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OCENA WPLYWU DOUSTNEGO PODAWANIA

BACILLUS LICHENIFORMIS CH 200: DSM 5749

I BACILLUS SUBTILIS CH 201: DSM 4750

NA ROZWOJ I SKEAD MIKROFLORY

PRZEWODU POKARMOWEGO ZOLWI CZERWONOLICYCH
(TRACHEMYS SCRIPTA ELEGANS) NA PODSTAWIE

ZMIAN JAKOSCIOWYCH WODY W AKWATERRARIACH

EVALUATION OF EFFECT OF ORAL APPLYING

OF BACILLUS LICHENIFORMIS CH 200: DSM 5749

AND BACILLUS SUBTILIS CH 201: DSM 4750 ON DEVELOPMENT

AND COMPOSITION OF RED-EARED SLIDER’S (TRACHEMYS SCRIPTA
ELEGANS) INTESTINAL MICROFLORA

BASED ON WATER QUALITY CHANGES IN AQUATERRARIUMS

Streszczenie. Przypadki infekcji bakteryjnych powodowanych kontaktem z zétwiami wodno-
ladowymi stwierdzano w USA, Japonii i wielu innych krajach. W Polsce temat zagrozenia mikro-
biologicznego niesionego przez gady utrzymywane w warunkach domowych jest rzadko porusza-
nym zagadnieniem. Dotychczas brak informacji na temat wptywu probiotykdéw na populacje
potencjalnie szkodliwych Enterobacteriaceae w przewodzie pokarmowym i $rodowisku zotwi.
Celem przeprowadzonych badan bylo poznanie zagrozenia mikrobiologicznego zwigzanego z cho-
wem i hodowla z6twi czerwonolicych (Trachemys scripta elegans) oraz ocena mozliwosci uzycia
probiotykow w redukcji potencjalnie niebezpiecznej dla czlowieka mikroflory jelitowej tego
gatunku. Zwierzetom podawano doustnie probiotyk zawierajacy spory bakterii Bacillus licheni-
formis CH 200: DSM 5749 i Bacillus subtilis CH 201: DSM 4750. Wyniki przeprowadzonych
badan sugeruja, ze woda w zbiornikach jest rezerwuarem potencjalnie patogennej dla ludzi mikro-
flory. Na podstawie zmian w mikroflorze wody w akwaterrariach stwierdzono tendencje we
wzroscie ogolnej liczby bakterii, w tym bakterii kwasu mlekowego i bakterii o duzych wymaga-
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niach pokarmowych, oraz w zmniejszaniu si¢ ogolnej liczby Enterobacteriaceae, w tym Escheri-
chia coli serotyp O157:H7.

Stowa kluczowe: z6tw czerwonolicy, mikroflora, probiotyki

Wstep

Gady sg naturalnymi i bezobjawowymi nosicielami bakterii z rodzaju Salmonella
(KAIBU 1 IN. 2006, NAGANO i IN. 2006, MULTISTATE... 2008). Ocenia si¢, ze okoto 6%
przypadkéw salmonelloz w USA u oséb ponizej 21. roku zycia jest powodowanych
przez kontakty z gadami i ptazami (MERMIN i IN. 2004). Daje to w skali Standéw Zjed-
noczonych okoto 76-140 tysiecy przypadkdéw infekceji rocznie (REPTILE-ASSOCIATED...
1999). Salmonellozy zwiazane z z6twiami stwierdzano w USA i Japonii (KAIBU i IN.
2006, NAGANO i IN. 2006, MULTISTATE... 2008). Przypadki zachorowan sg notowane
rowniez w Europie: w Hiszpanii, Belgii oraz na Stowacji (VAN MEERVENNE i IN. 2009,
KOCIANOVA i IN. 2010). Utrzymanie tej grupy zwierzat w warunkach terraryjnych moze
stanowi¢ powazne niebezpieczenstwo zdrowotne dla hodowcow. Zagrozone sa szcze-
g6lnie dzieci i osoby o ostabionym dziataniu uktadu odpornosciowego. U takich oséb
notowano stany septyczne i przypadki $miertelne spowodowane infekcjami bakteryj-
nymi zwigzanymi z kontaktem z zoétwiami. Gady sa nosicielami wielu innych patoge-
ndéw. Zwigzane z nimi zagrozenie zoonotyczne powinno zosta¢ zbadane, zwlaszcza
w obliczu zwigkszajacych si¢ rozmiarow migdzynarodowego handlu zwierzetami egzo-
tycznymi (WARWICK i IN. 2001). Wraz ze wzrostem skali fermowej produkcji z6twi na
potrzeby rynku zoologicznego w USA w latach sze$édziesigtych XX wieku zaczeto
dostrzega¢ niebezpieczenstwo zdrowotne z nimi zwigzane i podejmowac dziatania pro-
filaktyczne (LAMM i IN. 1972). Od 1975 roku w USA dopuszczalna jest jedynie produk-
cja zotwi wolnych od bakterii z rodzaju Salmonella, tzw. Salmonella Free Turtles (Diaz
i IN. 2006, ZACHARIAH 2007). Jednakze juz w niedtugim czasie po wprowadzeniu ogra-
niczen wykazano nieskuteczno$¢ tego systemu produkcji (DU PONTE i IN. 1978). Zwie-
rzeta wolne od groznych drobnoustrojow moga ulec zakazeniu na skutek ztych warun-
kéw zoohigienicznych i kontaktu z patogenami wydalanymi przez starsze zwierzgta
(ZAJACZKOWSKI 2001).

