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Bakterie tlenowe i mikroaerofilne wyosobnione z przewodu pokarmowego
drobnych ssakéw zasiedlajacych Narwianski Park Krajobrazowy

Aerobic and Microaerophilic Bacteria in the Intestinal Tract of Small Mammals from the
Narew Landscape Park

.. Zainteresowanie [izjologiczng i patogenna flora bakteryjna przewodu pokarmowego ssakow
linnych grup zwierzat wynika z checi poznania jej udziatu w procesach trawiennych (2, 18, 19, 25, 26,
30) lub okreslenia znaczenia jako potencjalnego i rzeczywistego czynnika chorobotwérczego (3, 7, 10,
1, 12, 22, 2, 29, 31). W odniesieniu do cziowieka zagadnienia te zostaly w duzym stopniu
Przedstawione w opracowaniach monograficznych (2, 4, 23, 31). Podobnie u zwierzat gospodarskich
!0zdobnych flora bakteryjna przewodu pokarmowego byla i jest przedmiotem wielu badari (2, 22, 25,
), omawiajacych jej znaczenie w procesach fizjologicznych oraz patogennych. Badana jest takze
Ora bakteryjna przewodu pokarmowego zwierzat wolno zyjacych i laboratoryjnych oraz po-
Mawane znaczenie tych zwierzat jako rezerwuaru bakterii giownie chorobotwérczych lub wzglednie
chol‘obotw()rczych_ dla czlowieka i zwierzat gospodarskich (5, 6, 7, 11, 21, 29).
W dostgpnym pi$miennictwie malo jest prac na temat flory bakteryjnej przewodu pokarmowego
Tobnych ssakoéw owadozernych i gryzoni, zasiedlajacych w duzej liczbie rozne srodowiska (7, 11,
8). w pismiennictwie polskim zagadnieniem tym interesowal si¢ Kunickii wsp. (13, 14, 15).
W badaniach wiasnych zwrécono uwagg na tlenowa i mikroaerofilng florg bakteryjna przewodu
Pokarmowego drobnych ssakow odtowionych w wylaczonym spod gospodarki cztowieka §rodowis-
ku, Wyniki badan dotyczace identyfikacji niektorych grup bakterii tlenowych zasiedlajacych
Przewod pokarmowy drobnych ssakow przedstawiono w niniejszej pracy.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowil przewod pokarmowy pozyskanych okazéw trzech gatunkow
8ryzoni: nornica ruda (Clethrionomys glareolus Schreb.), nornik pomocny (Microtus oeconomus
D mysz polna (Apodemus agrarius P.) oraz trzech gatunkéw owadozernych: ryjowka aksamitna
.Sol'ex araneus L.), ryjowka malutka (Sorex minutus L.), rzgsorek rzeczek (Neomys fodiens P.),
Yjacych w naturalnym §rodowisku Narwiariskiego Parku Krajobrazowego w okolicach Kurowa.
adaniom poddano materiat z 24 osobnikow (po 4 z kazdego z wyzej wymienionych gatunkéow).
Wierzeta odlawiano w okresie od 4 do 13 lipca 1993 r. przy pomocy putapek (stozki, zywolowki,
za‘l’zaski) i wybierano w czasie do 12 godz. od momentu schwytania, zywe usypiano natychmiast
Chloroformem. W laboratorium wykonywano sekcje wyizolowujac jelita. Pobrany material umiesz-

.
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czano w sterylnych probowkach, zamrazano w temp. —-20°C i przechowywano do momentu badaf
bakteriologicznych. !

Probki rozmrozono, wazono i homogenizowano w mozdzierzach porcelanowych w okreslon€)
objetosci bulionu odzywczego, uzyskujac 10% zawiesing wyjsciowa. Posiewy bakteriologiczne PO
0,1 ml materiatu z zawiesiny wyjsciowej oraz po 0,1 ml rozcieficzonej ptynem fizjologicznym 1:100,
1:1000 i 1:10 000, wykonywano na agar odzywczy i agar z krwia na plytkach Petriego o Srednicy 10
cm. Inkubacje prowadzono w temp. 37°C przez 24-48 godz. w warunkach tlenowych. WerS{‘
kolonie réznicowano na podstawie wielkosci, barwy, ksztaltu, konsystenciji, tworzac grupy bakteril-

