson 1939; Hinshaw i McNeil 1944; Hinshaw i
McNeil 1946). Salmonele se kod kornjaca prenose vertikalno i to transovarijalnim putem

odnosno prilikom prolaska jaja kroz kloaku (Chiodini i Sundberg, 1982).

Prema rezultatima brojnih autora prevalencija salmonela kod gmizavaca varira od 6-100%
kod kornjaca, 30-76% kod gustera i 54-100% kod zmija (Hoelzer i sar. 2011). Pfleger kao i
Mermin sa svojim saradnicima zakljucili su da Salmonella spp. predstavljaju sastavni deo

mikroflore gastrointestinalnog trakta gmizavaca (Pfleger i sar. 2003; Mermin i sar. 2004).

Goupil i saradnici pratili su tokom 10 nedelja prisustvo Salmonella kod grupe od 12 zdravih
zmija, Ciji je feces ili kloakalni bris jednom nedeljno ispitivan (Goupil i sar. 2012). Od ukupno
12 zmija, ¢ak 11 je bilo barem jednom pozitivno na prisustvo salmonela, a nedeljna
prevalencija kod ispitivanih jedinki iznosila je izmedu 25% i 66%. Preko 50% pozitivnih
nedeljnih uzoraka je ustanovljeno kod 7 zmija, a od 9 jedinki su izolovana dva ili vise
razliCitih serovarijeteta Salmonella. Ukupno je determinisano 15 serovarijeteta ukljuCujudi i
tri serovarijeteta povezana sa salmonelozom ljudi S. Newport, S. Oranienburg i S.
Muenchen. Dobijeni rezultati su bili u skladu sa rezultatima drugih autora koji ukazuju na
visok nivo kolonizacije creva zmija sa Salmonella spp., a da je izlucivanje bakterija iz jedinki

samo povremeno. Kako su salmonele utvrdene kod miSeva kojim su zmije hranjene autori su

naglasili da ishrana zmija moze da bude njihov put infekcije.
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Jackson i saradnici su, u svom radu 1971. godine, ispitivali prisustvo salmonela kod kornjaca
u zooloskim vrtovima i izolovali su je iz 12,1% kloakalnih briseva. Ukupno su utvrdili Sest
razli¢itih serovarijeteta, koji su pripadali Salmonella enterica subspecies enterica, osim

jednog izolata iz podvrste S. enterica subsp. arizonae (Jackson i Jackson 1971).

Readel i saradnici su 2009. godine ispitivali prisustvo salmonela kod kornjaca slobodnih u
prirodi (Trachemys scripta elegans) i ustanovili ih u 11% kloakalnih briseva (Readel i sar.
2009). Pasman i saradnici su ispitivali pojavu Salmonella spp. u centru za oporavak Sumskih
kornjaca (Testudo hermanni). Prisustvo salmonela je bilo dokazano kod ¢ak 80% kloakalnih
briseva Sumskih kornjaca, od kojih je 75% izolata pripadalo S. enterica subsp. enterica, a

ostatak S. enterica subsp. salamae i S. enterica subsp. diarizonae (Pasman i sar. 2000).

Savage i Baker su u uzorcima kloakalnih briseva kornja¢a poreklom iz Jugoslavije, Rusije i
Turske otkrili prisustvo bakterija roda Salmonella u 38% ispitanih materijala (Savage i Baker,

1980).

Cambre i saradnici su ispitivali prisustvo salmonela kod gmizavaca u zooloSkom vrtu i
ustanovili je kod 117 od ukupno 311 ispitanih jedinki (Cambre i sar. 1980). Prevalencija

salmonela je bila najvisa kod zmija 55%, zatim kod gustera 36% i na kraju kod kornjaca 3%.

Briones i saradnici su tokom proleéa i leta 2001. godine ispitivali prisustvo salmonela kod
166 gmizavaca i vodozemaca slobodnih u prirodi u centralnoj Spaniji. Salmonella spp. su
izolovane od 41,5% ispitanih gmizavaca dok nisu utvrdene kod vodozemaca (Briones i sar.
2004). Najvedi broj izolata predstavljala je Salmonella enterica subsp. enterica (50%), zatim
Salmonella enterica subsp. diarizonae (29,2%), Salmonella enterica subsp. salamae (12,5%) i
na kraju Salmonella enterica subsp. arizonae (8,3%). Ukupno je izolovano 27 razlicitih
serovarijeteta od kojih su najc¢eséi bili S. Anatum (12.5%), S. Herzliya (8.3%), S. Abony,
18:l,v:z, 9,12:229:1,5i 38:210:253 (6.2%). Ukupno 37,5% izolata je pripadalo serovarijetetima
koji su uzrocnici salmoneloze ljudi. Na osnovu dobijenih rezultata autori su zakljudili da
gmizavci za razliku od vodozemaca predstavljaju u prirodi vazan rezervoar Salmonella i da

predstavljaju potencijalnu opasnost po zdravlje ljudi.

Kuroki i saradnici su ispitivali od juna 2006. do maja 2009. godine prisustvo Salmonella kod

ukupno 87 zmija slobodnih u prirodi u Japanu. Prevalencija salmonela kod ispitivanih zmija
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iznosila je 58,6%, i to 41.1% Salmonella enterica subsp. diarizonae i 12,6% Salmonella
enterica subsp. enterica (Kuroki i sar. 2013). Slededi serovarijeteti Salmonella enterica subsp.
enterica su utvrdeni kod zmija: S. Eastbourne, S. Mikawashima, S. Narashino, S. Newport, S.
Saintpaul i S. Thompson. Visoka prevalencija salmonela kod zmija kao i prisustvo odredenih
serovarijeteta uzro¢nika salmoneloze kod ljudi navela je autore na zaklju¢ak da ove vrste

gmizavaca predstavljaju vaZzan izvor infekcije u prirodi.

Schellings sa saradnicima publikovala je 2011. godine podatke o prevalenciji Salmonella kod
gmizavaca u Australiji, koja je iznosila 27,6%, i to kod zmija 69,2%, gustera 21,7%, i kornjaca
2% (Scheelings i sar. 2011). lIzolati su pripadali uglavnhom podvrstama S. enterica subsp.
enterica i S. enterica subsp. diarizone. Kod zmija je 69% izolata salmonela pripadalo S.
enterica subsp. diarizonae a 26% S. enterica subsp. enterica. Kod gustera su priblizno isto bili
zastupljeni sojevi ove dve podvrste S. enterica. Autori su primetili i da su salmonele cesce

izolovane kod gmizavaca karnivora nego kod gmizavaca insektivora.

Krautwald-Junghanns i saradnici su objavili 2013. godine rezultate ispitivanja prisustva,
rasirenosti i prevalencije serovarijeteta Salmonella kod slobodnih u prirodi odnosno
zatoCenih zmija. Od ukupno 174 zmije izolovana su 43 izolata Salmonella enterica i to 27
izolata podvrste diarizonae (lllb), 7 izolata enterica () (n = 7) i 6 izolata houtenae (V).
Najc¢es¢i ustanovljeni sojevi kod zmija bili su S. enterica subsp. enterica (1) serovar Paratyphi
B i S. enterica subsp. diarizonae (lllb) serovar 47:l,v:z kod 4 odnosno 3 jedinke. Prethodno
neopisan serovarijetet Salmonella enterica subsp. diarizonae (lllb) 40:i:z53 je ustanovljen

kod dve Sarke Vipera berus sa razlicitih lokacija.

Zajec i saradnici su 2015. godine ispitivali rasirenost bakterija i parazita kod zmija u parku
prirode u centralnoj Poljskoj. Od ukupno 16 ispitanih zmija, 15 belouski Natrix natrix i 1
smukulje - lazna Sarka Coronella austriaca, kod 14 odnosno 87.5% je utvrdeno prisustvo
Salmonella spp. Ukupno je identifikovano i serotipizirano 33 izolata Salmonella spp., i to ne
po jedan nego i do Cetri razli¢ita serovarijeteta kod pojedinih zmija. Ukupno je ustanovljeno
9 razlic¢itih serovarijeteta Salmonella enterica subsp. diarizonae i 2 Salmonella enterica
subsp. enterica. NajceSée ustanovljeni serovarijetet kod 9 ispitivanih zmija bio je Salmonella
enterica subsp. diarizonae (lllb ) 38:r:z. | veéina drugih utvrdenih serovarijeteta pripadalo je

Salmonella enterica podvrsti diarizonae (lllb) 21:1,v:-; 28:210:z 1 47:1,v:z, 48:k:Zs3.
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Romero i saradnici su publikovali 2016. godine rad u kome su ispitivali prisustvo salmonela
kod 74 gmizavca drzanih u zooloSkom vrtu u Ljubljani. Identifikacija salmonela vrsena je
primenom MALDI —TOF masene spektrometrije, a koje su otkrivene kod 29,7% ispitanih
gmizavaca. Utvrdena prevalencija Salmonella spp. kod zmija, gustera i kornjaca iznosila je
38.6%, 18.2% i 12.5%. Salmonella enterica subspecies enterica je bila naj¢esce zastupljena
podvrsta Salmonella enterica (63.6%), a zatim podvrsta diarizonae (31.8%) i arizonae (4.5%),

a od serovarijeteta S. Infantis 6,7,14:r:1,5i S. Uzaramo 1,6,14,25:24,z24.

Clancy i saradnici publikovali su 2016. godine retrospektivnu kros-sekcijsku studiju pojave
podvrsta i serovarijeteta Salmonella enterica kod gmizavaca u zooloskom vrtu u Bronksu u
periodu od januara 2000. do decembra 2012. godine. Studijom je obuhvaéeno 11 krokodila,
78 zmija, 59 gustera i 34 kornjace, a ukupno je izolovano 175 sojeva salmonela. S. enterica
subsp enterica je bila najées$¢e determinisana podvrsta S. enterica (45%), a zatim Salmonella
enterica subsp diarizonae (24%). lzolati S enterica subsp diarizonae (lllb) su vedinom
izolovani od zmija (81%), kao i svi izolati S enterica subsp arizonae (llla). Klinicke
manifestacije salmoneloze kod zmija ukljucivale su dermatitis, promene na kostima kao i
anoreksiju. Naj¢e$¢i determinisani serovarijeteti predstavljali su S. Newport, S. IV

43:24,z32:—, S. Braenderup, S. Montevideo, S. Oranienburg i S. Thompson.

Procenjuje se da je ¢ak i do 90% gmizavaca kuénih ljubimaca inficirano salmonelama i to ne
samo onim serovarijetetima specificno adaptiranim na kornjace, gustere ili zmije nego i

onim koji mogu dovesti do infekcija ljudi i drugih vrsta Zivotinja (Woodward i sar. 1997).

Salmonele su veoma Cesto izolovane od gmizavaca kao kucnih ljubimaca, u Italiji kod 24 %
(Ebani i sar. 2005), a u Austriji i Nemackoj kod 54,1% ispitanih jedinki (Geue i Loschner,
2002). Vece agregacije Zivotinja nesumnjivo doprinose lakSem Sirenju uzroénika, u Belgiji je
prevalencija Salmonella kod gustera u odgajivacnicama odnosno centrima za prodaju kucnih

ljubimaca iznosila 76% (Pasmans i sar. 2005).

Wikstrom i saradnici su u decembru 2011. godine ispitivali prisustvo Salmonella spp. u 63
terarijuma u Svedskoj i ustanovili prisustvo u 80% domadinstava koje €uvaju gmizavce kao
kuéne ljubimce. Imajuci u vidu visoku korelaciju dobijenih rezulatata izolacije iz kloakalnih

briseva i fecesa gmizavaca sa rezultatima izolacije iz uzoraka podloge iz terarijuma, autori su
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zakljucili da se salmonele brzo Sire izmedu Zivotinja u istom terarijumu i ukazali na potrebu
sprovodenje posebnih mera opreza prilikom ¢is¢enja terarijuma radi minimalizovanja rizika

od infekcija vlasnika.

Lukac i saradnici su sproveli od 2009. do 2011. godine u Hrvatskoj ispitivanje prisustva i
rasirenosti sojeva Salmonella kod gmizavaca drzanih kao ku¢nih ljubimaca odnosno u
zooloSkom vrtu (Lukac i sar. 2015). Ukupno je mikrobioloskim analizama obuhvaéeno 200
zdravih reptila od kojih je uzeto ukupno 292 uzorka briseva koZe, Zdrela, kloake odnosno
fecesa. Prisustvo salmonela je utvrdeno kod 13% ispitanih Zivotinja i to kod 48,4% gustera,
8,9% zmija i 3,8% kornjaca. Ustanovljene su sledeée podvrste Salmonella enterica:
Salmonella enterica subsp enterica 34,6%, Salmonella enterica subsp houtenae 23.1%,
Salmonella enterica subsp arizonae 23,1%, Salmonella enterica subsp diarizonae 15,4%, a
Salmonela enterica subsp salamae 3,8%. Ukupno je otkriveno prisustvo 14 razli¢itih
serovarijeteta ukljucujuéi i onih koji se retko pojavljuju S. Apapa, S. Halle, S. Kisarave i S.

Potengi.

Prevalencija salmonela kod vodozemaca zavisi od vrste, i visa je kod Zaba nego kod
salamandera i dazdevnjaka. Veéina infekcija vodozemaca je asimptomatska, a salmonele se

prema literaturnim podacima samo povremeno izlucuju u spoljnu sredinu.

2.5. Zoonozni aspekt Salmonella spp. prisutnih kod gmizavaca i vodozemaca

Gmizavci i vodozemci, kao i druge vrste Zivotinja i ku¢nih ljubimaca, mogu biti rezervoar i

izvor zoonoza, a tom Cinjenicom predstavljaju i opasnost po zdravlje ljudi.

Najznacajniji uzrocnici zoonoza bakterijske etiologije prisutni kod gmizavaca su Salmonella
spp., Aeromonas spp., Campylobacter spp., druge vrste iz familije Enterobacteriaceae
ukljucujuc¢i Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae i Yersinia enterocolitica,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Pseudomonas spp., Mycobacterium spp. (M. marinum, M.
avium i M. tuberculosis) i Coxiella burnetii. Veci broj vrsta gljivica Basidiobolus ranarum,

Conidiobolus spp., Mucor ssp. i Rhizopus arrhizus kao i virusa, poput virus zapadnog
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encefalitisa konja i virusa Zapadnog Nila, mogu od gmizavaca preci na ljude i prouzrokovati

oboljenja.

Ljudi koji su u ¢estom kontaktu sa gmizavcima i vodozemcima su pod viSim rizikom od
pojave zoonoza, $to je od posebnog znacaja za vlasnike Zivotinja, zaposlene u prodavnicama
ku¢nih ljubimaca, odgajivacnicama ili zooloskim vrtovima. Najvisi rizik je prisutan kod beba i

dece mlade od 5 godina, starih ljudi kao i osoba sa imunokompromitovanim stanjem.

Gmizavci i vodozemci mogu preneti brojne potencijalne patogene na ljude, a rizik zavisi od
toga da li je jedinka slobodna u prirodi, drzana u kuéi, zooloskom vrtu ili pet shopu, da li
postoji kontakt sa drugim Zivotinjama, kao i od nacina ishrane, drzanja, odrzavanja higijene i
dezinfekcije. Kontaminirana hrana ¢esto moZe da bude izvor infekcije gmizavaca, narocito

ako se hrane Zivim Zivotinjama poput miseva ili pili¢ca, a ne gotovim proizvodima.

Radi minimalizovanja rizika od infekcija ljudi, Zivotinje ne bi trebalo drzati u kuhinji i prostoru
gde se priprema hrana. Nakon kontakta sa gmizavcem ili vodozemcem potrebno je oprati
ruke toplom vodom i sapunom (Bradley i sar. 2001). Bebe i deca ne bi trebalo da se igraju ili
da ljube gmizavce. Tokom ¢iS¢enja terarijuma ili prostora gde su smesStene Zivotinje
potrebno je nositi rukavice, po mogucnosti i masku, a neophodno je sprovoditi i redovnu
dezinfekciju. U sluéaju drzanja i drugih kuénih ljubimaca, na primer pasa ili macaka, treba
spreciti njihov kontakt sa gmizavcima. Preporuka je da Zivotinje imaju svoj bazen i da ne

koriste odnosno da se ne kupaju u sudoperi ili kadi (Marcus, 2002).

Lamm sa saradnicima ukazao je 1972. godine na, duZi niz godina prisutan problem u SAD,
rizik od infekcija ljudi salmonelama poreklom od kornjaé¢a kao kuénih ljubimaca, a koje su
prvi put zabelezne 1944. godine (Lamm i sar. 1972). Iste godine Altman sa saradnicima je
objavio studiju koja je obuhvatila 124 porodice sa decom starosti izmedu jedne i deset
godina. Autori su utvrdili Cetiri puta vecu prevalenciju Salmonella spp. kod dece koja su
Zivela u domu sa kornjacom kao kuénim ljubimcem u odnosu na one bez kornjaca, 22,6% u

odnosu na 5,7% (Altman i sar. 1972).

Tokom sedamdesetih godina proslog veka sproveden je u SAD vedéi broj epidemioloskih
studija s ciljem da se utvrdi rizik po zdravlje ljudi od Salmonella spp. poreklom od kornjaca

drzanih kao ku¢ni ljubimci (Lamm i sar. 1972, Kaufmann i sar. 1972, Cohen i sar. 1980).
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Procenjeno je da godisnje 280.000 od ukupno 2.000.000 zabelezenih slucajeva salmoneloze
ljudi u SAD je povezano sa kornjatama. Ova procena se zasnivala na podacima da 4,2% od 60
miliona domacinstava u SAD je drZzalo kornja¢e u svom domu, kao i da se preko 15 miliona
kornjaca godisnje prodavalo Sirom Amerike. Rizik od infekcija ljudi salmonelama poreklom
od kornjaca kao ku¢nih ljubimaca je procenjen na 2%, a kornjace su bile odgovorne za 14 do

23% slucajeva salmoneloze kod dece (Lamm i sar. 1972; Cohen i sar. 1980).

Ovi viSe nego zabrinjavajuci epidemioloski podaci, doveli su 1972. godine do donosenja
propisa u SAD od strane Agencije za hranu i lekove SAD (United States Food and Drug
Administration FDA) kojima je uvedeno obavezno ispitivanje kornjata na odsustvo
salmonela pre njihove prodaje, odnosno zabrane prodaje jaja i kornjaca manjih od 10
centimetara. Procenjuje se da je donetim propisima u SAD smanjen broj salmoneloze kod

ljudi, i to pre svega kod dece, za 100.000 slucajeva na godiSnjem nivou (Hoelzer i sar. 2011).