Problem zagrozenia mikrobiologicznego niesionego przez gady w Polsce jest bardzo
rzadko poruszany. W dostepnej literaturze brak informacji na temat ewentualnego
wplywu preparatdow probiotycznych jako czynnikow ograniczajacych kolonizacje
i obecnos$¢ szkodliwych Enterobacteriaceae. W poradnikach przeznaczonych dla ho-
dowcoéw mozemy znalez¢ informacje, jakoby pateczki Salmonella, ktorych nosicielami
sa zotwie, nie byly grozne dla zdrowia cztowieka (WILKE i ANDERS 2006). Tymczasem
w przypadku zotwi czerwonolicych u 40% badanych w Polsce osobnikow stwierdzono
nosicielstwo Salmonella enteritidis, u 11,25% — Salmonella typhimurium, a v 40% —
Escherichia coli (ZAJACZKOWSKI 2001).

Celem przeprowadzonych do$wiadczen byto poznanie potencjalnego zagrozenia mi-
krobiologicznego niesionego przez zotwie wodno-ladowe oraz ocena mozliwosci wyko-
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rzystania probiotykow w redukcji niebezpiecznej dla czlowieka mikroflory jelitowej
z6twi czerwonolicych.

Material i metody

W doswiadczeniu wykorzystano 10 zo6twi czerwonolicych (Trachemys scripta ele-
gans) — podgatunku zétwia ozdobnego (Trachemys scripta) (MORREALE i GIBBONS
1986, SIEDEL 2002). Uzyto zwierzat dojrzatych plciowo — o§miu samic i dwdch sam-
cOw, co jest odwzorowaniem stosunku plci utrzymywanego w hodowli fermowej (Bo-
NIN 2004). Zwierzeta podzielono losowo na dwie grupy: kontrolng i do$wiadczalna.
W ich sktad wchodzito po pigé powtdrzen. Kazde z powtdrzen stanowit zotw utrzymy-
wany indywidualnie. Opracowano akwaterraria spetniajace potrzeby biologiczne zwie-
rzat. Byly to zbiorniki wykonane z PCV o pojemnosci 90 1, wypeklione 40 1 wody.
Ogrzewanie stanowily promienniki ciepta o mocy 40 W. W celu zapewnienia zwierzg-
tom mozliwosci wygrzewania si¢ pod nimi zamontowano rampy ze spienionego PCV.
Przez caty okres utrzymania zwierzat stosowano program $wietlny: 12 h $wiatta i 12 h
ciemnosci. Zotwie poddano miesigcznemu okresowi aklimatyzacji (okres wstepny),
w ktorego trakcie nie otrzymywaly do pokarmu i wody Zzadnych dodatkéw. W celu
ujednolicenia mikroflory zotwi z kazdego zbiornika pobierano proby wody przed jej
wymiang a nastepnie po czyszczeniu akwaterrariow, i mieszaning préb dodawano do
wody $wiezej. W okresie wlasciwym doswiadczenia, trwajacym 14 dni, w grupie do-
$wiadczalnej zastosowano preparat probiotyczny BioPlus 2B zawierajacy: Bacillus
licheniformis CH 200: DSM 5749 i Bacillus subtilis CH 201: DSM 4750 w iloSci
3,2x10° JTK w 1 g preparatu — po 1,6x10° JTK w 1 g kazdego ze szczepow. Probiotyk
byt podawany doustnie w ilosci 1 g/kg przygotowanej karmy, jako sktadnik Zelatyno-
wych kostek. Zwierzeta byly karmione codziennie, ad libitum. Po okresie wlasciwym
doswiadczenia ze zbiornikow, w ktorych przebywaty, pobrano proby wody o objetosci
200 ml, ktore nastgpnie homogenizowano w stomacherze Masticator Basic firmy In-
struments. Pobrane 1-mililitrowe proby stuzyly do posiewow mikrobiologicznych pro-
wadzonych na wybidrczych podiozach. Do wykonania posiewoéw uzyto nastepujacych
podtozy: Oxoid Nutrient Agar (CM0003B), Oxoid Yeast and Mould Agar (CM0920B),
Oxoid MacConkey Agar (CM0007B), Oxoid MRS Agar (De Man, Rogosa, Sharpe)
(CM0361B), Oxoid Columbia Agar z dodatkiem krwi baraniej (CM0331), Oxoid Sorbitol
MacConkey Agar (CM0813). Doswiadczenie przeprowadzono za zgodg Lokalnej Ko-
misji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierze¢tach w Poznaniu (nr pozwolenia: 31-2009).