Kolonie reprezentujace poszczegdlne grupy bakterii poddano badaniom identyfikacyjnym prz¥
uzyciu podstawowych metod bakteriologicznych (morfologia komérki, barwienie metoda Gram#
Schaeffera-Fultona). Paleczki Gram-ujemne réznicowano wstepnie przy pomocy testu na oxydazé
a nastgpnie przy pomocy API 20 E i API 20 NE (BioMerieux Francja) wedlug metod wskazanych
przez producenta. W odniesieniu do rodzaju Bacillus identyfikacje wyosobnionych szczepoW
prowadzono na podstawie badan biochemicznych, stosujac zestaw API 20 E polecany pl'l'ez
Berkeleya i wsp. (1) uzupeliony o dodatkowe, zasadnicze dla okreSlenia gatunku w rodzajv
Bacillus badania morfologiczne (1).

WYNIKI

Wyniki badan przedstawiajace zréznicowanie bakterii na poszczegoln®
grupy, wydzielone na podstawie wygladu kolonii, morfologii komorki, to jest
laseczki, paleczki Gram-ujemne, ziarniaki Gram-dodatnie, paciorkowce 0ra
mikroorganizmy nie odpowiadajace morfologicznie wyzej wymienionym (DP-
promieniowce) wyosobnione z badanych gatunkéw zwierzat zestawiono
w tab. 1. Liczby réznych typéw kolonii w grupach bakterii wyodrebnionych, 82
podstawie morfologii kolonii i komorek, z poszczegolnych osobnikow podan®
w tab. 2. Wyniki badan dotyczacych identyfikacji gatunku paleczek Gram-
-ujemnych i laseczek zarodnikujacych zestawiono w tab. 3 i 4.

OMOWIENIE

Badania mikroflory przewodu pokarmowego ssakow (2, 3, 18, 19, 21, 22, 23,
25, 26), ptakow i kreggowcow zmiennocieplnych (12, 25, 26) oraz bezkregowcoW
(25) wskazuja, ze przewod pokarmowy jest ekosystemem mikrobiologiczny™
ktorego nisze ekologiczne wedlug Bornside (2), zasiedla co najmniej
gatunkoéw bakterii. Ilosciowy i jakosciowy sktad mikroflory przewodu poka’r'
mowego wykazuje duze zréznicowanie wynikajace z wielu czynnikow, wSI
ktérych pozycja filogenetyczna gatunku, wiek osobnika, stan fizjologiczny’
srodowisko, zestaw przyjmowanych pokarmow zdaja si¢ odgrywac wiodaca rol¢
(2, 4, 25, 26).

W odniesieniu do drobnych ssakow szczeg6lng uwage poSwigcono florZ®
bakteryjnej przewodu pokarmowego zwierzat laboratoryjnych (2, 18, 19, 25,26
30). W dostgpnym pismiennictwie tylko niewiele prac (13, 14, 15) omawia skl
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Tab. 1. Liczba typow kolonii z grup bakterii wyodrgbnionych od poszczegélnych gatunkéw zwierzat
Number of various types of bacterial colonies isolated from various species of animals

Grupy bakterii
Gatunek zwierzgcia i iarniaki ior-
€ Jo paleczki | ziarniaki | pacior L facznie

Gr - Gr+ kowce
Ryjéwka aksamitna 15 1 3 3 3 27
Ryjéwka malutka 12 3 8 2 1 26
Rzgsorek rzeczek 5 1 3 0 11 20
Nornica ruda 16 3 2 2 9 32
Nornik pétnocny 23 1 7 3 6 40
Mysz polna 13 1 4 2 7 27

mikroflory przewodu pokarmowego drobnych ssakow (gryzonie, owadozerne)
Zyjacych w roznych §rodowiskach naturalnych, chociaz wiele badan ukierun-
kowano na wykrywanie bakterii patogennych, przede wszystkim dla czlowieka,
ale takze zwierzat hodowlanych (5, 6, 7, 11, 21, 23, 29). Badania te mialy na celu
Ustalenie znaczenia gryzoni i owadozernych wolno Zyjacych, wystgpujacych
licznie w $rodowisku, jako rezerwuaru zarazk6w chorobotwérczych.