Broj slucajeva salmoneloze ljudi koji se povezuju sa gmizavcima kao izvorom infekcije se
znacajno povecdao prethodnih godina. Tako je na primer u Svedskoj, usled promene uvozne
procedure nakon uskladivanja nacionalnih sa propisima Evropske unije i posledi¢no
prestanka obaveznog laboratorijskog ispitivanja uvoznih posiljki gmizavaca na salmonele,
doslo do povecanja incidencije slu¢ajeva salmoneloze ljudi povezanih sa gmizavcima. U
odnosu na period od 1990. do 1994. godine sa 0,015 slucajeva na 100.000 ljudi povecala se
incidencija tokom 1996. i 1997. godine na 0,79 slu¢ajeva na 100.000 ljudi (de Jong i sar.
2005). Deca su predstavljala najugrozeniji deo populacije, a utvrdena incidencija u datom

istrazivanju iznosila je 1.3 slu¢aja na 100.000 dece.

Infekcije ljudi salmonelama poreklom od gmizavaca ¢eS¢e dovode do sistemskog oboljenja
nego one uneSene hranom, a posebno su ugrozena deca, trudnice i starije osobe. Dodatni
problem sprecavanja infekcija ljudi salmonelama poreklom od gmizavaca i vodozemaca je
Cesto prisustvo latentnih infekcija Zivotinja, koje samo povremeno izlucuju bakterije iz svog
organizma. Ekskrecija salmonela je ¢esto povezana sa stresom kao Sto su transport, novo

okruzenje ili nacin ishrane Zivotinja.

Kako salmonele mogu preZiveti dugo u spoljasnjoj sredini, u ve¢éem broju slucajeva dokazano

je indirektno prenosenje bakterije sa gmizavaca na ljude iz kontaminirane sredine ili putem
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predmeta (Mermin i sar. 1997). Nacin prenosenja Salmonella zavisi pre svega od vrste i
drzanja gmizavaca i vodozemaca. Gusteri i neke vrste zmija ¢esto se slobodno kre¢u po kuci
potencijalno kontaminirajuci podove, tepihe i namestaj. Salmonele dugo prezivljavaju izvan
jedinke i uspesSno su izolovane iz isusenog fecesa gmizavaca 6 meseci nakon njihovog
odlaska iz terarijuma, kao i iz vode akvarijuma 6 nedelja od poslednjeg boravka kornjace u

njemu (Rosenstein i sar. 1986; Grier i sar. 1993).

Sirom sveta pored kornjaca i druge vrste Zivotinja - zmije, gusteri i Zabe predstavljaju
popularne kuc¢ne ljubimce, a procenjuje se da oko 3% domacinstava u Sjedinjenim
Americkim Drzavama drzi gmizavce. Ukupan broj gmizavaca kao kuénih ljubimaca u SAD
iznosi 7,3 miliona, zmije se drze u 400.000, gusteri u 700.000, a kornjace u 1.000.000

domacdinstava (American Veterinary Medical Association, 2007).

Tacan broj slucajeva salmoneloze ljudi koji su posledica kontakta sa gmizavcima tesko je
precizno odrediti. Procenjuje se da je 74.000 ovakvih slu¢ajeva na godiSnjem nivou u
Sjedinjenim Americkim DrZavama, $to predstavlja 6% svih sluCajeva salmoneloze ljudi,
odnosno 11% slucajeva kod osoba mladih od 21. godine (Mermin i sar. 2004). U drzavi
Micigen, u Sjedinjenim Americkim Drzavama, od ukupnog broja salmoneloze dece mlade od

5 godina ¢ak 11,8% slucajeva je povezano sa gmizavcima (Wells i sar., 2004).

Prema retrospektivnoj analizi prevalencije serovarijeteta Salmonella kod ljudi u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama od 1987. do 1997. godine, sedam od dvadeset naj¢e$¢ih su bili
serovarijeteti prisutni pretezno kod gmizavaca S. IV 48:G,Z51:- (ranije poznata kao S.
Marina), S. Flint (sada poznat kao S. IV 50:24,Z223:-), S. Kintambo, S. Vassenaar (sada
poznata kao S IV 50:G,Z51:-), S. Ealing, S. Carrau i S. Abaetetuba (Olsen i sar. 2001).

Prema podacima iz literature podvrste i serovarijeteti Salmonella enterica poreklom od
gmizavaca i vodozemaca koji mogu prouzrokovati oboljenja ljudi su (Kaufmann i sar. 1972,

Duponte i sar. 1978, Onderka i sar. 1985, Sanya i sar. 1997, Woodward i sar. 1997):

- S. enterica supsp. enterica — serovarijeteti S. Adelaide, S. Agioboo, S. Alachua, S.
Anatum, S. Bareilly, S. Bovis, S. Bredeney, S. Carrau, S. Chameleon, S. Durham, S.
Gaminara, S. Give, S. Harmelen, S. Heidelberg, S. Infantis, S. Jangwani, S. Javiana, S.

Kralendyk, S. Kintambo, S. Krefeld, S. Luciana, S. Madelia, S. Manhattan, S. Marina, S.
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Montevideo, S. Morbificans, S. Mowanjum, S. Muenchen, S. New-Brunswick, S.
Newport, S. Nima, S. Ohio, S. Oslo, S. Panama, S. Poona, S. Saint-Paul, S. Typhi phage
type F, S. Typhimurium, S. Urbana, S. Weltevreden,

- S. enterica subsp. salamae,

- S. enterica subsp. arizonae,

- S. enterica subsp. houtenae.

Imajuci u vidu veliki broj slu¢ajeva indirektnog prenosSenja salmonela Centar za kontrolu
zaraznih bolesti SAD preporucio je da se ne drie gmizavci kao kuéni ljubimci u
domacdinstvima sa decom mladom od 5 godina, kao i da se gmizavci ne drze u Skolama. Zbog
visoke prevalencije salmonela kod kornja¢a i gustera postoji realna opasnost od
kontaminacije vodenih sistema, bara ili jezera, Sto predstavlja potencijalni rizik po zdravlje
ljudi i potvrdeno je vise slucajeva infekcija ljudi koje su nastali na ovaj nacin (Hoelzer i sar.

2011).

Rizik po zdravlje ljudi od salmoneloze nakon kontakta sa vodozemcima postoji, i u 30 drzava
Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava 2009. godine dokazana je epidemija prouzrokovana S.
Typhimurium poreklom od patuljaste africke Zabice (Hymenochirus boettgeri) (CDC 2009).
Kod epidemije ljudi u Misisipiju 2001. godine izazvane serotipom S. Javiana oboleli su imali

kontakt sa Zzabama (Srikantiah i sar. 2002).

U Kolorado zooloSkom vrtu 1996. godine zabeleZena je infekcija 65 ljudi koji su bili blizu
komodskog varana (CDC 1995). Zabelezene su infekcije odojc¢adi i dece S. Kintambo i S. Nima

¢iji su roditelji bili u kontaktu sa gusterom odnosno boom (CDC 1995; CDC 2003).

| u zemljama ¢lanicama Evropske unije sistematski se prikupljaju epidemioloski podaci o
pojavi i raSirenosti slu¢ajeva salmoneloze ljudi za koje se smatra da su izvor infekcije bili
gmizavci. U Evropskoj Uniji prevalencija Salmonella spp. kod gmizavaca i vodozemaca se
znacajno razlikuje izmedu zemalja clanica (Bertrand i sar. 2008). Tako je na primer u
Svedskoj u periodu od 1990. do 2000. godine potvrdeno 339 sludajeva, §to predstavlja 5%
svih slucajeva salmoneloze ljudi, dok je u Ujedinjenom Kraljevstvu i u Holandiji 1% slucajeva

salmoneloze ljudi direktno ili indirektno povezano sa gmizavcima.
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Svake godine u zemljama ¢lanicama pojavljuje se sve vedéi broj slucajeva salmoneloze ljudi

prouzrokovane Salmonella enterica poreklom od gmizavaca ili drugih egzoti¢nih ljubimaca, a

koliki je broj ovih kuénih ljubimaca najbolje pokazuje podatak da je tokom 2007. godine

uvezeno preko 500.000 gmizavaca samo preko aerodroma u Frankfurtu na Majni.

Tokom 2006. godine u 25 drzava ¢lanica Evropske unije zajedno sa Bugarskom, Rumunijom,

Islandom, Lihtenstajnom i Norveskom prijavljeno je 160.649 slucaja salmoneloze ljudi

(Bertrand i sar. 2008). Nakon poslatog upitnika i dobijenih odgovora uredivacki tim

Eurosurveillance ustanovio je sledece slucajeve salmoneloze ljudi izazvane sojevima

poreklom od gmizavaca:

Infekciju praéenu septikemijom Ccetiri meseca stare bebe u Belgiji izazvane
Salmonella enterica serovar Pomona poreklom od kuénog ljubimca kornja¢e 2007.
godine,

Infekciju tri osobe u Belgiji u aprilu 2008. godine izazvanu S. enterica subspecies llla
41:24,223: -) poreklom od zmija,

Tri slu¢aja u Finskoj izmedu 2005. i 2008. godine prouzrokovane sojevima poreklom
od zmija kuénih ljubimaca - S. enterica serovar Paratyphi B biovar Java 4,5,12:b:1,2,
S. enterica serovar Morehead 30:i:1,5 i S. enterica subspecies diarizonae 47:-:-,
Infekcija 6 ¢lanova porodice u Finskoj prouzrokovane sojem poreklom od kuénog
ljubimca kornjace S. enterica serovar Braenderup 6,7:e,h:e,n,z15,

Tri sluéaja u Francuskoj, kod osam meseci, tri i Cetiri godine stare dece, izazvane
multirezistentnim sojem S. enterica serovar Typhimurium, doveden u vezu sa
kontaktom sa zmijom, iguanom i preko supe od kornjace,

Nakon uvedene standardne procedure i ustanovljene infekcije dece S. enterica
subsp. lI-1V, sprovodi se epidemioloska analiza i utvrduje izvor infekcije. Ukupno 31
slu¢aj u Nemackoj u periodu od 2006. do 2008. godine — u velikoj vecini deca mlada
od godinu dana, izvor infekcije zmije, iguane i gusteri, a izmedu ostalih potvrdeni su i

slededi serovarijeteti:

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Apapa, 45:m,t:-
- Salmonella enterica subspecies |, serovar Ago 30:238:-
- Salmonella enterica subspecies |, serovar Gaminara, 16:d:1,7
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- Salmonella enterica subspecies |, serovar Jangwani, 17:a:1,5

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Pomona 28:y:1,7

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Poona 13,22:z2:1,6

- Salmonella enterica subspecies Il, 35:g,m,s:-

- Salmonella enterica subspecies I, 50:z:223

- Salmonella enterica subspecies Il, 58:1213,228:26

- Salmonella enterica subspecies llla, 41:24,223:-

- Salmonella enterica subspecies lllb, 47:i:z53

- Salmonella enterica subspecies lllb, 50:z:223

- Salmonella enterica subspecies lllb, 53:210:-

- Salmonella enterica subspecies lllb, 61:1,v:1,5,7

- Salmonella enterica subspecies lllb, 61:252:253

- Salmonella enterica subspecies IV, 48:g,251:- (ranije S. Marina)
- Irska najmanje 14 slucajeva, uglavnhom deca, kontakt sa iguanama, gusterima,

zmijama i kornjacama, izmedu ostalih potrdeni i slededéi serovarijeteti:

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Enteritidis PT21

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Infantis

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Florida

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Minnesota

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Monschaui

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Pomona

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Stanley

- Salmonella enterica subspecies |, serovar Thompson

- Salmonella enterica subspecies llla (arizonae)

- Salmonella enterica subspecies lllb (diarizonae)

Iz svega navedenog se moze zakljuéiti da su salmonele Siroko rasprostranjene kod gmizavaca
i vodozemaca, a postoje brojni radovi u kojima su opisane infekcije ljudi sojevima salmonela

poreklom od gmizavaca i vodozemaca.

Prema nama dostupnim informacijama, u Srbiji do sada nije ispitivano prisustvo i rasirenost

Salmonella kod gmizavaca i vodozemaca, kako onih slobodnih u prirodi, tako i onih drzanih u
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zooloskom vrtu ili gajenih kao kuéni ljubimci. Jedini podaci koji se odnose na prisustvo
Salmonella spp. kod gmizavaca u nasoj zemlji poti¢u iz 1980. godine, kada su Savage i Baker
otkrili salmonele u fecesu 62 od ukupno 163 ispitane kornjace (Testudo spp.), a koje su

uvezene u Ujedinjeno kraljevstvo iz Jugoslavije, Rusije i Turske (Savage i Bakar, 1980).

Drugi rad u kome se pominje Jugoslavija su objavili Tauxe i saradnici 1985. godine, a koji se
odnosio na tri slu¢aja salmoneloze ljudi povezanih sa kornja¢ama u Portoriku (Tauxe i sar.
1985). Nakon sprovedene epidemioloske analize utvrden je izvor i nacin infekcije. Na farmi
crvenouhih kornjaca ustanovljeno je prisustvo S. Pomona, a kornjaCe sa farme su pored

distribucije u prodavnice ku¢nih ljubimaca izvezene u Guam i Jugoslaviju.

Konvencija o medunarodnoj trgovini ugrozenim vrstama divlje faune i flore - CITES (the
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora) je
medunarodni sporazum izmedu vlada zemalja €lanica, sainjen 1973. godine na inicijativu
International Union for Conservation of Natire (IUCN), a koji je Savezna Republika Jugoslavija
ratifikovala 2001. godine (,,Sluzbeni list SRJ — Medunarodni ugovori“ br. 11/2001). Sve vrste
sa CITES listi su na rezimu uvoznih CITES dozvola kod uvoza i kod izvoza, a izdavanje dozvola
je deo nadleznosti Sektora za zaStitu prirode Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne
sredine. (Zakon o zastiti Zivotne sredine, Sl. glasnik RS, br. 135/2004, 36/2009, 36/2009 i
72/2009). Unutar Republike Srbije za prodaju, kupovinu, podnosenje ponude za kupovinu,
sticanje u komercijalne svrhe, izlaganje javnosti radi sticanja dobiti, koris¢éenje u svrhu
sticanja dobiti, drZanje radi prodaje, nudenje na prodaju, prevoz radi prodaje, najam,
razmena i bilo koji drugi vid promene vlasniStva primeraka ugroZzenih vrsta, potrebno je
pribavljanje potvrde za trgovinu (Pravilniku o prekograni¢nom prometu i trgovini zasticenim

vrstama, Sluzbeni glasnik RS br. 99/09 i 6/14).

Prema clanu 18. Zakona o dobrobiti Zivotinja, objavljenog u Sluzbenom glasniku RS
br.41/2009, Zivotinje se mogu drZati, uzgajati i stavljati u promet u proizvodne svrhe u
objektima koji ispunjavaju uslove za dobrobit Zivotinja u pogledu prostora za Zivotinje,
prostorija i opreme. Objekti za uzgajanje i stavljanje za promet moraju biti upisani u Registar
objekata koji vodi Ministarstvo poljoprivrede, u skladu sa Zakonom o veterinarstvu ("Sl.

glasnik RS", br. 91/2005, 30/2010i 93/2012).
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Prema ¢lanu 58. Zakona o dobrobiti Zivotinja, objavljenog u Sluzbenom glasniku RS broj
41/2009, drzanje i reprodukcija divljih i egzoti¢nih Zivotinja kao kucnih ljubimaca moze se
obavljati samo na osnovu reSenja o odobrenju drzanja i reprodukcije divljih i egzoti¢nih
Zivotinja kao kuénih ljubimaca, koje donosi ministar poljoprivrede, na osnovu prethodno
pribavljene saglasnosti ministra nadleznog za poslove Zivotne sredine. Zivotinjama se mora

obezbediti:

1) prostor koji zadovoljava njihove potrebe u pogledu kretanja i fizicke aktivnosti;

2) prostor koji u zavisnosti od vrste omogucava penjanje, kopanje, odmor i sakrivanje,
odnosno kupanje i ronjenje;

3) kontakt sa zZivotinjama iste vrste, ako je to svojstveno vrsti;

4) odgovarajudi klimatski uslovi, u skladu sa potrebama vrste;

5) drugi uslovi koji odgovaraju vrsti, rasi, polu, starosti, fizickim i bioloSkim osobinama,

osobinama u ponasanju i zdravstvenom stanju Zivotinja.

Pravilnik o uslovima koje moraju da ispunjavaju odgajivacnice za Zivotinje objavljen je u
Sluzbenom glasniku Republike Srbije br. 14/12 i koji u Prilogu 1. tacka 7. propisuje blize

uslova za gmizavce i vodozemce:

1) Gmizavci i vodozemci moraju da se drze u odgovarajuéim terarijumima izradenim od
stakla ili posebne plastike i nerdajuée mreze, ¢ime se sprecava beg Zivotinja.

2) Veli¢ina terarijuma, posebno za zmije i gustere, odreduje se tako da zbir jedne
duZine i Sirine terarijuma odgovara maksimalnoj duzini odrasle Zivotinje.

3) Svakoj Zivotinji mora da se obezbedi prostor takve veli¢ine u kojem moze da legne,
odnosno ustane u svojoj prirodnoj poziciji, da se nesmetano okrene, kreée, hrani,
sakriva i neguje.

4) Gmizavcima i vodozemcima moraju da se obezbede uslovi i mikroklima u skladu sa
stanistem iz koga poticu, i to:

— zatropska stanista treba da se obezbedi visoka vlaga i temperatura,

— za pustinjska stanista treba da se obezbedi visoka temperatura i niska
vlaznost,

— za umerena staniSta treba da se obezbedi dodatno osvetljenje ako se

Zivotinje drze u zatvorenim prostorima.
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5) Gmizavcima i vodozemcima kojima je prirodno staniste u vodi i na kopnu, u
terarijumu treba da bude obezbedeno dovoljno vode, kako bi im se omogucilo

nesmetano plivanje, kao i lako dostupna suva povrsina na koju mogu da izadu.

lako postoji zakonska osnova drzanja i reprodukcije divljih i egzoti¢nih Zivotinja, na web
stranici Ministarstva poljoprivrede i zastite Zivotne sredine

http://www.vet.minpolj.gov.rs/sr/registri u Registru odgajivacnica u junu 2016. godine ne

nalazi se ni jedan odgajiva¢ gmizavaca i vodozemaca.

2.6. Rezistencija Salmonella spp. prema antimikrobnim sredstvima

Povecdanje rezistencije na antibiotike kod bakterija na globalnom nivou postaje sve veci
problem, sa ozbiljnim posledicama, s obzirom da je na raspolaganju sve manji broj

antibiotika koji se moZze koristiti u terapiji infektivnih oboljenja.

Kada su antimikobna sredstva u pitanju, usled relativno retke pojave rezistencije salmonela
se dugo smatrala antibiotski “predvidivom” bakterijom, da bi se u poslednjih 20-25 godina
drastiéno promenila situacija. Poveéao se broj izolata Sa/monella koji su pokazivali
rezistenciju na vedi broj antibiotika, pa i antibiotike prvog izbora u terapiji salmoneloze kod
ljudi. Pojava multiple rezistencije kod salmonela rezultat je neracionalne i ¢esto prekomerne
upotrebe odnosno zloupotrebe antibiotika, kako u veterinarskoj, tako i humanoj medicini.
Multipla rezistencija uglavnom predstavlja steenu otpornost koja se prenosi genima

rezistentnosti, a proisti¢e iz mobilnih genetickih elemenata uklju¢ujudi i plazmide.

Visoka prevalencija rezistentnih sojeva bakterija prema antimikrobnim sredstvima dovela je
do uspostavljanja kako na globalnom svetskom tako i evropskom nivou sistema aktivnog
monitoringa. Tokom 2008. godine, EU referentna laboratorija za rezistenciju
mikroorganizama, Nacionalni institut za hranu Danske, prikupio je podatke od referentnih
laboratorija zemalja ¢lanica EU o prevalenciji rezistencije prema hinolonima kod Salmonella
spp. i Escherichia coli. U Nemackoj su obradeni podaci za 40.000 izolata Salmonella i
ustanovljena je rezistencija kod 113 sojeva prema nalidiksinskoj kiselini i ciprofloksacinu.

Interesantno je da je od ukupnog broja rezistentnih sojeva salmonela prema hinolonima cak
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14 (12,4%) bilo poreklom od gmizavaca (Guerra i sar. 2010). Izolati su poticali uglavhom od
gustera, izuzev jednog od zmija i dva od kornjaca, a od serovarijeteta bili su zastupljeni S.
Urbana, S. Litchfield, S. Pomona, S. subsp. Il 58: 1,213,228: z6, S. subsp. IV 16: z4, z32: - i S.
subsp. IV 48: g,z51 : - . Dati rezistentni izolati salmonela imali su gen rezistencije prema
hinolonima koji je prenosiv plazmidom (plasmid-mediated quinolone resistance PMQR), i to

najceSce gnrB19 gen.

Ne samo ovaj nego i drugi radovi ukazuju na pojavu rezistencije prema antimikrobnim
sredstvima kod izolata Salmonella spp. poreklom od gmizavaca i vodozemaca (Chen i sar.
2010). Tako su Chen i saradnici ustanovili prisustvo Salmonella spp. kod 24,3% ispitanih
kornjaca, 62,8% gustera i 69,7% zmija. Ukupno je identifikovano 44 razli¢ita serovarijeteta
Salmonella, a ispitivanjem osetljivosti 347 izolata, kod 6,9% utvrdena je rezistencija prema 4
ili viSe antibiotika, dok je najvisi procenat rezistencije bio prema streptomicinu 14,7% i
tetraciklinu 9,2%. Visi nivo rezistencije je utvrden kod izolata poreklom od kornjaca
ukljuc€ujudi i pojavu rezistencije prema nalidiksinskoj kiselini kod 9,2 % i cefalotinu kod 7,3%

datih sojeva.

Sagledavajuéi cCinjenicu da se gmizavci sve ceSée cCuvaju kao kuéni ljubimci i visoku
prevalenciju salmonela kod njih, postoji rizik ne samo infekcija ljudi nego i prenoSenja gena
rezistencije od bakterija poreklom od gmizavaca u bakterije prisutne kod ljudi (Frye i

Jackson, 2013).

Ebani i saradnici objavili su rad 2005. godine kojim su obuhvatili 73 soja Salmonella
izolovanih od gmizavaca drzanih u velikom prodajnom centru kuénih ljubimaca u Italiji
(Ebani i sar. 2005). Utvrdili su ¢estu multiplu rezistenciju i izuzev osetljivosti koju su ispoljili
svi izolati prema hloramfenikolu, tetraciklinima i enrofloksacinu, kod 27,40% ispitanih sojeva
Salmonella utvrdena je rezistencija prema ampicilinu, 31,51% prema amoksicilinu, 32,88%

prema gentamicinu, 35,61% prema sulfisoksazolu i 94,52% prema eritromicinu.

S druge strane, postoji veéi broj radova u kojima ispitivanjem osetljivosti sojeva Salmonella
izolovanih od gmizavaca i vodozemaca nije ustanovljena ili je ustanovljena u niskom

procentu rezistencija prema antimikrobnim sredstvima.
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Romero i saradnici su kod 12 od 15 ispitanih kameleona (Chamaeleo calyptratus), gajenih
kao kuéni ljubimci u Slovackoj, ustanovili prisustvo Salmonella enterica subsp. enterica i
subsp. houtenae i to serovarijeteta S. Ago, S. Blijdorp, S. Tennessee i S.IV 45: g,z51 : -
(Romero i sar. 2015). Ispitivanjem osetljivosti prema antimikrobnim sredstvima: ampicilinu,
amoksicilinu sa klavulanskom kiselinom, cefalotinu, ceftazidiminu, ciprofloksacinu,
hloramfenikolu, gentamicinu, nalidiksinskoj kiselini, sulfapreparatima, streptomicinu i
tetraciklinu, izuzev jednog izolata rezistentnog prema streptomicinu i dva izolata sa
intermedijalnim odnosom prema streptomicinu, svi izolati su bili osetljivi na ispitivane

antibiotike i hemoterapeutike.

Ispitivanje osetljivosti izolovanih bakterija od zmija slobodnih u prirodi je retko izvodeno i
publikovano. Izolati Salmonella poreklom od gmizavaca se u odnosu na izolate od domacih
Zivotinja odlikuju znatno nizom prevalencijom rezistencije prema antimikrobnim sredstvima
(zajac i sar. 2013). lzuzev rezistencije prema streptomicinu uobiajeno su svi izolati
salmonela od zmija osetljivi prema svim drugim antibioticima i hemoterapeuticima (Smith i

sar. 2012; Kuroki i sar. 2013; Zajac i sar. 2013; Schmidt i sar. 2014).
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3. CILJ | ZADACI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je da se ispita prisustvo serovarijeteta Salmonella spp. kod gmizavaca i
vodozemaca u Republici Srbiji, da se ustanovi postojanje rezistencije prema antimikrobnim
sredstvima kod izolata Salmonella spp. i da se proceni rizik od infekcija ljudi Salmonella spp.

poreklom od gmizavaca i vodozemaca.

Istrazivanjem se utvrdivalo pored prisustva i rasirenost serovarijeteta Salmonella spp. kod
gmizavaca i vodozemaca, kao i postojanje rezistencije i gena rezistencije prema
antimikrobnim sredstvima kod izolata Salmonella spp., a Sto je omogudilo procenu rizika po
zdravlje ljudi od pojave salmoneloze poreklom od gmizavaca i vodozemaca odnosno

prenosenja i Sirenja rezistencije.
Radi ostvarivanja cilja istrazivanja postavljeni su slededéi zadaci:

1. Uzimanje kloakalnih i orofaringealnih briseva kao i fecesa od gmizavaca i
vodozemaca slobodnih u prirodi, iz zooloSkog vrta i drzanih kao kuéni ljubimci.

2. Izolacija, identifikacija i serotipizacija sojeva Salmonella spp. izolovanih od
gmizavaca i vodozemaca.

3. Ispitivanje osetljivosti izolata Salmonella spp. prema antimikrobnim sredstvima.

4, Detekcija gena rezistencije odnosno mutacija kod sojeva Salmonella spp.

izolovanih iz vodozemaca i gmizavaca.
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4. MATERUAL | METODE

4.1 Materijal

U toku istrazivanja materijal su predstavljali kloakalni, orofaringealni i brisevi koZe, kao i
feces kornjaca, gustera, zmija i Zaba. Uzorci su prikupljeni od gmizavaca i vodozemaca

slobodnih u prirodi, iz zooloSkog vrta i drzanih kao kuéni ljubimci.

4.2 Metode

4.2.1. lzolacijaiidentifikacija Salmonella

Izolacija i identifikacija Salmonella spp. izvodena je prema standardu SRPS EN ISO
6579:2008, Prilogu D. Horizontalna metoda za otkrivanje Salmonella spp. uz upotrebu
propisanih hranljivih podloga puferizovane peptonske vode, modifikovanog polutecnog
Rapapport Vasiliadis agara kao i Rapapport Vasiliadis bujona, ksiloza lizin dezoksiholat (XLD)
agara, MacConkey agara, Hektoen enteric agara i hromogene podloge chromID™ Salmonella

Agar (SM2) proizvodaca Biomerieux.

Postupak je sprovoden u nekoliko koraka:

1. Nakon uzimanja fecesa ili brisa isti su u stavljani u odnosu 1: 10 u puferizovanu peptonsku

vodu (PPV) i inkubirani u termostatu na temperaturi od 37 °C + 1°C u trajanju od 18 + 2 sata.

2. Nakon toga preneto je 0,1 ml PPV u 10 ml Rappaport-Vassiliadis bujon, koji je zatim

inkubiran u termostatu na temperaturi od 41,5 °C + 1°C u trajanju od 24 + 3 sata.

Uzorci su pored zasejavanja u Rappaport-Vassiliadis bujon, inokulisani u koli¢ini od 0,1 ml - 3
kapi na poluteéni Rappaport-Vassiliadis agar i inkubirani na temperaturi od 41,5 °C + 1°C u

trajanju od 24 + 3 sata.

3. Zatim je materijal presejavan iz Rappaport-Vassiliadis bujona/polute¢nog Rappaport-
Vassiliadis agara na ksiloza lizin deoksiholatni agar (XLD agar) i MacConkey agar i inkubiran

na temperaturi od 37 °C + 1°C u trajanju od 24 + 3 sata. Po potrebi su korid¢ene i druge
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diferencijelne podloge za Salmonella vrste - Hektoen enteric agar i chromID™ Salmonella

Agar (SM2).

Tokom identifikacije izolata ispitivane su biohemijske osobine i za tu svrhu koristile su se
podloga sa ureom po Christensenu, podloga sa citratom po Simonsu, podloga za Voges
Proskauer i metil crvenu reakciju, podloga za fenilalanin, podloga za indol, kao i ONPG
diskovi za dokazivanje [ galaktozidaze. Tokom identifikacije roda, vrste i podvrste
Salmonella ispitivane su i oksidaza reakcija, katalaza reakcija, sposobnost produkcije H,S,
razgradnja lizina kao i fermentacije laktoze, dulcitola, sorbitola i tartarata. Po potrebi
koriséen je komercijalni identifikacioni test BBL™ Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID Kit,

proizvodaca Becton Dickinson iz SAD.

Pored primene konvencionalnih mikrobioloskih ispitivanja, kao i komercijalnog testa BBL™
Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID, odredeni broj suspektnih izolata Salmonella spp poslat je
u Gradski zavod za javno zdravlje Beograd gde je obavljena determinacija sojeva MALDI-TOF
masenom spektrometrijom uz upotrebu Vitek MS aparata, proizvodaca bioMérieux iz

Francuske.

Izvodenje MALDI-TOF masene spektrometrije vrSeno je na taj nacin sto se, nakon dobijanja
Ciste kulture, na ploCicu proizvodaca bioMérieux iz Francuske nanosila mala koli¢ina
ispitivane kolonije, koja se zatim prelivala sa 1 pl matriks solucije - a-Cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid (C.H.C.A., bioMérieux, Francuska). Nakon suSenja na vazduhu plocica se
stavljala u aparat VITEK® MS koji je bio povezan sa automatskom bazom podataka masenih
spektara MYLA® software2 (bioMérieux, Francuska). U aparatu VITEK® MS laser bombarduje
mesavinu bakterija i matriksa, pri ¢emu dolazi do jonizacije proteina i njihovog razdvajanja u
elektricnom polju. Ovi proteini se usmeravaju u vakuum cev i razdvajaju se prema odnosu
mase i naboja, a zatim se vrsi detekcija masenih spektara. Ustanovljeni maseni profil se

analizira i uporeduje se spektrima mikroorganizama i vrsi identifikacija.

Seroloska tipizacija izolata Salmonella spp. izvodena prema standardu CEN ISO/TR 6579-
3:2014, Horizontalna metoda za otkrivanje, odredivanje broja i tipizaciju Salmonella — Deo
3. Uputstvo za tipizaciju Salmonella spp.. Tokom seroloske tipizacije Salmonella spp.

koriséeni su specifi¢ni polivalentni i monovalentni antiserumi salmonela kako grupni tako i
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specificni za O, H i Vi antigene, proizvodaca Bio-Rad i Becton Dickinson, SAD. Za konacno
utvrdivanje serovarijeteta izolati Salmonella su prosledeni u Institut za javno zdravlje Srbije
“Dr Milan Jovanovi¢ Batut”, Beograd, gde je izvrSena serotipizacija izolata uz upotrebu

antiseruma proizvedenih u IZJZ Srbije i Statens Serum Institut iz Danske.

4.2.2. Ispitivanje osetljivosti prema antimikrobnim sredstvima sojeva Salmonella

primenom disk difuzione metode

Ispitivanje osetljivosti prema antimikrobnim sredstvima sojeva Salmonella izolovanih od
gmizavaca i vodozemaca izvodeno je disk difuzionom metodom prema CLSI - Clinical and
Laboratory Standards Institute MO02-A11 standardu, a interpretacija dobijenih rezultata
vrSena je prema referentnom dokumentu Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI

M100-S24.

Tokom izvodenja disk difuzione metode koris¢en je Mueller Hinton agar i sledeci
antibiogram diskovi: ampicilin (10 pg), cefotaksim (30ug), hloramfenikol (30ug),
ciprofloksacin (5ug), gentamicin (10ug), nalidiksinska kiselina (30ug), tetraciklini (30ug) i
trimetoprim sa sulfametoksazolom (1.25+23.75ug), (BBL™ Sensi-Disc™ Susceptibility Test

Discs, Becton Dickinson, SAD).

Plode su inkubirane 24 h na temperaturi od 37°C u aerobnim uslovima u termostatu
(Sutjeska, Beograd, Srbija). Rezultati su dobijeni merenjem precnika zona inhibicije a

interpretativne kategorije su odredene prema relevantnom standardu (CLSI M100, 2014).

4.2.3. Ispitivanje osetljivosti prema antimikrobnim sredstvima sojeva Salmonella

utvrdivanjem inhibitorne koncentracije primenom mikrodilucione metode u bujonu

Za ispitivanje osetljivosti prema antimikrobnim sredstvima sojeva Sa/lmonella izolovanih od
gmizavaca i vodozemaca koris¢ena je mikrodiluciona metoda u bujonu prema standardu
MO07-A9 (CLSI, 2012). U sterilne mikrotitracione plo¢e sa 96 bunarciéa (Spektar Cacak, Srbija)
uliveno je po 100ul Mueller Hinton bujona, izuzev prve kolone. Antibiotici su rastvoreni
odgovaraju¢im rastvaratima prema standardu CLSI (CLSI, 2014) i pripremljeni za rad
razblazivanjem do koncentracije od 64 pg/ml u Mueller Hinton Il bujonu, sa izuzetkom

sulfametoksazola Cija je koncentracija iznosila 1188 ug/ml. Mikrotitracione ploce su konacno
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pripremljene za rad dodavanjem po 100 pl rastvora aktivne supstance i u prvu i drugu
kolonu i dvostrukim razblaZivanjem u preostale kolone. Koncentracija antibiotika se kretala
u 12 bazenci¢a mikrotitracione plo¢e od 64 ug/ml do 0,03 ug/ml, izuzev kombinacije

sulfametoksazola i trimetoprima kod kojih je iznosila od 1188 pug/ml /64 ug/ml do 0,58
ug/ml/ 0,03 pg/ml.

Bakterijski inokulum je dobijen prema standardu M7-A7 (CLSI, 2006) suspendovanjem
kolonija sa &vrste podloge u sterilni fiziolodki rastvor do koncentracije 1-2 x 10® bakterija/ml
(McFarland 0,5) i razblazivanjem 1:10 do 1-2 x 10’ bakterija/ml. Po 5 pl inokuluma zasejano
je u svaki bazenti¢, §to daje finalnu koncentraciju od 4-5 x 10° bakterija/ml, tj. 4-5 x 10*
bakterija/bazencicu. Plofe su inkubirane 24 h na temperaturi od 37 °C pri aerobnim

uslovima u termostatu (Sutjeska, Beograd, Srbija). Minimalna inhibitorna koncentracija

(MIC) predstavlja najnizu koncentraciju pri kojoj nije bilo vidljivog porasta bakterija.

4.2.4. Ispitivanje pojava mutacija odnosno prisustva gena rezistencije kod

rezistentnih sojeva Salmonella

U slucaju pojave rezistencije prema antimikrobnim sredstvima, ispitace se prisustvo
mutacija odnosno odredenih gena rezistencije. Tako na primer u slu¢aju pojave rezistencije
prema fluorohinolonima ispitade se pojava mutacija na topoizomerazi gyrA i parC odnosno
prisustvo gena rezistencije gnrA, qnrB, qnrD, gnrS, aac(6=)-Ib-cr ili gepA koji se mogu stedi
odnosno preneti plazmidima. Primenom PCR tehnike i sekvenciranja genoma prema
metodama opisanim u radu Skova i saradnika iz 2015. godine mozZe se utvrditi pojava

mutacija odnosno prisustvo gena rezistencije i to upotrebom sledeéih prajmera:

CTATGCGATGTCAGAGCTGG i TAACAGCAGCTCGGCGTATT za parC

-  ATGAGCGACCTTGCGAGAGAAATTACACCG i TTCCATCAGCCCTTCAATGCTGATGTCTTC
za gyrA

- GGATGCCAGTTTCGAGGA i TGCCAGGCACAGATCTTG za gnrA,

-  GGMATHGAAATTCGCCACTG i TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA za gnrB

-  CGAGATCAATTTACGGGGAATA i AACAAGCTGAAGCGCCTG za gnrD

- TCGACGTGCTAACTTGCG i GATCTAAACCGTCGAGTTCGG za gnrS

-  TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA i CTCGAATGCCTGGCGTGTTT za aac(6=)-1b-cr

38



- TGGTCTACGCCATGGACCTCA i TGAATTCGGACACCGTCTCCG za gepA.