W badaniach wlasnych zwr6écono uwage na florg bakteryjna przewodu
Pokarmowego sze$ciu gatunkdéw drobnych ssakéw owadozernych i gryzoni,
odlawianych najczeSciej w naturalnym ekosystemie traw i zarosli (28) wy-
dzielonych jako park krajobrazowy w dolinie Narwi. Wydaje si¢ interesujace
Z punktu widzenia poznawania §rodowisk naturalnych okreslenie dotychczas
Mmalo poznanego skladu tlenowej i mikroaerofilnej flory bakteryjnej przewodu
Pokarmowego tych stosunkowo licznych w Srodowiskach naturalnych gatun-
kow zwierzat.

Wyniki badan (tab. 1-4) zwracaja uwag¢ na liczniejsze wystgpowanie
Wwszystkich typoéw kolonii u zlowionych gryzoni w poréwnaniu do owadozer-
nych. Réznice powoduja glownie laseczki tlenowe czgsciej obecne u gryzoni,
W mniejszym stopniu bakterie pozostalych grup (tab. 1, 2). Podobne badania,
Wykonane przez Kunickiego i wsp. (13, 15) wskazuja na odwrotny stosunek
llosciowy pomigdzy laseczkami i innymi grupami bakterii, chociaz takze autorzy
Ci zwracaja uwage na mala liczbe wyosobnionych paleczek Gram-ujemnych.

6znice w naszych badaniach, w por6wnaniu z wynikami Kunickiego (13,
15), spowodowane sa byé moze zamrozeniem materialu i przechowaniem przez
Pewien czas w temp. —20°C. W tych warunkach bardziej wrazliwe szczepy
bakterii mogly nie wyrosna¢ nawet na podlozu wzbogaconym (agar z krwia),
Stwarzajac tym samym preferencje dla wzrostu bardzo opornych laseczek
Zarodnikujacych, ktore sa takze mniej wymagajace pod wzgledem skladnikow
0dzywczych. W badaniach wlasnych nie ustosunkowujemy si¢ zatem do skiadu
llo§ciowego mikroflory, ale analizujemy ja pod katem identyfikacji wyosob-
Nionych gatunkéw. W tym kontekscie wyniki wiasne wydaja si¢ wnosi¢ nowe

L
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Tab. 2. Liczba roznych typow kolonii w grupach bakterii wyodrgbnionych od poszczegolnych
osobnikow
Number of various types of bacterial colonies cultivated [rom individuals

Grupa bakterii
Gatunek zwierzgcia | Osobnik IR pateczki | ziarniaki | pacior- pies il
Gr - Gr+ kowce

Ryjowka aksamitna 1 4 1 7 1 8
II 3 2 1 6
111 6 1 2 9
v 2 1 1 +
Ryjowka malutka 1 2 1 3 6
11 6 1 1 8
111 2 1 1 4
v 2 1 3 1 1 8
Rzgsorek rzeczek 1 2 3 5
11 1 2 3
111 1 1 1 3

v 1 1 2 3 9/
Nornica ruda 1 8 1 3 9
11 n 2 2 9
111 3 2 5
v 3 2 2 2 9

P
Nornik poinocny 1 4 1 3 1 9
11 7 3 2 12
111 q 1 < 11
v 5 2 1 8

s =
Mysz polna 1 6 1 1 2 10
11 1 1 2 +
11 3 1 7

v 3 1 2 i)

warto$ci poznawcze w odniesieniu do niektoérych grup wyosobnionych zaraz-
kow.

Identyfikacja izolowanych w badaniach wlasnych gatunkéw paleczek Gram-
-ujemnych (tab. 1) przeprowadzona testem API 20 E i API 20 NE pozwolita nd
okreslenie zarowno paleczek grupy jelitowej, jak i sklasyfikowanych poza t4
grupa. W odniesieniu do bakterii jelitowych uwage zwraca wyosobnienie E. coli
tylko od 2 osobnikéw (tab. 3). Wynik ten jest zgodny z doniesieniami innych
autoréw (13, 14, 15, 23). Szczegoblnie cenne dla poréwnan wydaja si¢ badania
Reczkina (23) poswiecone bakteriom rodziny Enterobacteriaceae wyosob
nionym z przewodu pokarmowego ssakow owadozernych i gryzoni. Autor te?
dysponujac duzym materialem izolowal E. coli tylko z 12-30% badaneg®
materialu. Wskazuje to, ze E. coli nie jest tak powszechna u tej grupy zwierzat jak