4.2.5. Statisticka obrada podataka

U analizi dobijenih rezultata koriS¢ene su deskriptivne i analiticke statisticke metode. Od
deskriptivnih statistickih metoda koris¢eni su apsolutni i relativni brojevi (%), a ovi
pokazatelji su omogudili opisivanje dobijenih rezultata i njihovo tumacenje. Dalja statisticka
analiza odvijala se u zavisnosti da li su analizirani podaci normalno distribuirani ili ne.
Testiranje na normalnost izvedeno je pomocu Kolmogorov-Smirnov testa, a zatim su
primenjivani y” test i Kappa statisti¢ka analiza. Signifikantnost razlika ustanovljena je na
nivou znacajnosti od 5%. Statisticka obrada podataka izvodena je primenom softverskog

paketa Statistica verzija 8.0 i GraphPad Prism verzija 5.0.

39



5.

REZULTATI

U periodu od aprila 2012. do aprila 2016. godine uzeti su uzorci od ukupno 317 gmizavaca i

vodozemaca, od 42 razlicite vrste Zivotinja. Uzorci su uzeti od 16 vodozemaca, 152 kornjace,

76 gustera i 73 zmije, od koji su 73 jedinke poticale iz prirode, 156 jedinki iz zooloskog vrta i

88 jedinki drzanih kao kuéni ljubimci. U tabeli broj 3. prikazanu su prikupljeni uzorci.

Tabela broj 3. Prikupljeni uzorci gmizavaca i vodozemaca

R.B. | Vrsta Zivotinje Lokalizacija Broj Vrsta i broj uzoraka
jedinki jedinki
1. Velika zelena zaba Slobodna u 8 - Cela Zivotinja — punoglavac —
Pelophylax ridibundus prirodi 4 uzorka
- Kloakalni bris — 4 uzorka
- Bris koZe - 4 uzorka
- Orofaringealni bris -2 uzorka
2. Sumska krastava Zaba Slobodna u 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Bufo bufo prirodi - Bris koze -1 uzorak
- Orofaringealni bris -1 uzorak
3. Zutotrba ognjena Zaba Slobodna u 2 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Bambina variegata prirodi - Bris koze -1 uzorak
- Orofaringealni bris -1 uzorak
4, Zelena krastaca Slobodna u 2 - Kloakalni bris — 2 uzorka
Bufo (Pseudolepidae) viridis prirodi - Orofaringealni bris -2 uzorka
5. Zaba travnjaca Slobodna u 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Ranna temporaria prirodi - Bris koze -1 uzorak
Orofaringealni bris -1 uzorak
6. Sareni dazdevnjak Slobodna u 2 - Cela Zivotinja — punoglavac —
Salamandra salamandra prirodi 2 uzorka
7. Sumska kornjaca Slobodna u 25 - Kloakalni bris — 20 uzoraka
Testudo hermanii prirodi - Orofaringealni bris -6
uzoraka
- Feces — 5 uzoraka
8. Sumski guster Slobodna u 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Darevskia praticola prirodi - Orofaringealni bris -1 uzorak
9. Kratkonogi guster Slobodna u 2 - Kloakalni bris — 2 uzorka
Ablepharus kitaibelii prirodi
10. Slepié guster Slobodna u 2 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Anguis fragilis prirodi - Orofaringealni bris -1 uzorak
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- Feces — 1 uzorak

11. Zidni guster Slobodna u 1 - Orofaringealni bris -1 uzorak
Podarcis muralis prirodi - Feces — 1 uzorak
12. Zelembac guster Slobodna u 5 - Kloakalni bris — 4 uzorka
Lacerta viridis prirodi - Orofaringealni bris — 5
uzoraka
13. Smuk Slobodna u 3 - Kloakalni bris — 3 uzorka
Zamenis longissimus prirodi - Orofaringealni bris -1 uzorak
- Feces — 1 uzorak
14. Ribarica Slobodna u 6 - Kloakalni bris — 5 uzoraka
Natrix tessellata prirodi - Orofaringealni bris — 6
uzoraka
- Feces — 1 uzorak
15. Belouska Slobodna u 1 - Orofaringealni bris -1 uzorak
Natrix natrix prirodi - Feces — 1 uzorak
16. Poskok Slobodna u 11 - Kloakalni bris — 11 uzoraka
Vipera ammodytes prirodi - Orofaringealni bris — 11
uzoraka
17. Loptasti — kraljevski piton Zooloski vrt 6 - Kloakalni bris — 5 uzoraka
Python regius - Feces — 3 uzorka
18. Kukuruzni smuk Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Pantherophis guttatus
19. Brazilska dugina boa Zooloski vrt 3 - Kloakalni bris — 3 uzorka
Epicrates cenchria cenchria
20. Iguana Zooloski vrt 11 - Kloakalni bris — 8 uzoraka
Iguana iguana - Feces — 3 uzorka
21. Jemenski kameleon Zooloski vrt 2 - Kloakalni bris — 2 uzorka
Chamaeleo calyptratus
22. Crvenouha kornjaca Zooloski vrt 17 - Kloakalni bris — 17 uzoraka
Trachemys scripta elegans
23. Sumska kornjaca Zooloski vrt 27 - Kloakalni bris — 27 uzoraka
Testudo hermanni
24. Barska kornjaca Zooloski vrt 64 - Kloakalni bris — 64 uzoraka
Emys orbicularis
25. | Leopard zvezdasta kornjaca Zooloski vrt 4 - Kloakalni bris — 4 uzorka
Geochelone elegans - Feces — 1 uzorak
26. Bradata agama Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Pogona vitticeps
27. Varan Zooloski vrt 1 - Feces — 1 uzorak
Varanus komodoensis
28. Burmanski piton Zooloski vrt 1 - Feces — 1 uzorak
Python bivittatus
29. Boa Zooloski vrt 3 - Kloakalni bris — 3 uzorka

Boa constrictor

- Feces — 3 uzorka
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30. Cuvierov patuljasti kajman Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Paleosuchus palpebrosus

31. Kalifornijska kraljevska zmija | Zooloski vrt 2 - Kloakalni bris — 2 uzorka
Lampropeltis getula
californiae

32. Kolumbijska dugina boa Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Epicrates cenchria maurus

33. Bull — goveda zmija Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Pituophis catenifer sayi

34, Leopard gekon Zooloski vrt 1 - Feces — 1 uzorak
Eublepharis macularius

35. Sudanski oklopni plocasti Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
guster Gerrhosaurus major - Feces — 1 uzorak

36. | Zutouha kornjaca Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Trachemys scripta scripta

37. Africka kornjaca Zooloski vrt 2 - Kloakalni bris — 2 uzorka
Geochelone pardalis - Feces — 1 uzorak

38. Grcka kornjaca Zooloski vrt 1 - Kloakalni bris — 1 uzorak
Testudo graeca

39. Marginata kornjaca Zooloski vrt 4 - Kloakalni bris — 4 uzorka
Testudo marginata

40. Bradata agama Kuéni ljubimci 10 - Feces — 9 uzoraka
Pogona vitticeps - Kloakalni bris — 1 uzorak

41. Loptasti — kraljevski piton Kuéni ljubimci 19 - Feces — 16 uzoraka
Python regius - Kloakalni bris — 3 uzorka

42. Mlecna zmija Kuéni ljubimci 5 - Feces — 5 uzoraka
Lampropeltis triangulum

43, Mandarinska zmija Kuéni ljubimci 1 - Feces — 1 uzorak
Euprepiophis mandarinus

44, Kukuruzni smuk Kuéni ljubimci 4 - Feces —4 uzorka
Pantherophis guttatus

45, Gecko — guster sa debelim Kuéni ljubimci 7 - Feces — 6 uzoraka
repom - Kloakalni bris — 1 uzorak
Hemitheconyx caudicinctus

46. Leopard gekon Kuéni ljubimci 30 - Feces — 27 uzoraka
Eublepharis macularius - Kloakalni bris — 3 uzorka

47. Hognose zmija Kuéni ljubimci 3 - Feces — 3 uzorka
Heterodon nasicus

48. Boa Kuéni ljubimci 2 - Kloakalni bris — 2 uzorka
Boa constrictor

49. Crvenouha kornjaca Kuéni ljubimci 7 - Kloakalni bris — 7 uzoraka

Trachemys scripta elegans
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Uzimanje uzoraka je prikazano na sledec¢im fotografijama.

Slika broj 1. Uzimanja kloakalnog brisa pitona  Slika broj 2. Uzimanja kloakalnog brisa boe

Slika broj 3. Uzimanja kloakalnog brisa iguane

Slika broj 4. Uzimanja kloakalnog brisa kameleona
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Slika broj 5. Uzimanja kloakalnog brisa Sumske kornjace

Slika broj 6. Uzimanje kloakalnog brisa crvenouhe kornjace

Slika broj 7. Uzimanja kloakalnog brisa barske kornjace

#5
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Prilikom izolacije i identifikacije sojeva salmonela kod gmizavaca i vodozemaca primenjivana
je horizontalna metoda za otkrivanje Salmonella spp. uz upotrebu propisanih hranljivih
podloga puferizovane peptonske vode, Rapapport Vasiliadis bujona, modifikovanog
polute¢nog Rapapport Vasiliadis agara, ksiloza lizin dezoksiholat (XLD) agara, MacConkey

agara, Hektoen enteric agara i hromogene podloge chromID™ Salmonella Agar (SM2).

Identifikacija roda, vrsta i podvrsta Salmonella je vrSena primenom prethodno navedenih
konvencionalnih biohemijskih reakcija, primenom test BBL™ Crystal™ Enteric/Nonfermenter
ID Kit Becton Dickinson kao i dodatno 25 izolata primenom aparata Vitek MS (bioMerieux,
Marcy I'Etoile, Francuska) koji se zasniva na MALDI-TOF MS tehnologiji. MALDI-TOF masena

spektrometrija je izvrSena u Gradskom zavodu za javno zdravlje Beograd.

Tokom 2012. i 2013. godine prilikom uzimanja uzoraka kod veéeg broja gmizavaca i
vodozemaca slobodnih u prirodi uzimani su istovremeno kloakalni i orofaringealni brisevi
odnosno orofaringealni bris i feces. Ukupno je paraleno uzeto 38 kloakalnih i orofaringealnih
briseva odnosno 4 orofaringealna brisa i fecesa koji su zatim u laboratoriji ispitani kao

posebni uzorci.

Iz paraleno ispitanih 38 kloakalnih i orofaringealnih briseva izolovano je ukupno 13 sojeva
Salmonella enterica i to 2 iz oba brisa, 10 samo iz kloakalnog i 1 iz orofaringealnog, Sto je i

prikazano u tabeli broj 5.

Tabela broj 4. Rezultati pozitivnih i negativnih izolacija Salmonella enterica iz paralelnih

kloakalnih i orofaringealnih briseva gmizavaca i vodozemaca

Orofaringealni brisevi
Pozitivna Negativna Ukupno
Izolacija izolacija
Kloakalni Pozitivna izolacija | 2 10 12
brisevi
Negativna izolacija | 1 25 26
Ukupno 3 35 38
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Primenom Kappa statisticke analize utvrdeno je da nema podudarnosti dobijenih rezultata

izolacije Salmonella enterica iz paralelnih kloakalnih i orofaringealnih briseva gmizavaca i

vodozemaca, a vrednost Kappa je iznosila k=0,16.

Iz 4 orofaringealna brisa i fecesa paraleno ispitanih izolovan je 1 soj Salmonella enterica iz

uzorka fecesa.

Pocetkom 2016. godine paralelno je uzorkovano i ispitano 20 kloakalnih briseva i fecesa od

gmizavaca — zmija, gustera i kornjaca, od kojih je ukupno izolovano 5 sojeva Salmonella

enterica, i to 2 soja i iz kloakalnih briseva i fecesa, a 3 soja samo iz fecesa, sto je i prikazano u

tabeli broj 6.

Tabela broj 5. Rezultati pozitivnih i negativnih izolacija Salmonella enterica iz paralelnih

kloakalnih briseva i fecesa gmizavaca

Feces
Pozitivna Negativna Ukupno
Izolacija izolacija
Kloakalni Pozitivna izolacija | 2 0 2
brisevi
Negativna izolacija | 3 15 18
Ukupno 5 15 20

Primenom Kappa statisticke analize utvrdena je slaba podudarnost dobijenih rezultata

izolacije Salmonella enterica iz paralelnih kloakalnih briseva i fecesa gmizavaca, a Kappa

vrednost je iznosila k=0,5.

46




Slika broj 8 . Izgled izolovanih sojeva na deferencijalnim i hromogenoj podlozi

- Salmonella ID SM2, MacConkey Agar, XLD agar, Hektoen enteric agar
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Slika broj 10. i Slika broj 11. Izgled kolonija na XLD agaru i Salmonella SM2 ID agaru
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Slika broj 13. lzgled Salmonella spp. i Enterobacter cloacae test BBL™ Crystal™
Enteric/Nonfermenter ID Kit Becton Dickinson

MALDI-TOF masenom spektrometrijom upotrebom Vitek MS aparata u Gradskom zavodu za
javno zdravlje Beograd ispitana su 25 prethodno biohemijski identifikovana izolata

Salmonella spp. i identifikovano je:

- 17 izolata kao Salmonella group sa verovatno¢om od 99%,

- 5izolata kao Salmonella enterica ssp. diarizonae ili Salmonella enterica ssp. arizonae
sa verovatno¢om od 50%,

- 1 izolat kao Salmonella group, Salmonella enterica ssp. diarizonae ili Salmonella
enterica ssp. arizonae sa verovatno¢om od 33,3%,

- 1 izolat kao Salmonella group, Salmonella enterica ssp. diarizonae, Salmonella
enterica ssp. arizonae ili Citrobacter koseri sa verovatno¢om od 25%,

- 1lizolat kao Salmonella enterica ssp. diarizonae, Salmonella enterica ssp. arizonae,

Lactococcus raffinolactis ili Serratia fonticola sa verovatno¢om od 20,3%.
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Izvodenjem dodatnih biohemijskih reakcija i upotrebom antiseruma u Referentnoj
laboratoriji za Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae i Yersinia enterocolitica u Institutu za
javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovi¢ Batut” u Beogradu determinisano je kao odredeni
serovarijetet Salmonella enterica subsp. enterica 16 izolata od 17 izolata Salmonella group
prema MALDI-TOF MS analizi, i kao odredeni serovarijetet Salmonella enterica ssp
diarizonae 8 izolata koji su prema MALDI-TOF MS rezultatima najverovatnije bili Salmonella
enterica ssp diarizonae ili Salmonella enterica ssp arizonae. Jedan izolat koji je prema
rezultatima konvencionalnih biohemijskih reakcija, BBL™ Crystal™ Enteric/Nonfermenter ID
kita i MALDI-TOF MS analize potvrden kao Salmonella spp. u Referentnoj laboratoriji za
Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae i Yersinia enterocolitica je upotrebom komercijalnog
API® 20E bioMérieux kita identifikovan kao Citrobacter youngae sa 99,6% verovatnode.
Primenom MALDI-TOF masene spektrometrije ukupno je ispitano 40 izolata iz familije
Enterobacteriacea, i to 25 suspektnih Salmonella i 15 Citrobacter sojeva (C. braaki, C.

youngae, C. freundi), a u tabeli broj 6 prikazani su rezultati.

Tabela 6. Rezultati dobijeni MALDI-TOF MS i biohemijskom identifikacijom i serotipizacijom

Salmonella.

Biohemijska identifikacija i upotreba antiseruma
Pozitivna Negativna Ukupno
identifikacija Identifikacija
Pozitivna 24 1 25
MADFI-TOF | identifikacija
MS
Negativna 0 15 15
identifikacija
Ukupno 24 16 40
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Primenom Kappa statisticke analize utvrdena je izuzetno visoka podudarnost dobijenih
rezultata identifikacije Salmonella spp. primenom MALDI-TOF MS i rezultata dobijenih
biohemijskom identifikacijom i upotrebom antiseruma, a vrednost Kappa je iznosila k=0,947,

osnosno sa 95% intervalom pouzdanosti izmedu 0.846-1.000.

U okviru istrazivanja ispitivani su uzorci poreklom od 317 gmizavaca i vodozemaca i
prisustvo Salmonella spp. je ustanovljeno kod 57 jedinki odnosno kod 17,98%. Kod 16
vodozemaca obuhvadenih ispitivanjem velike zelene Zabe (Pelophylax ridibundus), Sumske
krastave Zabe (Bufo bufo), Zutotrbe ognjene Zabe (Bambina variegata), zelene krastace
(Bufo viridis), Sarenog dazdevnjaka (Salamandra salamandra) nije ustanovljeno prisustvo

Salmonella spp.

Od ukupno ispitanog 301 gmizavca, izolovano i identifikovano je 57 sojeva Salmonella spp.,
odnosno od 18,93% jedinki obuhvaéenih istrazivanjem. Od 57 izolata Salmonella spp., 24 su
poticala od kornjaca, 14 od gustera i 19 od zmija. Kako je ukupno istrazivanjem obuhvaéeno
152 kornjace, 76 gustera i 73 zmije, kod 15,79%, 18,42% i 26,03% jedinki ustanovljeno je

prisustvo Salmonella spp, Sto je i prikazano na grafikonu broj 1.

Grafikon broj 1. Prevalencija Salmonella kod ispitanih gmizavaca i vodozemaca

Prevalencija Salmonella spp %
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Od 24 soja Salmonella koji su izolovani od 152 kornjace, 8 je poticalo od jedinki slobodnih u
prirodi, 12 iz zooloSkog vrta i 4 od kucnih ljubimaca, a time je prevalencija u odnosu na
ukupan broj ispitanih kornjaca po prirodi stanista i drzanja (25 u prirodi, 120 iz zooloskog

vrta i 7 kuénih ljubimaca) iznosila 32%, 10% i 57,14%.

Od 14 sojeva Salmonella izolovanih od 76 gustera, 1 je poticao od jedinke slobodne u
prirodi, 3 iz zooloSkog vrta i 10 od ku¢nih ljubimaca, a time je prevelencija u odnosu na
ukupan broj ispitanih gustera po prirodi stanista i drZanja (11 u prirodi, 18 iz zooloskog vrta i

47 ku¢nih ljubimaca) iznosila 9,09%, 16,67 % i 21,27%.

0Od 19 sojeva Salmonella izolovanih od 73 zmije, 10 je poticalo od jedinki slobodnih u prirodi,
4 iz zooloSkog vrta i 5 od kuénih ljubimaca, a time je prevelencija u odnosu na ukupan broj
ispitanih zmija po prirodi staniSta i drzanja (21 u prirodi, 18 iz zooloSkog vrta i 34 ku¢nih

ljubimaca) iznosila 47,62%, 22,22% i 14,71%.

Statistickom analizom utvrdena je statisticki znacajna razlika u rasirenosti Salmonella kod
kornja€a i zmija u zavisnosti od prirode stanista i drzanja. Kod kornjaca gajenih kao kucni
ljlubimci prisustvo Salmonella je statisticki znacCajno viSe nego kod kornjaca slobodnih u
prirodi ili drzanih u zooloSkom vrtu p=0.0002. Kod zmija u prirodi prisustvo Salmonella je
statisti¢ki znacajno viSe nego kod zmija drZanih u zooloSkom vrtu ili gajenih kao kucéni

ljubimci p=0.023708.

Prevalencija Salmonella kod gmizavaca i vodozemaca u zavisnosti da li su slobodni u prirodi,

drzani u zooloskim vrtu ili ¢uvani kao kuéni ljubimci prikazana je na grafikonu broj 2.

U zavisnosti od prirode staniSta i drzanja gmizavaca po 19 sojeva Salmonella spp. izolovano
je od 57 jedinki slobodnih u prirodi, 156 iz zooloskog vrta i 88 cuvanih kao kuéni ljubimci, a
time je prevelencija u odnosu na ukupan broj ispitanih jedinki iznosila 33,33%, 12,18% i

21,59%, kako je i prikazano na grafikonu broj 3.
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Grafikonu broj 2. Prevalencija Salmonella kod gmizavaca i vodozemaca slobodnih u prirodi, u

zooloskim vrtu ili €uvanih kao kuéni ljubimci

Prevalencija Salmonella %

60%

50%

40% M Priroda

B Zooloski vrt
30%
= Kuéni ljubimci
20%

10%

0%

Kornjace Gusteri Zmije

Grafikon broj 3. Prevalencija Salmonella spp. u zavisnosti da li su gmizavci bili slobodni u

prirodi, zooloskom vrtu ili drzani kao kuéni ljubimci
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U tabeli broj 7 prikazani su svi izolati Salmonella od gmizavaca obuhvacenim ispitivanjem.

Tabela broj 7 - Izolacija, identifikacija i serotipizacija sojeva Salmonella spp. izolovanih od

gmizavaca.
R.B. | Vrsta Zivotinja Broj Broj Vrsta, podvrsta i serovarijitet Salmonella
ispitanih | izolata | spp.
jedinki
1. Sumska kornjaca | 52 8 Salmonella enterica subspecies enterica
Testudo hermanii Salmonella Ahuza (43:k:1,5) — 2 izolata
Salmonella Eastbourne (9,12:¢,h:1,5) - 1
izolat
Salmonella Glostrup (6,8:z10:e,n,z15) — 2
izolata
Sallmonella Potsdam (6,7:l,v:e,n,z15) — 2
izolata
Salmonella Wagenia (4,12:b:e,n,z15) - 1
izolat
2. Barska kornjaca | 64 12 Salmonella enterica subspecies enterica
Emys orbicularis Salmonella Enteritidis (9,12:g,m :-) — 1 izolat
Salmonella Thompson (6,7:k:1,5) — 6 izolata
Salmonella Umbilo (28:210:e,n,x) — 5 izolata
3. Crvenouha kornjaca 21 4 Salmonella enterica subspecies enterica
Trachemys scripta elegans Salmonella Thompson (6,7:k:1,5) — 3 izolata
Salmonella Umbilo (28:210:e,n,x) — 1 izolat
4, Zelembac 3 1 Salmonella enterica subspecies enterica
Lacerta viridis Salmonella Finkenwerder (6,14:d:1,5) — 1
izolat
5. Iguana 11 2 Salmonella enterica subspecies diarizonae
lguana iguana (b 50:r:z) — 2 izolata
6. Bradata agama 11 2 Salmonella enterica subspecies enterica

Pogona vitticeps

Salmonella Ago (30:238:-) 2 izolata
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7. Leopard gekon 31 Salmonella enterica subspecies enterica
Eublepharis macularius Salmonella Ago (30:238:-) — 3 izolata
Salmonella Apapa (45:m,t: -) — 2 izolata
Salmonella Hadar (6,8:210:e,n,x) — 1 izolat
Salmonella enterica subspecies diarizonae
(b 47:-:235) . 1 izolat
8. Gecko 7 Salmonella enterica subspecies diarizonae
Hemitheconyx caudicinctus (Illb 50:r:2) - 1 izolat
9. Sudanski oklopni guster 1 Salmonella enterica subspecies diarizonae
Gerrhosaurus major (Illb 61:c:235) - 1 izolat
10. Ribarica 6 Salmonella enterica subspecies enterica
Natrix tessellata Salmonella Bispebjerg (4,5,12:a:e,n,x) - 3
izolata
11. Smuk 3 Salmonella enterica subspecies diarizonae
Zamenis longissimus (b 14:1,v:253) - 1 izolat
12. Poskok 11 Salmonella enterica subspecies diarizonae
Vipera ammodytes (Illb 17:210:e,n,215) - 2 izolata
(b 17:1,v:z) — 1 izolat
(b 50:i:z) — 1 izolat
(b (6),14:210:z) — 2 izolata
13. Boa 5 Salmonella enterica subspecies diarizonae
Boa constrictor (Illb 35:i:235) — 2 izolata
14. Kalifornijska kraljevska 2 Salmonella enterica subspecies diarizonae
zmija (Illb 18:,v:2)- 2 izolata
Lampropeltis getula
californiae
15. Piton 25 Salmonella enterica subspecies enterica
Python regius Salmonella Apapa (45:m,t:-) — 1 izolat
Salmonella Benin (9,46:y:1,7) — 2 izolata
16. Mlecna zmija 5 Salmonella enterica subspecies enterica

Lampropeltis triangulum

Salmonella Benin (9,46:y:1,7) — 2 izolata
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Na Grafikonu broj 4. prikazana je prevalencija Salmonella enterica kod odredenih vrsta
gmizavaca obuhvaéenim ispitivanjem.

Grafikon broj 4. Prevalencija Salmonella enterica kod gmizavaca po vrstama.
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Na nekoliko sledecih slika od broja 14 do broja 21 bice prikazani maseni spektri odredenih
serovarijeteta Salmonella enterica.
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Slika broj 14. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella group 99,4% kasnije serotipizovane

kao Salmonella enterica subsp enterica serovar Apapa
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Slika broj 15. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella group 99,9% kasnije serotipizovane

kao Salmonella enterica subsp enterica serovar Ago
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Slika broj 16. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella group 99,9% kasnije serotipizovana

kao Salmonella enterica subsp enterica serovar Enteritidis
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Slika broj 17. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella group 99,9% kasnije serotipizovane

kao Salmonella enterica subsp enterica serovar Hadar
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Slika broj 18. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella group 99,9% kasnije serotipizovane

kao Salmonella enterica subsp enterica serovar Thompson
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Slika broj 19. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella group 99,9% kasnije serotipizovane

kao Salmonella enterica subsp enterica serovar Umbilo
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Slika broj 20. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella group 99,9% kasnije serotipizovane

kao Salmonella enterica subsp enterica serovar Benin
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Slika broj 21. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella enterica ssp diarizonae ili
Salmonella enterica ssp arizonae sa verovatnoéom od 50% kasnije serotipizovane kao

Salmonella enterica subspecies diarizonae lllb 50:r:z
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Slika broj 22. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella enterica ssp diarizonae 20,3%,
Salmonella enterica ssp arizonae 20,3%, Lactococcus raffinolactis 20,3%, Serratia fonticola

20,3% kasnije serotipizovane kao Salmonella enterica subspecies diarizonae lllb 35:i:z235
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Slika broj 23. MALDI-TOF MS Maseni spektar Salmonella enterica ssp diarizonae ili
Salmonella enterica ssp arizonae sa verovatnoéom od 50% kasnije serotipizovane kao

Salmonella enterica subspecies diarizonae lllb 17:210:e,n,z15
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Nakon sprovedene identifikacije i serotipizacije od ukupno 57 izolovanih sojeva, utvrdeno je

prisustvo 41 soja Salmonella enterica subsp. enterica i 16 sojeva Salmonella enterica subsp.

diarizonae, $to predstavlja 71,93 % odnosno 28,07% od ukupnog broja izolata, i to:

Salmonella enterica subspecies enterica

Salmonella Ago 30:238: - —5izolata
Salmonella Ahuza 43:k:1,5 — 2 izolata
Salmonella Apapa 45:m,t : - —3izolata
Salmonella Benin 9,46:y:1,7 — 4 izolata
Salmonella Bispebjerg 4,5,12:a:e,n,x —3izolata
Salmonella Eastbourne 9,12:e,h:1,5 —1izolat
Salmonella Enteritidis 9,12:g,m:- —1izolat
Salmonella Finkenwerder 6,14:d:1,5 —1izolat
Salmonella Glostrup 6,8:210:e,n,z15 —2izolata
Salmonella Hadar 6,8:210:e,n,x —1izolat
Sallmonella Potsdam 6,7:1,v:e,n,z15 —2izolata
Salmonella Thompson 6,7:k:1,5 —9izolata
Salmonella Umbilo 28:210:e,n,x — 6 izolata
Salmonella Wagenia 4,12:b:e,n,z15 —1izolat

Salmonella enterica subspecies diarizonae

b (6),14:210:z —2izolata
b 14:1, v:z53 —2izolat
Ilb 17:210:e,n,z15 —2izolata
b 17:1,v:z — 2 izolat
b 18:l,v:z —1izolat
Illb 35:i:235 — 2 izolata
lllb 47:-:235 — 1izolat
I1lb 50:i:z —1izolat
b 50:r:z —3izolat
lllb 61:c:z35 —1izolat
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Od kornjaca izolovani su samo sojevi koji su pripadali S. enterica subsp. enterica (24 izolata),
od gustera 9 sojeva S. enterica subsp. enterica i 5 sojeva S. enterica subsp. diarizonae, i od

zmija 8 sojeva S. enterica subsp. enterica i 11 sojeva S. enterica subsp. diarizonae.

Utvrdivanjem antigenske grade izolata Salmonella enterica utvrdeno je da su pripadali 14
razli¢itih serovarijeta S. enterica subsp. enterica i 10 razliCitih serovarijeteta S. enterica

subsp. diarizonae.

Prema podacima kojima raspolazemo od ukupno utvrdena 24 serovarijeteta, po prvi put je
identifikovano u Srbiji 13 serovarijeteta i to: S. Ago, S. Apapa, S. Benin, S. Finkenwerder, S.
Wagenia, lllb 17:1,v:z, lllb 17:210:e,n,z15, llIb 18:l,v:z, lllb 47:-:z35, lllb 50:r:z, lllb 35:i:z35,
[lb 50:i:z i lllb 61:c:z35.

Za identifikovani serovarijetet lllb 17:l,v:z je potrebna potvrda u supranacionalnoj
referentnoj laboratoriji, WHO Salmonella Reference Centre Pasteur Institute Paris, jer nije

naveden u postojecoj White-Kauffmann-Le minor Semi.

Od serovarijeteta Salmonella enterica subsp. enterica izolovanih kod gmizavaca ¢esto su u
Srbiji izolovani kod ljudi S. Enteritidis, S. Thompson i S. Hadar, dok su sporadi¢no

ustanovljeni S. Glostrup, S. BispebjergiS. Potsdam.

Kada su u pitanju najéesci serovarijeteti gmizavaca kucnih ljubimaca koji se dovode u vezu sa
infekcijama ljudi, serovarijeteti poznati kao REPAS (Reptile-Exotic-Pet-Associated-
Salmonellosis), slededi su izolovani tokom ispitivanja S. Apapa, S. Eastbourne, S. Potsdam i
veéi broj Salmonella enterica subspecies diarizonae od kojih je najznadajnija prema

literaturnim podacima lllb (6),14:210:z.

Na Grafikonu broj 5 prikazan je broj izolata Salmonella enterica subspecies enterica i

Salmonella enterica subspecies diarizonae.
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Grafikon broj 5. Broj izolata Salmonella enterica subspecies enterica i Salmonella enterica

subspecies diarizonae

B Salmonella Ago
B Salmonella Ahuza
B Salmonella Apapa
B Salmonella Benin
B Salmonella Bispebjerg
H Salmonella Eastbourne
B Salmonella Enteritidis
m Salmonella Finkenwerder
m Salmonella Glostrup
M Salmonella Hadar
m Sallmonella Potsdam
m Salmonella Thompson
B Salmonella Umbilo
B Salmonella Wagenia
m b (6),14:210:z
H llIb 14:], v:z53
mllb17:210:e,n,z15
mlb17:lv:z
willb18:lv:z
mlib35:i:235

Mb47:-:235
Mlb50:i:z
©Mb50:r:z

b 61: c :235

64



Primenom disk difuzione i mikrodilucione metode utvrdena je kod svih 57 izolata Salmonella

spp. osetljivost prema svim ispitivanih antibioticima, slike broj 24. i broj 25.

Rezultati ispitivanje osetljivosti izolata Salmonella primenom disk difuzionog testa i

mikrodilucione metode u bujonu prikazani su u tabeli broj 8 i tabeli broj 9.

Slika broj 24. Ispitivanje osetljivosti Salmonella izolovanih od gmizavaca prema

antimikrobnim sredstvima primenom disk difuzionog testa
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Slika broj. 25. Ispitivanje osetljivosti izolata Salmonella prema antimikrobnim sredstvima

primenom mikrodilucione metode u bujonu
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Tabela broj 8. Ispitivanje osetljivosti izolata Salmonella prema antimikrobnim

sredstvima.primenom disk difuzione metode

cle |2 |5 |5 |88 |=|¢2

=2 |5 2 e |€8 |2 |8

a | 8 € o I 5 o & X o

€| © © < £ E 5 | T2

</ 8|5 |5 |8 |85 & |57
T O 3+ z
1 | Sumska kornjaca, NP Perdap 27 | 30 26 30 26 30 24 | 25
2 | Sumska kornja¢a, NP Perdap 30 | 30 26 30 30 30 24 | 26
3 | Sumska kornjaca, NP Perdap 27 | 30 30 30 28 30 28 | 26
4 | Sumska kornjaca, NP Derdap 24 | 30 30 30 30 30 28 | 28
5 | Sumska kornjaca, NP Derdap 27 | 30 30 30 30 30 25 | 26
6 | Sumska kornjaca, NP Perdap 28 | 30 30 30 28 30 26 | 28
7 | Sumska kornjaca, NP Perdap 26 | 30 30 30 22 30 23 | 28
8 | Sumska kornjaca, NP Perdap 30 | 30 30 30 28 30 30 | 30
9 | Zelembaé, NP Perdap 24 | 30 30 30 24 30 28 | 30
10 | Smuk, NP Berdap 30 |30 30 30 30 30 26 |30
11 | Ribarica, NP Derdap 30 | 30 30 30 30 30 30 |27
12 | Ribarica, NP berdap 28 | 30 30 30 30 30 28 | 26
13 | Ribarica, NP Derdap 25 | 30 30 30 26 30 26 | 27
14 | Poskok, Mileseve 30 |30 26 30 26 30 25 |30
15 | Poskok, Mileseve 26 | 30 30 30 30 30 28 |30
16 | Poskok, Mileseve 30 | 30 30 30 30 30 27 |26
17 | Poskok, MileSeve 27 | 30 26 30 23 30 26 | 30
18 | Poskok, Mileseve 28 | 30 30 30 28 30 30 |30
19 | Poskok, Mileseve 30 | 30 30 30 30 30 30 |30
20 | Barska kornjaca,Zoovrt 30 | 30 30 30 30 30 25 |30
21 | Barska kornjaca, Zoovrt 30 | 30 30 30 26 30 28 | 30
22 | Barska kornjaca, Zoovrt 26 | 30 26 30 25 30 24 | 27
23 | Barska kornjaca, Zoovrt 26 | 30 30 30 22 30 25 | 28
24 | Barska kornjaca, Zoovrt 26 | 30 30 30 28 28 26 | 28
25 | Barska kornjaca, Zoovrt 26 | 30 30 30 26 28 26 | 27
26 | Barska kornjaca, Zoovrt 27 | 30 26 30 30 30 24 | 29
27 | Barska kornjaca, Zoovrt 26 | 30 26 30 28 30 24 | 30
28 | Barska kornjaca, Zoovrt 24 | 30 30 30 26 30 26 | 25
29 | Barska kornjaca, Zoovrt 27 | 30 30 30 30 30 27 | 27
30 | Barska kornjaca, Zoovrt 28 | 30 23 30 30 30 28 | 27
31 | Barska kornjaca Zoovrt 28 | 28 28 30 26 30 23 | 23
32 | lguana Zoovrt 30 | 30 30 30 28 30 26 | 30
33 | lguana Zoovrt 26 | 30 30 30 23 30 25 |30
34 | Sudanski oklopni guster Zoovrt 24 | 30 30 30 24 30 25 | 30
35 | Boa Zoovrt 26 | 30 30 30 30 30 26 | 26
36 | Boa Zoovrt 30 | 30 30 30 30 30 27 |30
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37 | Kalifornijska kraljevska zmija Zoovrt | 23 | 26 30 30 30 30 26 | 30
38 | Kalifornijska kraljevska zmija Zoovrt | 25 | 30 30 30 24 30 29 |30
39 | Crvenouha kornjaca ku¢ni ljubimac | 28 | 30 23 30 30 30 28 | 27
40 | Crvenouha kornjac¢a kucni ljubimac | 28 | 30 23 30 30 30 28 | 27
41 | Crvenouha kornjaca kuéni ljubimac | 28 | 30 23 30 30 30 28 | 27
42 | Crvenouha kornjaca kuéni ljubimac | 28 | 30 23 30 30 30 28 | 27
43 | Gekon kuéni ljubimac 28 | 30 30 30 25 30 25 | 26
44 | Gekon ku¢ni ljubimac 30 | 28 30 30 30 30 25 |30
45 | Gekon ku¢ni ljubimac 27 | 30 26 30 24 30 24 | 27
46 | Gekon kuéni ljubimac 30 | 30 30 30 28 30 25 | 28
47 | Gekon ku¢ni ljubimac 24 |30 30 30 30 30 24 | 30
48 | Gekon kuéni ljubimac 23 | 27 26 30 28 30 24 | 30
49 | Gekon ku¢ni ljubimac 23 | 30 30 30 30 30 24 | 30
50 | Gecko kuéni ljubimac 25 | 28 30 30 28 30 26 | 30
51 | Bradata agama kuéni ljubimac 24 | 30 30 30 22 30 24 | 28
52 | Bradata agama kuéni ljubimac 23 | 28 28 30 30 30 23 | 30
53 | Piton ku¢ni ljubimac 28 | 30 30 30 27 30 26 | 30
54 | Piton ku¢ni ljubimac 26 | 30 30 30 30 30 26 | 28
55 | Piton kuéni ljubimac 30 | 30 30 30 30 30 26 | 26
56 | Mle¢na zmija kuéni ljubimac 26 | 28 30 30 30 30 26 |30
57 | Mle¢na zmija kuéni ljubimac 23 | 25 30 30 30 30 25 |30
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Tabela broj 9. Ispitivanje osetljivosti izolata Salmonella prema antimikrobnim