—



Bakterie tlenowe i mikroaerofilne wyosobnione z przewodu pokarmowego... 173

Tab. 3. Gatunki pateczek Gram-ujemnych wyizolowanych z przewodu pokarmowego badanych

zwierzat
Species of gram negative bacilli isolated from the alimentary tract of animals
Gatunek badanych zwierzat
Gatunek bakterii o ST Lacznie
ryjowka | ryjowka | rzesorek | nornica | nornik mysz
jaksa.mitna malutka | rzeczek | ruda |pémocny| polna
Enterobacteriaceae

Escherichia coli 1 1 2
Shigella dysenteriae 1 1
Aeromonas salmonicida 1 1
Sphingomonas pauci-

mobilis 1 1 2
Enterobacter agglo-

merans 1 1
Xanthomonas malto-

Pphilia 1 1
Aeromonas hydro-

Pphila/cav i ol 1

Nie — Enterobacteriaceae

Pasteurella spp. 1 1
Lacznie 1 3 1 3 1 1 10

U czlowieka i zwierzat hodowlanych, zatem wydaje si¢, ze drobne ssaki, tj.
8ryzonie i owadozerne nie odgrywaja istotnej roli w skazeniu Srodowiska ta
bakterig jelitowa.

Zidentyfikowana w naszych badaniach Shigella (tab. 3) jako S. dysentariae,
awigc zarazek z grupy patogennej dla cztowieka, wymaga dalszej identyfikacji co
in ewentualnych cech chorobotworczych pozwalajacych na jej uznanie za
Identyczny z paleczka czerwonki. Pozostale gatunki paleczek Gram-ujemnych to
bakterie, ktérych rola w przewodzie pokarmowym, a takze w srodowisku
Wymaga dalszych badan. Wsréd nich Pasteurella sp. (obecna w przewodzie
Pokarmowym) wzbudza pewne zainteresowanie jako potencjalny patogen. By¢é
Moze dalsze badania pozwola na okreslenie roli tej grupy bakterii takze
W Srodowisku drobnych ssakow wolno zyjacych. Obserwacje zoologoéw donosza
Omasowych $nigciach tych zwierzat w okresie jesieni, ich przyczyna jak dotad nie
Zostala wyjasniona.

Bogactwo gatunkéw rodzaju Bacillus wyosobnionych w wyniku badan
Przedstawia tab. 4. Zwraca uwage jednak brak wyraznej dominacji jednego
Z gatunk 6w Bacillus u poszczegdlnych grup badanych zwierzat. Trudno zatem
Wnioskowaé, czy wyosobnione laseczki stanowig stala florg jelitowa, czy tylko
Przejsciowo zamieszkuja to srodowisko, a sa pozyskiwane wraz z pokarmem.

A
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Tab. 4. Gatunki bakterii z rodzaju Bacillus wyosobnione od badanych zwierzat
Bacillus species isolated from animals

Gatunek badanych zwierzat
Gatunek bakterii SwadiEIN . g Lacznie
ryjowka | ryjowka | rzgsorek | nornica | nornik mysz
laksamitna| malutka | rzeczek ruda |poinocny| polna
B. alvei 1 1 2
B. amyloliquefaciens 1 1 3 1 6
B. brevis 1 1 1 3
B. carotarum 1 1 2
B. circulans A 2 2 & 2 2 12
B. coagulans 1 1
B. firmus 1 1 1 1 2 6
B. insolitus 1 1 s
B. lentus 3 3 1 1 2 10
B. licheniformis 1 1 2 1 5
B. macerans 1 1
B. megaterium 3 2 1 6
B. mycoides 1 1 1 3
B. pantothenticus 1 24 3 6
B. psychrosaccharoliticus 7 2 1 2 i
B. pumilus 2 3 1 6
B. subtilis 1 3 2o 6
Lacznie 15 12 5 16 23 13 84