sredstvima.primenom mikrobilucione metode

c S :? % b= % g =
sl 2| 5| 2| €| €5 |%
s | B € 2 s T © ®
S O © o) c £ E b
<! 8|5 | 8| & £ 5 -
T (@] 3~
1 | Sumska kornjaca, NP Derdap 2 <0,03 | 8 <0,03 | 0,125 |2,32/0,125 |1
2 | Sumska kornjaca, NP Perdap 0,5 [<0,03 |8 <0,03 | <0,03 | <£0,58/0,03 | 1
3 | Sumska kornja¢a, NP Derdap 2 <0,03 | 4 0,06 | 0,06 |<0,58/0,03|0,5
4 | Sumska kornjaca, NP Derdap 2 <0,03 | 4 <0,03 | <0,03 | 2,32/0,125 | 0,5
5 | Sumska kornjaca, NP Derdap 1 <0,03 | 4 <0,03 | <0,03 | 2,32/0,125 | 1
6 | Sumska kornjaca, NP Derdap 1 <0,03 | 2 <0,03 | 0,06 |<0,58/0,03|0,5
7 | Sumska kornjaca, NP Perdap 2 <0,03 | 2 <0,03 |1 <0,58/0,03 |2
8 | Sumska kornjaca, NP Derdap 0,5 [<0,03 |4 <0,03 | 0,06 | 1,16/0,06 0,5
9 | Zelembaé, NP berdap 1 <0,03 | 4 <0,03 | 0,125 | £0,58/0,03 | 0,5
10 | Smuk, NP Derdap 0,5 |<0,03 |4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,5
11 | Ribarica, NP Perdap 0,5 | <003 |2 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,25
12 | Ribarica, NP Perdap 1 <0,03 | 4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,5
13 | Ribarica, NP Berdap 4 <0,03 | 4 <0,03 | 0,125 |<0,58/0,03 | 1
14 | Poskok, Mileseve 0,5 |<0,03 |8 <0,03 0,25 |<0,58/0,03|0,5
15 | Poskok, Mileseve 2 <0,03 | 4 0,06 |<0,03|1,16/0,06 |05
16 | Poskok, Mileseve 0,5 | <0,03 |4 <0,03 | 0,25 |<0,58/0,03 | 0,25
17 | Poskok, Mileseve 2 <0,03 | 8 <0,03 | 0,125 | £0,58/0,03 | 0,5
18 | Poskok, Mileseve 1 <0,03 | 4 <0,03 | 0,06 |<0,58/0,03|0,5
19 | Poskok, Mileseve 0,5 |<0,03 |4 <0,03 | <0,03 | 1,16/0,06 | 0,5
20 | Barska kornjaca,Zoovrt 0,5 [ <0,03 |4 <0,03 | <0,03 | 2,32/0,125 | 0,5
21 | Barska kornjaca, Zoovrt 0,5 | <0,03 |4 <0,03 | 0,125 | £0,58/0,03 | 0,5
22 | Barska kornjaca, Zoovrt 2 <0,03 | 8 <0,03 10,25 |<0,58/0,03 |1
23 | Barska kornjaca, Zoovrt 2 <0,03 | 4 <0,03 | 0,5 <0,58/0,03 | 0,5
24 | Barska kornjaca, Zoovrt 2 <0,03 | 2 <0,03 | 0,06 |2,32/0,125 | 0,5
25 | Barska kornjaca, Zoovrt 2 <0,03 | 4 0,06 | 0,125 | 1,16/0,06 0,5
26 | Barska kornjaca, Zoovrt 2 <0,03 | 8 <0,03 | 0,03 | £0,58/0,03 | 1
27 | Barska kornjaca, Zoovrt 2 <0,03 | 8 <0,03 | 0,06 | 1,16/0,06 0.5
28 | Barska kornjaca, Zoovrt 4 <0,03 | 4 <0,03 | 0,125 | <0,58/0,03 | 0,5
29 | Barska kornjaca, Zoovrt 2 <0,03 | 4 <0,03 | 0,03 | £0,58/0,03 | 0,25
30 | Barska kornjaca, Zoovrt 1 <0,03 | 8 <0,03 | 0,25 |<0,58/0,03|0,5
31 | Barska kornjaca Zoovrt 1 0,06 |4 <0,03 | 0,125 | £0,58/0,03 | 1
32 | lguana Zoovrt 0,5 | <0,03 |2 <0,03 | 0,06 |<0,58/0,03|0,5
33 | Iguana Zoovrt 2 <0,03 | 2 0,06 |0,125]2,32/0,125 | 0,5
34 | Sudanski oklopni guster Zoovrt 4 <0,03 | 4 <0,03 | 0,125 | 2,32/0,125 | 0,5
35 | Boa Zoovrt 2 <0,03 | 4 <0,03 | <0,03|1,16/0,06 | 0,5
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36 | Boa Zoovrt 0,5 |<0,03 |4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,25
37 | Kalifornijska kraljevska zmija Zoovrt | 4 0,25 |4 <0,03 | 0,5 <0,58/0,03 | 0,5
38 | Kalifornijska kraljevska zmija Zoovrt | 4 <0,03 | 4 0,06 |0,125|<0,58/0,03 | 0,25
39 | Crvenouha kornjaca kuéni ljubimac | 1 <0,03 | 8 <0,03 | <0,03 | 1,16 /0,06 0,5
40 | Crvenouha kornjaca ku¢éni ljubimac | 1 <0,03 | 4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,5
41 | Crvenouha kornjaca ku¢ni ljubimac | 1 <0,03 | 4 <0,03 | <0,03 | <0,58/0,03 | 0,5
42 | Crvenouha kornjaca ku¢éni ljubimac | 1 <0,03 | 8 <0,03 | <0,03 | £0,58 /0,03 | 0,05
43 | Gekon ku¢ni ljubimac 1 <0,03 | 4 <0,03 (0,25 |<0,58/0,03|0,5
44 | Gekon ku¢ni ljubimac 0,5 [0,06 |4 0,06 |<0,03|1,16/0,06 |0,5
45 | Gekon kuéni ljubimac 2 <0,03 | 8 <0,03 | 0,125 |<0,58/0,03 | 1
46 | Gekon kuéni ljubimac 0,5 | <0,03 |4 <0,03 | 0,06 |<0,58/0,03|0,5
47 | Gekon kuéni ljubimac 4 <0,03 | 4 <0,03 | 0,03 | <0,58/0,03 | 1
48 | Gekon kuéni ljubimac 4 0,125 | 8 <0,03 | 0,06 |<0,58/0,03|1
49 | Gekon kuéni ljubimac 4 <0,03 | 4 0,06 |<0,03|<0,58/0,03 |1
50 | Gecko kuéni ljubimac 4 0,06 |4 <0,03 | 0,06 |2,32/0,125 | 0,5
51 | Bradata agama kuéni ljubimac 4 <0,03 | 4 0,25 |1 <0,58/0,03 | 1
52 | Bradata agama ku¢ni ljubimac 4 0,06 |4 <0,03 | <0,03 | 1,16 /0,06 1
53 | Piton ku¢ni ljubimac 1 <0,03 | 4 0,06 | 0,06 |<0,58/0,03|0,5
54 | Piton ku¢ni ljubimac 2 <0,03 | 4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,5
55 | Piton ku¢ni ljubimac 0,5 |<0,03 |4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,5
56 | Mle¢na zmija kuéni ljubimac 4 0,125 | 4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,5
57 | Mle€na zmija kuéni ljubimac 4 0,125 | 4 <0,03 | <0,03 | £0,58/0,03 | 0,5
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6. DISKUSUJA

Prilikom uzorkovanja kod veéeg broja gmizavaca i vodozemaca uzimani su istovremeno
kloakalni i orofaringealni brisevi, odnosno kloakalni bris i feces, koji su zatim u laboratoriji
ispitani kao posebni uzorci. 1z 38 paraleno ispitanih kloakalnih i orofaringealnih briseva
izolovano je 13 sojeva Salmonella enterica i to 2 soja iz oba brisa, 10 samo iz kloakalnogi 1 iz
orofaringealnog. Tokom paralelnog ispitivanja 20 kloakalnih briseva i fecesa od gmizavaca
ukupno je izolovano 5 sojeva Salmonella enterica, i to 2 soja iz kloakalnih briseva i fecesa, a
3 soja samo iz fecesa. Primenom Kappa statisticke analize k=0,16 odnosno k=0,5 utvrdeno je
da nema podudarnosti dobijenih rezultata izolacije Salmonella enterica iz paralelnih
kloakalnih i orofaringealnih briseva gmizavaca i vodozemaca, odnosno da je slaba
podudarnost dobijenih rezultata izolacije Salmonella enterica iz paralelnih kloakalnih briseva
i fecesa gmizavaca i vodozemaca. Cinjenica da se bakterije iz roda Salmonella mnogo ¢esée
izoluju iz kloakalnih briseva nego iz briseva oralne duplje ukazuje na mnogo bolje uslove za
dugotrajnije prezivljavanje ove bakterija u ovom delu digestivnog trakta, usled postojanja
adekvatne temperature, vlage, pH vrednosti i hranljivog supstrata, za razliku od oralne
duplje gde nema odgovarajuéeg hranljivog supstrata, a postoji i jaca reakcija imuniteta i
baktericidnog dejstva pljuvacke. Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se preporuditi
uzimanje fecesa i kloakalnih briseva kao pogodnijeg materijala od orofaringealnih briseva za

utvrdivanje prisustva salmonela kod gmizavaca i vodozemaca.

Dobijeni rezulati su u skladu sa rezultatima Ajayi i saradnika koji su uzimali paralelne
kloakalne i orofaringealne briseve od gustera Agama agama i izolovali Salmonella enterica

dvostruko vise iz kloakalnih u odnosu na orofaringealne briseve (Ajayi i sar. 2015).

Prisustvo Salmonella kod gmizavaca i vodozemaca poprilicno je teSko otkriti, jer se putem
fecesa ove bakterije izluCuju intermitentno, i to ¢esto pod uticajem stresa. Prema DuPonte i
saradnicima, odnosno Burnham i saradnicima, prevalencija salmonela kod gmizavaca i
vodozemaca koja se utvrdi u samim ispitivanjima je daleko ispod prave prevalencije, usled
postojanja velikog broja hroni¢no inficiranih jedinki koje samo povremeno izlucuju
salmonele iz organizma (DuPonte i sar. 1978; Burnham i sar. 1998). Tako je Readel sa

saradnicima 2006. godine utvrdila prisustvo Salmonella u znacajno visem procentu u

71



uzorcima sastruganog sadrzaja creva crvenouhih kornjac¢a u odnosu na feces datih Zivotinja,
$to je autore navelo da zakljuce da kornjace kao i vecina drugih gmizavaca samo povremeno

izlu€uju Salmonella putem fecesa iz organizma.

| visina temperature koja se primenjuje tokom izolacije Salmonella spp. uti¢e na uspesnost
detekcije ove bakterije u ispitivanom materijalu. U veéini radova temperatura prilikom faze
predobogacivanja, obogacivanja i rasta na diferencijalnim i selektivnim podlogama iznosila
je izmedu 37°Ci 43 °C (Van Schothorst i sar. 1977; Middleton 2008). S jedne strane Harvey i
Price odnosno Van Schothorst i saradnici naglasavaju da poviSenje temperature doprinosi
znacajno uspesnijoj izolaciji Salmonella iz uzoraka hrane i fecesa, a s druge strane Carlson i
Snoeyenbos su izneli misljenje da odredeni serovarijeteti Salmonella spp. nisu sposobni da
se razmnozavaju na 43 °C (Harvey i Price 1968; Carlson i Snoeyenbos 1972; Van Schothorst i
sar. 1977). Tokom ispitivanja, sama izolacija i identifikacija salmonela izvodena je u skladu sa
zahtevima standardne metode SRPS EN ISO 6579:2008, i to na temperaturi od 37°C + 1 °C u
fazi predobogadivanja i prilikom izolacije na diferencijalnim i selektivnim podlogama,
odnosno od 41,5 °C + 1 °C tokom faze obogacivanja. Imajudi u vidu telesnu temperaturu
gmizavaca koja iznosi izmedu 18 °C i 32 °C, a i u skladu sa midljenjem drugih autora, u
buduéim ispitivanjima vrSicemo poredenje standardne sa modifikovanom standardnom

metodom u pogledu tempereture, kao i trajanja pojednih faza tokom postupka izolacije.

Prilikom paralelnog kultivisanja Salmonella suspektnih kolonija na hromogenoj i
diferencijalnim podlogama Salmonella ID SM2, MacConkey Agar, XLD agar, Hektoen enteric
agar najmanje lazno pozitivnih kolonija smo uodili kod Salmonella ID SM2 podloge, zatim
kod XLD agara i Hektoen enteric agara, i na kraju kod MacConkey Agara. To je posebno
znacajno kod odredenih H,S pozitivnih vrsta, na primer Citrobacter freundii, sto dodatno

otezava identifikaciju Salmonella.

Primenom Kappa statisticke analize utvrdena je izuzetno visoka podudarnost dobijenih
rezultata identifikacije Salmonella spp. primenom MALDI-TOF MS i rezultata biohemijske
identifikacije i serotipizacije Salmonella. Kappa vrednost iznosila je k=0,947, Sto upuduje na
zaklju¢ak da MALDI-TOF masena spektrometrija u determinaciji roda i vrste Salmonella
moze uspesSno zameniti identifikaciju koja se zasniva na ispitivanju fiziolosko-biohemijskih

osobina bakterija. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora. Ralf
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Dieckmann i Burkhard Malorny su 2011. godine izvrsili ispitivanje potencijalne upotrebe
MALDI-TOF masene spektrometrije za brzo skeniranje i identifikaciju epidemioloski
znacajnih serovarijeteta Salmonella enterica subsp. enterica ukljucujuéi S. Enteritidis, S.
Typhimurium 4,[5],12:i:-, S. Virchow, S. Infantis, S. Hadar, S. Choleraesuis, S. Heidelberg i S.
Gallinarum. Upotrebom bioinformatic¢kog pristupa, varijacije u sekvencama koje doprinose
razli¢itoj jednoj ili viSe aminokiselina u proteinu, doprinosi inkluzivnosti i ekskluzivnosti
specificnog prepoznavanja najvaznijih serovarijeteta Salmonella. Autori su zakljucili da se
MALDI-TOF masena spektrometrija moZe primeniti kao brza screening metoda u
identifikaciji epidemioloski najznacajnijih serovarijeteta, i da se njenom primenom moze
znacajno redukovati broj izolata cija se konfirmacija postavlja konvencionalnom

serotipizacijom.

Kuhns i saradnici su 2012. godine povrdili moguc¢nost primene MALDI-TOF masene
spektrometrije u odredivanju serovarijeteta Salmonella enterica ukljucujuéi i S. Typhi, ali su i
istakli neophodnost postojanja detaljne baze masenih spektara koji bi obezbedivali preciznu
identifikaciju, Sto nije bio slucaj sa koris¢enom komercijalnom Biotyper bazom podataka,
koja u odredenim slucajevima nije mogla precizno da utvrdi serovarijetet. Sa sli¢nim
problemom suodili smo se prilikom koris¢enja nama dostupnog MYLA® software2 programa,
kada nismo mogli da pored vrste i najverovatnije podvrste da blize odredimo serovarijetet
ispitivanog izolata. Deng i saradnici su 2014. godine objavili rad u kome su uporedili
rezultate identifikacije upotrebom MALDI-TOF MS i BLAST analize sekvenci PCR amplifikata i
zakljucili da je analiza sekvenci genoma zlatni standard identifikacije i klasifikacije bakterija,
a da je Vitek 2 sistem jednostavan, brz, pouzdan i jeftin metod identifikacije
enteropatogena, mada su istakli da nije moguca preciznija determinacija Salmonella vec

samo njenog roda.

U uzorcima od 317 gmizavaca i vodozemaca, poreklom od 42 razli¢ite vrste Zivotinja,
ustanovljeno je prisustvo Salmonella spp. kod 16 razli¢itih vrsta gmizavaca i ukupno kod 57
jedinki, odnosno kod 17,98% ispitanih Zivotinja. Kod uzoraka obuhvadenih istrazivanjem
utvrdeno je prisustvo samo vrste Salmonella enterica, a ne i vrste Salmonella bongori. Od
podvrsta Salmonella enterica potvrdeno je prisustvo samo dve podvrste S. enterica subsp.

enterica (subspecies 1) i S. enterica subsp. diarizonae (subspecies llIb) .
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Tokom ispitivanja nije dokazano prisustvo salmonela koje spadaju u preostale Cetri podvrste
Salmonella enterica: S. enterica subsp. salamae (subspecies Il), S. enterica subsp. arizonae
(subspecies llla), S. enterica subsp. houtenae (subspecies IV) i S. enterica subsp. indica (ili

subspecies VI).

Dobijeni rezultati su ocekivani i podudaraju se sa rezultatima drugih autora, kod kojih su svi
izolati poreklom od gmizavaca pripadali vrsti Salmonella enterica, a ogromna vecina
podvrstama S. enterica subsp. enterica (subspecies |) i S. enterica subsp. diarizonae
(subspecies lllb). Tako je Clancy sa saradnicima izolovao i identifikovao 175 izolata od
gmizavaca, svi izolati su pripadali vrsti Salmonella enterica i to najceSce podvrstama
enterica (45%) i diarizonae (24%). | Romero i saradnici su ustanovili slicnu zastupljenost
odredenih podvrsta Salmonella enterica u svom ispitivanju 75 zdravih gmizavaca, a
dominantno prisutna podvrsta je bila S. enterica subsp. enterica (63.6%), a zatim S. enterica
subsp. diarizonae (31.8%) i S. enterica subsp. arizonae (4.5%). Briones i saradnici su kod 166
ispitanih gmizavaca i vodozemaca ustanovili prisustvo salmonela kod 41,5% jedinki, a najveci
broj izolata predstavljala je S. enterica subsp. enterica (50%), zatim S. enterica subsp.
diarizonae (29,2%), S. enterica subsp. salamae (12,5%) i na kraju Salmonella enterica subsp.
arizonae (8,3%). Geue i Loschner su ustanovili prisustvo salmonela u fecesu 86 od 159
ispitanih gmizavaca (54,1%). Svi izolati su pripadali vrsti Salmonella enterica i to podvrsti | -
enterica (n=46) i lllb - diarizonae (n=30), ali i podvrsti Il salamae (n=3), llla arizonae (n=6) i IV

houtenae (n=2) (Geue i Loschner, 2002).

U nasem ispitivanju od kornjaca izolovani su samo sojevi koji su pripadali S. enterica subsp.
enterica (24 izolata — 100% od svih izolovanih sojeva), od gustera 10 sojeva S. enterica
subsp. enterica (64,29%) i 4 soja S. enterica subsp. diarizonae (35,71%), i od zmija 8 sojeva S.

enterica subsp. enterica (42,11%) i 11 sojeva S. enterica subsp. diarizonae (57,89%).

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora, koji su ustanovili visu
prevalenciju S. enterica subsp. diarizonae kod zmija u odnosu na kornjace i gustere. Tako su
Schellings i saradnici izolovali od gmizavaca salmonele koje su pripadale najéesce
podvrstama S. enterica subsp. diarizonae i S. enterica subsp. enterica (Schellings i sar. 2011).
Kod zmija je 69% izolata salmonela pripadalo S. enterica subsp. diarizonae a 26% S. enterica

subsp. enterica, a kod gustera su podjednako bili zastupljeni sojevi ove dve podvrste S.
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enterica. | Kuroki sa saradnicima je utvrdio kod 41,1% ispitanih zmija slobodnih u prirodi
prisustvo Salmonella enterica subsp. diarizonae (Kuroki i sar. 2013). Pored navedene
podvrste, kod zmija obuhvaéenih istrazivanjem ustanovljeno je prisustvo samo josS jedne

podvrste Salmonella enterica subsp. enterica i to kod 12,6 % jedinki.

Kod ispitanih vodozemaca nije ustanovljeno prisustvo bakterija iz roda Salmonella, i to je u
potpunom skladu sa najveéim brojem radova drugih autora u svetu. Tako je Pfleger sa
saradnicima zaklju¢io 2003. godine da je pojava bakterija iz roda Salmonella kod
vodozemaca veoma retka, a Briones godinu dana kasnije da je ¢ak u potpunosti odsutna
(Pfleger i sar. 2003; Briones i sar. 2004). Ipak ne treba u potpunosti iskljuciti rizik od infekcije
ljudi i Zivotinja od vodozemaca. Postoje i radovi koji ukazuje na mogucu infekciju ljudi
salmonelama poreklom od vodozemaca, pa c¢ak i pojave epidemija koje su posledica

kontakta ljudi sa ovim Zivotinjama (Srikantiah i sar. 2004; Mermin i sar. 2004).

Kao Sto je vec predstavljeno u rezultatima od ukupno ispitanog 301 gmizavca Salmonella
enterica je izolovana od 57 jedinki, odnosno 18,93%. Iz ovde iznetih podataka, jasno je da su
bakterije iz roda Salmonella, realativho c¢esto prisutne u populaciji raznih vrsta gmizavaca
(zmije, gusteri, kornjace), i da po pravilu ne dovode klinicki manifestnih infekcija, Sto je
takode u potpunosti u skladu sa nama dostupnim naucnim podacima koji tretiraju istu

problematiku.

Salmonella enterica je izolovana kod 24 od 152 ispitivane kornjace, 14 od 76 ispitivanih
gustera i 19 od 73 ispitivane zmije, a time je prevalencija iznosila 15,79%, 18,42% i 26,03%.
Utvrdena visa prevalencija Salmonella enterica kod zmija u odnosu na gustere i kornjace u

skladu je sa rezultatima drugih autora (Geue i Loschner, 2002; Corrente i sar. 2004).

Utvrdena prevalencija salmonela kod gmizavaca u radovima drugih autora, veoma je
razliCita i zavisila je veli¢ine uzorka, vrsta Zivotinja koje su bile obuhvacene ispitivanjem,
njihovim stanistem kao i razli¢itim godisnjim dobom kada su vrSena ispitivanja. Ustanovljene
razlike zavisile su od broja uzetih uzoraka od jedinki, jednom ili vise puta u odredenim
vremenskim razmacima. Kako je poznato da se salmonele izlucuju iz domacina
intermitentno vedi broj uzoraka poveéava analiticku osetljivost otkrivanja prisustva

salmonela.
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Schellings sa saradnicima 2011. godine istrazivala je prisustvo Salmonella kod 504 gmizavca
u Australiji i dobila je rezultate koji se podudaraju sa rezulatima nasih ispitivanja. Izolovala je
uzro¢nika kod 27,6% ispitanih uzoraka, od toga u najviSem procentu kod zmija 69,2%,

gustera 21,7% i na kraju kornjaca 2% (Scheelings i sar. 2011).

Prevalencija Salmonella spp. kod zmija je i prema radovima drugih autora visoka i krece se
od 15% koliko je ustanovio Gopee sa saradnicima na Trinidadu, 24% u Austriji prema
Pflegeru i saradnicima, pa do 64,5% i 69,7% u Brazilu i Tajvanu, prema Bastosu odnosno
Chenu sa saradnicima (Gopee i sar. 2000; Pfleger i sar. 2003; Bastos i sar. 2008; Chen i sar.

2010).

Od ukupno 42 ispitane vrste Zivotinja, izolati Salmonella enterica su poticali od 16 razlicitih
vrsta gmizavaca i to: Sumske kornjace (Testudo hermanii), barske kornjate (Emys
orbicularis), crvenouhe kornjace (Trachemys scripta elegans), zelembaca (Lacerta viridis),
iguane (lguana iguana), bradate agame (Pogona vitticeps), leopard gekona (Eublepharis
macularius), gecka (Hemitheconyx caudicinctus), sudanskog oklopnog gustera (Gerrhosaurus
major), ribarice (Natrix tessellata), smuka (Zamenis longissimus), poskoka (Vipera
ammodytes), boe (Boa constrictor), kalifornijske kraljevske zmije (Lampropeltis getula

californiae), pitona (Python regius) i mle¢ne zmije (Lampropeltis triangulum).

Kod Sest vrsta gmizavaca, obuhvacenih ovim ispitivanjem, Salmonella enterica je izolovana
kod 40 ili viSe procenata jedinki, i to kod boe i mlecne zmije 40%, ribarice 50%, poskoka
54,55%, kao i sudanskog oklopnog gustera i kalifornijske kraljevske zmije 100%. Kako su
samo jedan sudanski oklopni guster i dve kalifornijske kraljevske zmije ispitani, zbog malog
broja uzoraka nije moguce izvrsiti adekvatnu analizu dobijenih rezultata. Tokom istrazivanja
ispitano je 5 mle€nih zmija i boa, 6 ribarica, 11 poskoka i 25 pitona, a dobijeni rezultati jasno
ukazuju na viSu prevalenciju salmonela kod zmija u odnosu na kornjate i gustere.
Interesantno je da je u visokom procentu prisustvo salmonela dokazano kod zmija slobodnih
u prirodi, Sto je verovatno povezano sa godiSnjim dobom hvatanja i uzorkovanja. lzuzev
sezone parenja i zimovanja zmije vode samostalni ili usamljenicki Zivot. Kako je uzorkovanje
sprovedeno krajem proleca i poéetkom leta, kada je sezona parenja zmija u toku, moguce je
da je Siroka rasirenost salmonela posledica njihove aktivnosti i brojnih medusobnih

kontakata. Pored toga, u zooloskom vrtu u Beogradu i na Pali¢u, mali je broj zmija koje se
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drze pojedinac¢no u zasebnim terarijumima, tako da nema medusobnog kontakta izmedu

jedinki.

S druge strane kod Sumske kornjace, crvenouhe kornjace i barske kornjac¢e salmonele su
ustanovljene kod 15,38%, 16,67% odnosno 18,75% ispitanih jedinki. Veéi broj uzoraka je
prikupljen tokom jeseni kada je spolja$nja temperatura bila éesto izmedu 10 °C - 15°C, §to je
dovelo do ulaska u hibernaciju i sniZavanje metabolickih aktivnosti kornjaca. Imajuci ovu
¢injenicu u vidu, moze se i objasniti relativno nizak nivo prevelencije salmonela kod kornjaca

u ispitivanim kloakalnim brisevima.

U zavisnosti od prirode stanista i drzanja gmizavaca, po 19 sojeva Salmonella spp. izolovano
je od 57 jedinki slobodnih u prirodi, 156 drzanih u zooloskom vrtu i 88 ¢uvanih kao ku¢ni

ljubimci, Sto u procentima iznosi 33,33%, 12,18% i 21,59%.

Od 24 soja Salmonella izolovana od 152 kornjace, 8 je poticalo od jedinki slobodnih u
prirodi, 12 iz zooloSkog vrta i 4 od kucnih ljubimaca, $to u odnosu na ukupan broj ispitanih
kornjaca po prirodi stanista i drzanja 25, 120 i 7 u procentima je iznosilo 32%, 10% i 57,14%.
Od 14 sojeva Salmonella izolovanih od 76 gustera, 1 je poticao od jedinke slobodne u
prirodi, 3 iz zooloSkog vrta i 10 od kuénih ljubimaca, $to u odnosu na ukupan broj ispitanih
gustera po prirodi staniSta i drzanja 11, 18 i 47 u procentima je iznosilo 9,09%, 16,67% i
21,27%. Od 19 sojeva Salmonella izolovanih od 73 zmije, 10 je poticalo od jedinki slobodnih
u prirodi, 4 iz zooloskog vrta i 5 od kuénih ljubimaca, $to u odnosu na ukupan broj ispitanih
zmija po prirodi staniSta i drzanja 21, 18 i 34 u procentima je iznosilo 47,62%, 22,22% i

14,71%.

Statistickom analizom utvrdena je statisticki znacajna razlika u raSirenosti Salmonella kod
kornjaca i zmija u zavisnosti od prirode stanista i drzanja. Kod kornjaéa gajenih kao kucni
ljubimci prisustvo Salmonella je statisticki znacajno viSe nego kod kornjaca slobodnih u
prirodi ili drzanih u zooloSkom vrtu p=0.0002. Kod zmija u prirodi prisustvo Salmonella je
statisti¢ki znacajno viSe nego kod zmija drzanih u zooloskom vrtu ili gajenih kao kuéni

ljubimci p=0.023708.

U poredenju sa drugim autorima koji su ustanovili prisustvo salmonela kod i preko 50%

ispitanih jedinki, relativno niska prevalencija je ustanovljena kod gmizavaca drzanih u
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zooloskom vrtu ili ¢uvanih kao kuéni ljubimci (Martinez Barreda i sar. 1999; Corrente i sar.

2004).

Scheeling i saradnici su utvrdili znadajnu statisticku razliku kod prisustva gmizavaca u
zatocenistvu, drzanih u zooloSkom vrtu odnosno gajenih u kuéi, kod kojih je prevalencija
salmonela iznosila 46.8%, u odnosu na slobodne u prirodi kod kojih je prevelencija iznosila
14.0%. (Scheelings i sar. 2011). Geue i Léschner su ustanovili prisustvo salmonela ¢ak kod
88,9% gmizavaca iz prodavnica egzoti¢nih ljubimaca, a kod 58,5% gmizavaca slobodnih u
prirodi. Autori su istakli znadaj kontrolnih mera i odrzavanja higijene i zna¢ajno nizi procenat

inficiranih jedinki kod iskusnih odgajivaca (Geue i Loschner, 2002).

Takode i radovi drugih autora ukazuju na visu prevalenciju salmonela kod gmizavaca drzanih
u zooloskom vrtu ili ¢uvanih kao kuéni ljubimci. DrZzanje gmizavaca u grupama potencira
njihovu intezivhu kompeticiju u datoj sredini ali i vecu izloZenost fecesu drugih jedinki i

posledi¢no ¢es¢u transmisiju uzrocnika bolesti ukljucujuéi i salmonele.

Zajec i saradnici su kod 87.5 % ispitanih zmija, 15 belouski i 1 smukulje - laZzne Sarke,
ustanovili prisustvo Salmonella spp. (Zajec i sar. 2016). lako su belouske | smukulja poticale
sa istog lokaliteta, razliCiti serovarijeteti Salmonella su utvrdeni kod ove dve vrste zmija.
Nacin ishrane u velikoj meri doprinosi je zastupljenosti razli¢itih serovarijeteta Salmonella
spp. kod gmizavaca i vodozemaca. Tako na primer belouska Zivi u blizini vode i hrani se
vodozemcima, a smukulja voli suve podruéja i hrani se uglavnhom gusterima, rede
vodozemcima i sitnim glodarima. U skladu da nacinom ishrane razli¢ita je i zastupljenost
odredenih serovarijeteta salmonela. Isti serovarijeteti kod belouski naveli su autore da

zakljuce da je to posledica kontakta tokom parenja ili grejanja na suncu.

Nakon sprovedene identifikacije i serotipizacije od ukupno 57 izolovanih sojeva utvrdeno je
prisustvo 41 soja Salmonella enterica subspecies enterica i 16 sojeva Salmonella enterica

subspecies diarizonae, sto predstavlja 71,93 % odnosno 28,07% od ukupnog broja izolata.

Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora. Tako je Kuroki sa saradnicima
izolovao Salmonella enterica tokom svog tri godine dugog ispitivanja, koje je trajalo od juna
2006. do maja 2009. godine, kod 51 od ukupno ispitanih 87 zmija, $to je iznosilo 58,6%. Kod

jedinki obuhvaéenih istrazivanjem kod 41,1% otkriveno je prisustvo S. enterica subspecies
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lllb (subsp. diarizonae), kod 12,5% S. enterica subspecies | (subsp. enterica), kod 6,9% S.
enterica subspecies IV (subsp. houtenae) i kod 1,1% S. enterica subspecies Illa (subsp.

arizonae).

Utvrdivanjem antigenske grade izolata Salmonella enterica utvrdeno je da su pripadali 14
razli¢itih serovarijeta S. enterica subsp. enterica i 10 razliCitih serovarijeteta S. enterica

subsp. diarizonae.

Prema podacima kojima raspolazemo od ukupno utvrdenih 24 serovarijeteta, po prvi put je
identifikovano u Srbiji 13 serovarijeteta i to: S. Ago, S. Apapa, S. Benin, S. Finkenwerder, S.
Wagenia, b 17:l,v:z, lllb 17:210:e,n,z15, lllb 18:1,v:z, lllb 47:-:235, Illb 50:r:z, lllb 35:i:235,
[lb 50:i:z i lllb 61:c:z35.

Za identifikovani serovarijetet Illb 17:l,viz je potrebna potvrda u supranacionalnoj
referentnoj laboratoriji, WHO Salmonella Reference Centre Pasteur Institute Paris, jer nije

naveden u postojecoj White-Kauffmann-Le minor Semi.

Od ukupno 57 izolata Salmonella enterica najveci broj su predstavljali serovarijeteti S.
Thompson 9 izolata, S. Umbilo 6 izolata, S. Ago 5 izolata, S. Benin 4 izolata i S. Apapa 3
izolata. Svi izolati S. Thompson i S. Umbilo poticali su od kornjaéa, i to barske i crvenouhe
kornjace, S. Ago od bradate agame i leopard gekona, S. Benin pitona i mle¢ne zmije i S.
Apapa leopard gekona i pitona. Izolati S. Thompson i S. Umbilo poticali su iz zooloskog vrta,
a S. Ago, S. Benin i S. Apapa od gustera i zmija gajenih kao ku¢ni ljubimci. Zabelezeni su
slu¢ajevi pojave istog serovarijeteta Salmonella kod razli¢itih vrsta gmizavaca u
domacdinstvu, Sto ukazuje na moguénost Sirenja infektivnog agensa u odredenom okruzeniju.
Tako je S. Apapa izolovana od dva leopard gekona i jednog pitona iz istog domadinstva, S.
Ago od gustera, bradate agame i leopard gekona, drZanih u susednim terarijumima, Sto

namece kao potrebu uvodenje adakvatnog gajenja i odrzavanja higijene.

Od serovarijeteta Salmonella enterica subsp. enterica izolovanih od gmizavaca u Srbiji kod
ljudi éesto su izolovani S. Enteritidis, S. Thompson i S. Hadar, dok su sporadi¢no ustanovljeni

S. Glostrup, S. Bispebjergi S. Potsdam.

Drugi autori su u viSem procentu utvrdili prisustvo salmonela koje pripadaju

serovarijetetima za koje je poznato da uzrokuju salmonelozu ljudi. U ispitivanju koje su
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sproveli Romero i saradnici 63.6% izolata je pripadalo serovarijetetima sa zoonoznim

potencijalom.

Pfleger i saradnici, kao i Murray, izneli su misljenje da najznacajniji serovarijeteti koji
prouzrokuju salmonelozu ljudi i Zivotinja, ukljucujué¢i S.Typhimurium i S.Enteritidis, se ne
pojavljuju Cesto kod gmizavaca i vodozemaca (Pfleger i sar. 2003; Murray 2000). S druge
strane, Fuller sa saradnicima opisao je krajem 2005. i pofetkom 2006. godine epidemiju
izazvanu S.Typhimurium tokom koje je obolela 21 osoba u Minesoti, Mi¢igenu, Pensilvaniji i
Vajomingu, ukljucujudi i tri uenika koja su tokom nastave imali kontakt sa zmijama (Fuller i
sar. 2008). Nakon sprovedene epidemioloske istrage utvrdeno je da je izvor infekcije bila
kontaminirana zamrznuta hrana za zmije proizvedena u Teksasu i prodavana putem
interneta. Infekcije ljudi su nastale direktnim kontaktom sa zmijama ili indirektno preko

kontaminiranih povrsina.