Z uwagi na duzg latwos¢ przetrwania ta grupa bakterii jest obecna we wszystkich
srodowiskach, w tym ekstremalnych. Jednocze$nie znaczenie tych zarazkow dla
roznych systemow ekologicznych jest przedmiotem licznych badan i opracowan
monograficznych (9, 20, 27, 31). W badaniach wlasnych sposéb identyfikacji
laseczek oparty na cechach morfologicznych komoérek w polaczeniu z roz-
budowanymi testami biochemicznymi (1, 17) daje duze prawdopodobienstwo
prawidlowej identyfikacji tej grupy zarazk6w. Badania poszerzaja w ten sposob
zakres poznania Srodowiska wielu gatunkoé6w Bacillus, a dalsze obserwacje
pozwola na glebsza analiz¢ problemu. W stosunku do dotychczasowych
wynikéw Kunickiego (14), ktéry u badanych grup drobnych ssakéw od-
lawianych w rejonie Biatowieskiego Parku Narodowego zidentyfikowal 4 ga-
tunki rodzaju Bacillus (B. subtilis, B. megatherium, B. cereus, B. licheniformis),
nasze badania udowadniaja obecnoéé w przewodzie pokarmowym drobnych
ssakow az 17 gatunkow rodzaju Bacillus (tab. 4), do§¢ rownomiernie wy-
stepujacych u ssakéw owadozernych i gryzoni, jednak z przewaga u tych
ostatnich. Sposrod 84 wyosobnionych szczepow laseczek najczgsciej (12 przypa-
dkéw) izolowano B. cirulans, potem 10 przypadkow B. lentus.

Badania te wskazuja, ze wbrew przyjetym pogladom nie laseczka siennd

A
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i olbrzymia stanowia w kazdym srodowisku wsroéd rodzaju Bacillus florg
dominujaca, jakkolwiek zarazki te identyfikowano w procentowo znacznej
liczbie przypadk 6w takze w badaniach wlasnych (tab. 4). Brak B. cereus, laseczki
uznawanej za jedng z wazniejszych przyczyn zatruc¢ czlowieka, wskazuje takze, ze
gryzonie i drobne ssaki owadozerne, zasiedlajace wzglednie czyste ekologicznie
srodowisko, nie stanowia, jak si¢ wydaje, niszy ekologicznej dla tego gatunku.
Pewne zainteresowanie budzi identyfikacja B. alvei, zarazka potencjalnie
patogennego dla Apis melifera. Zarazek ten jest przyczyna powiklan i ostrego
przebiegu groznej choroby czerwia pszczelego (zwanej kislica lub zgnilcem
europejskim), ktérego czynnikiem etiologicznym jest Streptococcus pluton (8).

Mozna stwierdzi¢, ze wyniki naszych badan rozszerzaja zakres poznania flory
bakteryjnej przewodu pokarmowego wolno zyjacych ssakow i wzbogacaja go
0 nowe, nie spotkane w dostgpnym piSmiennictwie spostrzezenia. Prezentowane
w pracy wyniki stanowia punkt wyjscia do dalszych obserwacji, zwiazanych
z mikroflora bakteryjna i jej naturalym $rodowiskiem, bgdacym poza kontrola
1 ingerencja czlowieka, jak np. w przypadku zwierzat laboratoryjnych.
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SUMMARY

Aerobic and microaerophilic intestinal microflora of three species of rodents: Microtis
oeconomus, Clethrionomys glareolus and Apodemus agrarius and three species of insectivirons: SoreX
araneus, S. minutus and Neomys fodiens, from their natural ecological niche — the Narew Landscap®
Park have been investigated. The bacteria grown up on nutrient agar and on blood agar were grou

A



Bakterie tlenowe i mikroaerofilne wyosobnione z przewodu pokarmowego... 177

on gram positive bacilli, gram negative bacteria, gram positive cocci, streptococci and others. Bacilli
and bacteria were differentiated on genera and species by the use of biochemical tests, cell
morphology. staining properties. Greater population of all types of bacteria was found in the
alimentary tract of rodents. Among gram negative bacteria Escherichia coli, Shigella dysenteriae and
Pasteurella sp. were identified. Bacillus sp. was isolated from intestines of all the examined animals
and represented 17 species.

Theresults add new data to the knowledge on intestinal bacterial flora of small mammals living in
a great number in a typical environment.