Tokom nasSeg ispitivanja izolovana je S. Enteritidis od barska kornja¢a drzane u zooloskom
vrtu. Imaju¢u u vidu moguénost kontakta inficirane jedinke sa posetiocima ovaj nalaz
upucéuje na neophodnost uvodenja periodicnih laboratorijskin pregleda Zivotinja na
prisustvo salmonela. Friedman i saradnici u januaru 1996. godine potvrdili su epidemiju
salmoneloze kod 65 dece koja su bila u kontaktu sa komodskim varanom (Varanus
komodoensis) u zooloSkom vrtu u Denveru (Friedman i sar. 1998). Od 39 dece izolovana je S.
Enteritidis, a na osnovu procenta obolelih 4,3% i broja posetioca autori su izracunali da je
joS najmanje 315 osoba bilo inficirano. Na osnovu epidemioloske analize utvrden je
statisti¢ki znacajno manji broj obolelih kod osoba koje su oprale ruke nakon posete
zooloskom vrtu, Sto isti¢e potrebu odrzavanja licne higijene i pranja ruku nakon kontakta sa

Zivotinjama.

S. Thompson moZe da prouzrokuje epidemije kod ljudi i tako je u Holandiji izmedu avgusta i
decembra 2012. godine potvrdeno 1.149 slucajeva salmoneloze ljudi uzrokovanih
navedenim serovarijetetom, a 4 osobe su preminule (Friesema i sar. 2013 ). lzvor ove
najveée epidemije u Holandiji prouzrokovane salmonelama bio je dimljeni losos, a
procenjuje se da je ukupno 23.000 ljudi bilo inficirano. Poput nas, i drugi autori ustanovili su

prisustvo S. Thompson u ispitivanim uzorcima poreklom od gmizavaca Sto nesumnjivo
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predstavlja potencijalnu opasnost po zdravlje ljudi (Kikillus i sar. 2011; Kuroki i sar. 2013;

Clancy isar. 2016 ).

S. Apapa koja je izolovana u nasem istraZivanju od leopard gekona i pitona, izolovana je od
bradate ageme u Hrvatskoj, a potvrdene su i infekcije ljudi u Nemackoj i SAD uzrokovane

ovim serovarijetetom, nakon kontakta sa gmizavcima (Cooke i sar. 2009; Lukac i sar. 2015).

Nagli porast popularnosti egzoti¢nih kucnih ljubimaca, pre svega zmija, doveo je do
drastiénog povecenja broja sluajeva salmoneloze ljudi koja je povezana sa prethodnim
kontaktom sa gmizavcima, a Buck i Nicholls su izneli joS pre dvadeset godina da je ovo jedan

od najznacajnijih novih zdravstvenih problema ljudi (Buck i Nicholls, 1997).

U Svedskoj su de Jong i saradnici utvrdili drasti¢no poveéanje incidencije salmoneloze ljudi
povezene sa gmizavcima nakon prestanka laboratorijskog ispitivanja uvoznih poSiljki
egzoti¢nih Zivotinja na salmonele (de Jong i sar. 2005). Nakon sprovedene kampanje
podizanja svesti vlasnika gmizavaca o riziku od infektivnih oboljenja uzrokovanih
mikroorganizmima poreklom od ovih kuénih ljubimaca, incidencija salmoneloze ljudi
povezana sa gmizavcima smanjila se sa 0,79 na 0,46 slucajeva na 100.000 ljudi. Autori su
zakljucili da strogo kontrolisani uvoz Zivotinja kao i jacanje pozornosti i edukacija

stanovniStva predstavljaju efektivne mere koje doprinose ouvanju javnog zdravlja.

Kada su u pitanju najéesci serovarijeteti gmizavaca kucnih ljubimaca koji se dovode u vezu sa
infekcijama ljudi, serovarijeteti poznati kao REPAS (Reptile-Exotic-Pet-Associated-
Salmonellosis), slededi su izolovani tokom ispitivanja S. Apapa, S. Eastbourne, S. Potsdam i
veéi broj Salmonella enterica subspecies diarizonae od kojih je najznadajnija prema

literaturnim podacima lllb (6),14 : z10 : z.

Kikillus i saradnici su ustanovili kod 11,4% od 378 ispitanih gmizavaca na Novom Zelandu
prisustvo salmonela, a od izolata najcesci serovarijeteti bili su S. Onderstepoort (30.2%), S.
Thompson (20.9%), S. Potsdam (14%), S. Wangata (14%), S. Infantis (11.6%) i S. Eastbourne
(2.3%) (Kikillus i sar. 2011). Navedeni serovarijeteti su i ranije utvrdeni kod ljudi i gmizavaca,
ukljucujudi i obolele osobe na Novom Zelandu. | pored toga Sto je Srbiji na drugom kraju
sveta, u nasem ispitivanju smo i mi otkrili S. Thompson, S. Potsdam i S. Eastbourne, sto

ukazuje da prisustvo ovih serovarijeteta u nasoj zemlji i potencijalni rizik po zdravlje ljudi.
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Primenom disk difuzione i mikrodilucione metode u bujonu utvrdena je svih 57 izolata
Salmonella enterica osetljivost prema svim ispitivanim antimikrobnim sredstvima:
ampicilinu, cefotaksimu, hloramfenikolu, ciprofloksacinu, gentamicinu, nalidiksinskoj
kiselini, tetraciklinima i trimetoprimu sa sulfametoksazolom. Kako nije kod izolata utvrdena
rezistencija prema antibioticima i hemoterapeuticima nije ni sprovodeno ispitivanje
prisustva odredenih gena rezistencije odnosno pojave mutacija u genomu bakterija.
Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima Schroter i saradnika iz 2004. godine, koji nije
utvrdio prisustvo kod salmonela izolovanih od zmija rezistenciju prema penicilinima,
cefalosporinima, karbapenemima, aminoglikozidima i fluorohinolonima (Schroter i sar.
2004). Bastos i saradnici 2008., Smith i saradnici 2012., Kuroki i saradnici 2013., Zajec i
saradnici 2013., kao i Schmidt i saradnici 2014. godine ispitivali su osetljivost izolata
salmonela poreklom od gmizavaca, od kojih se velika vec¢ina odlikovala osetljivoS¢u prema
svim antibioticima. Kod manjeg broja izolata utvrdena je rezistencija samo prema
streptomicinu. Romero i saradnici su otkrili rezistenciju kod 2 od 22 soja Salmonella enterica
izolovanih od gmizavaca drzanih u zooloskom vrtu, i to jednog soja prema streptomicinu, a
jednog soja prema ampicilinu i amoksicilinu sa klavulanskom kiselinom (Romero i sar. 2016).
Clancy i saradnici su svojoj retrospektivnoj analizi pojave salmonela kod gmizavaca u
zooloSkom vrtu u Bronxu zakljucili da se rezistencija retko pojavljivala, izuzev ocekivane
rezistencije kod Gram negativnih bakterija prema klindamicinu, eritromicinu, penicilinu i

rifampicinu (Clancy i sar. 2016).

S druge strane, Ebani i saradnici su utvrdili prisustvo multiple rezistencije sojeva Salmonella
enterica izolovanih od gmizavaca drzanih u velikom pet shopu-u, i to prema ampicilinu,
amoksicilinu, gentamicinu, eritromicinu i sulfisoksazolu. Corrente i saradnici su ustanovili u
visokom procentu kod ispitivanih izolata salmonela rezistenciju prema kolistin sulfatu
(58.7%), sulfametoksazolu (55.5%), streptomicinu (32.6%), tetraciklinima (19.6%), ampicilinu
(17.4%) i nalidiksinkoj kiselini (13.1%) (Corrente i sar. 2004). U slucaju dve prethodno
navedene reference, uzorci su poticali iz jedne odgajivacnice ili prodavnice ku¢nih ljubimaca,
pa je moguée da je visoka prevalencija rezistentnih sojeva posledica prisustva jednog
dominatnog klona u odredenoj sredini, odnosno ¢esé¢e primene antibiotika i posledi¢no
veéeg selektivnog pritiska na osetljive sojeve. | drugi autori su otkrili rezistenciju Salmonella

poreklom od gmizavaca i vodozemaca (Chen i sar. 2010), ¢ak i prema hinolonima (Guerra i
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sar. 2010), Sto u potpunosti opravdava zabrinutost od prenosSenja gena rezistencije od

bakterija poreklom od gmizavaca u bakterije prisutne kod ljudi (Frye i Jackson, 2013).

Dobijeni rezultati ukazuju da su salmonele rasprostranjenje kako kod slobodnih u prirodi
gmizavaca tako i kod onih drzanih u zooloskim vrtu ili gajenih kao ku¢ni ljubimci, ukljucujudi i
serovarijetete koje se retko nalaze kod toplokrvnih Zivotinja i ljudi, ali i one koje uzrokuju
salmonelozu. Zbog toga posebna painja treba da bude usmerena na dijagnostiku i

prevenciju prenosenja salmonela sa gmizavaca i vodozemaca na ljude i domace Zivotinje.

Neophodno je pripremiti prirucnik ili uputstvo za sprecavanje prenosenja salmonela sa
gmizavaca na ljude, u kome bi se detaljno opisale odgovarajuce higijenske mere kao i istakla
neophodnost izbegavanje kontakta ljudi sa imunokompromitovanim zdravstvenim stanjem
sa egzoti¢nim Zivotinjama. Nakon kontakta sa kornja¢ama, gusterima ili zmijama potrebno je
oprati ruke sapunom i toplom vodom, a vlasnici ovih kuénih ljubimaca treba da vode racuna
o sprecavanju kontaminacije hrane i zabrani slobodnog kretanja gmizavaca u prostorijama
gde borave deca. Imunodeficijentne osobe, trudnice i deca mlada od 5 godina ne bi trebala
da budu u kontaktu sa gmizavcima, a potrebno je kontinuirano sprovoditi kampanju
podizanja svesti o potencijalnom riziku po zdravlje ljudi od uzroénika zoonoza poreklom od

egzoti¢nih Zivotinja.

Pronalazenje brojnih, uklju¢ujuéi i veoma retkih, serovarijeteta, Salmonella enterica kod
gmizavaca slobodnih u prirodi upucuje na zakljucak da one predstavljaju jedan od
rezervoara i izvora ove bakterije u prirodi. Tako na primer nakon uginuéa zmija one mogu
postati hrana lisica ili divljih svinja. Prisustvo Salmonella je dokazano kod 6% divljih svinja
ispitanih u Poljskoj, od kojih su neki bili veoma retki serovarijeteti poput S. Tripoli (Zajac i
sar. 2016). Konkretan dokaz o moguéem prenosSenju Salmonella od zmija na ljude su S.
enterica subspecies diarizonae 40:i:253,254 i S. enterica subspecies diarizonae 48:k:z57 koji
su otkrivene kod Sarki u Nemackoj ali i kod ljudi u Poljskoj (Krautwald-Junghanns i sar. 2013;
Issenhuth-Jeanjean i sar., 2014). Bez sumnje potrebna su daljna i opseznija istrazivanja u
cilju otkrivanja uloge gmizavaca u epizootiologiju i epidemiologiji ne samo salmoneloze nego

i drugih infektivnih oboljenja.
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Na kraju imajuci u vidu prisustvo brojnih serovarijeteta kod gmizavaca u Srbiji, neophodno je
razviti program sprecavanja pojave salmoneloze ljudi prouzrokovane sojevima Salmonella
enterica poreklom od zmija, guStera i kornja¢a, pobuditi svest opSte javnosti o
potencijalnom riziku i pokrenuti programe edukacije vlasnika egzoti¢nih kuénih ljubimaca i

zaposlenih u zooloskim vrtovima o prevenciji mogucih infekcija.

Ispitivanjem u okviru doktorske disertacije po prvi put je u nasoj zemlji ustanovljeno
prisustvo i rasirenost serovarijeteta Salmonella enterica kod gmizavaca i ukazano na rizik po
zdravlje ljudi. Vise je nego evidentno da se u Republici Srbiji ne sprovodi kontrola
gmizavaca, da ne postoji ni jedna registrovana odgajivacnica egzotic¢nih Zivotinja, kao i da je

izostala bliska saradnja drzavnih organa nadleznih za zastitu ugroZenih vrsta i veterinarstvo.

U cilju zaStite i unapredenja zdravlja i dobrobiti Zivotinja, kao i sprefavanja pojave,
otkrivanja, sprecavanja Sirenja, suzbijanja i iskorenjivanja zaraznih bolesti Zivotinja, kao i
bolesti koje se sa Zivotinja mogu preneti na ljude, neophodno je uspostaviti adekvatnu
veterinarsku kontrolu drzanja, gajenja i prometa egzoti¢nih Zivotinja. Tek tada kada se
uspostavi sistem registracije i identifikacije ovih Zivotinja bi¢e mogucée utvrditi njihov tacan
broj, a programom edukacije vlasnika i efikasnijom kontrolom smanijiti rizik od pojavljivanja

zaraznih bolesti koje direktno ili indirektno mogu da ugroze zdravlje Zivotinja ili ljudi.
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ZAKUUCCI

U uzorcima od 317 gmizavaca i vodozemaca, poreklom od 42 razlicite vrste Zivotinja,
ustanovljeno je prisustvo Salmonella spp. kod 16 razli¢itih vrsta gmizavaca i ukupno
kod 57 jedinki, odnosno kod 17,98% ispitanih Zivotinja.

Primena MALDI-TOF masene spektrometrije (matrix-assisted laser desorption
ionization — time of flight mass spectrometry) u determinaciji roda i vrste Salmonella
mozZe uspesno zameniti identifikaciju koja se zasniva na ispitivanju fiziolosko-
biohemijskih osobina bakterija. Primenom Kappa statisticke analize i izracunate
Kappa vrednosti k=0,947 utvrdena je izuzetno visoka podudarnost dobijenih
rezultata identifikacije Salmonella spp. primenom MALDI-TOF MS i konvencionalne
mikrobioloSke metode biohemijske identifikacije.

Kod vodozemaca obuhvacenih ispitivanjem velike zelene Zabe (Pelophylax
ridibundus), Sumske krastave zabe (Bufo bufo), Zutotrbe ognjene zabe (Bambina
variegata), zelene krastate (Bufo viridis), Sarenog daZdevnjaka (Salamandra
salamandra) nije ustanovljeno prisustvo Salmonella spp.

. Salmonella enterica je izolovana iz uzoraka poreklom od 16 razlicitih vrsta gmizavaca
i to: Sumske kornjate (Testudo hermanii), barske kornjace (Emys orbicularis),
crvenouhe kornjace (Trachemys scripta elegans), zelembada (Lacerta viridis), iguane
(lguana iguana), bradate agame (Pogona vitticeps), leopard gekona (Eublepharis
macularius), gecka (Hemitheconyx caudicinctus), sudanskog oklopnog gustera
(Gerrhosaurus major), ribarice (Natrix tessellata), smuka (Zamenis longissimus),
poskoka (Vipera ammodytes), boe (Boa constrictor), kalifornijske kraljevske zmije
(Lampropeltis getula californiae), pitona (Python regius) i mle¢ne zmije (Lampropeltis
triangulum).

Salmonella enterica je izolovana od 57 od 301 ispitanog gmizavaca, odnosno od
18,93% jedinki, i to 41 soj Salmonella enterica subspecies enterica i 16 sojeva
Salmonella enterica subspecies diarizonae.

. Salmonella enterica je izolovana od 24 od 152 ispitane kornjace, 14 od 76 ispitanih
gustera i 19 od 73 ispitane zmije, a time je prevalencija u odnosu na broj jedinki

obuhvacenih ispitivanjem iznosila 15,79%, 18,42% i 26,03%.
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7.

10.

11.

12.

13.

Prevalencija Salmonella enterica kod kornjaca gajenih kao kuéni ljubimci je statisticki
znacajno visa nego kod kornjaca slobodnih u prirodi ili uvanih u zooloSkom vrtu,
p=0.0002.

Prevalencija Salmonella enterica kod zmija slobodnih u prirodi je statisti¢ki znacajno
visa nego kod zmija Cuvanih u zooloSkom vrtu ili gajenih kao kuéni ljubimci,
p=0.0237.

Izolati salmonela su spadali u 24 serovarijeteta Salmonella enterica subsp. enterica i
Salmonella enterica subsp. diarizonae, od kojih je po prvi put identifikovano u Srbiji
13 serovarijeteta: S. Ago, S. Apapa, S. Benin, S. Finkenwerder, S. Wagenia, lllb
17:1,v:iz, lllb 17:210:e,n,z15, lllb 18:l,v:z, lllb 47:-:z35, |Illb 50:r:z, lllb 35:i:z35, lllb
50:i:z i lllb 61:c:z35.

Kod gmizavaca obuhvacenim ispitivanjem utvrdeni su serovarijeteti S. Enteritidis, S.
Thompson i S. Hadar koji su u Srbiji ¢esto ustanovljeni kod ljudi, odnosno S. Glostrup,
S. Bispebjerg i S. Potsdam Cije je prisustvo potvrdeno kod ljudi u Srbiji.

Kod gmizavaca obuhvaéenim ispitivanjem utvrdeni su serovarijeteti Salmonella
enterica subspecies enterica S. Apapa, S. Eastbourne, S. Potsdam i veéi broj
serovarijeteta Salmonella enterica subspecies diarizonae ukljucujuéi i lllb
(6),14:210:z, a koji spadaju u REPAS serovarijetete Salmonella enterica, serovarijeteti
prisutne kod gmizavaca gajenih kao kuéni ljubimci i koji se dovode u vezu sa
infekcijama ljudi.

Primenom disk difuzione i mikrodilucione metode utvrdena je kod svih 57 izolata
osetljivost prema ispitivanih antibioticima.

Dobijeni rezultati jasno potvrduju da zmije, gusteri i kornjace, slobodne u prirodi,
drzane u zooloskom vrtu i gajene kao kuéni ljubimci, mogu biti rezervoar razli¢itih
podvrsta i serovarijeteta Salmonella enterica i da predstavljaju rizik po zdravlje ljudi,
$to namede potrebu za sistematskim pristupom, opseznijim ispitivanjima prisustva i

moguce epidemioloske povezanosti salmoneloze gmizavaca i ljudi.
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