Wyniki

Wyniki badan przedstawiono w tabeli 1. W wodzie pochodzacej z akwaterrariow
stwierdzono obecnos$¢ potencjalnie chorobotwodrczych drobnoustrojéw nalezacych do
rodziny Enterobacteriaceac. W grupie doswiadczalnej stwierdzono tendencje wzrostowa
(W poréwnaniu z grupg kontrolng) ogdlnej liczby bakterii tlenowych i bakterii fermen-



4

Rawski M., Szczyrkowska A., Sypniewski J., Kieroficzyk B., Skalski B., Jozefiak D., 2012. Ocena wptywu doustnego
podawania Bacillus licheniformis CH 200: DSM 5749 i Bacillus subtilis CH 201: DSM 4750 na rozwdj i sktad mikro-
flory przewodu pokarmowego z6twi czerwonolicych ( 7rachemys scripta elegans) na podstawie zmian jakosciowych
wody w akwaterrariach. Nauka Przyr. Technol. 6, 3, #55.

Tabela 1. Wzrost wybranych grup drobnoustrojéw na podtozach selektywnych (log JTK w 1 ml
wody)
Table 1. Growth of chosen groups of microorganisms on selective substrates (log CFU per 1 ml of
water)

Grupa — Treatment
Drobnoustroje
Microorganisms kontrola B. llchemformls CH 200: DSM 5749
control B. subtilis CH 201: DSM 4750
Bakterie tlenowe facznie 3,81 5,57
Total aerobic bacteria
Plesnie i drozdze 5,56 5,56
Yeasts and moulds
Enterobacteriaceae 5,11 5,02
Escherichia coli O157:H7 4,90 4,73
Bakterie fermentacji mlekowej 4,40 5,30
Lactic acid bacteria
Bakterie o duzych wymaganiach pokarmowych 5,56 5,70
Bacteria with high nutritional requirements

tacji mlekowej oraz ogolnej liczby bakterii o duzych wymaganiach pokarmowych. Nie
obserwowano zmian ilosciowych w przypadku plesni i drozdzy. Po zastosowaniu prepa-
ratow probiotycznych odnotowano tendencj¢ do zmniejszania si¢ koncentracji bakterii
o duzych wymaganiach pokarmowych oraz koncentracji i czgsto§ci wystepowania bak-
terii Escherichia coli serotyp O157:H7. Po zastosowaniu diety zawierajacej dodatek
probiotyczny nosicielami tych bakterii pozostaly trzy zwierzeta (60%), natomiast
w grupie kontrolnej — wszystkie osobniki.

Dyskusja

Poj¢cie probiotyku zostato uzyte w 1965 roku przez LILLY i STILLWELL jako prze-
ciwienstwo antybiotyku. Obecnie powszechnie akceptowana jest definicja FAO/WHO
okreslajgca probiotyki jako ,,zywe drobnoustroje, ktére podawane w odpowiednich
ilosciach wywieraja korzystny efekt zdrowotny” (FULLER 1991, GUIDELINES... 2002).
Za gtowne funkcje kultur bakterii probiotycznych uznaje si¢ produkcje substancji anty-
bakteryjnych, tj.: kwaséw organicznych, nadtlenku wodoru, bakteriocyn; zdolnos¢ ad-
hezji do nabtonka jelit; stymulacj¢ wydolnosci systemu immunologicznego; zwigksze-
nie wykorzystania paszy poprzez wydzielanie enzyméw hydrolitycznych (SLIZEWSKA
1 IN. 2006). Preparaty probiotyczne sa szeroko stosowane w zywieniu wielu gatunkow
zwierzat gospodarskich i amatorskich, jako czynniki poprawiajace wyniki odchowu
oraz stabilizujace endogenng mikroflore jelitowa (FULLER 1991, SLIZEWSKA i IN. 2006).
W Polsce stwierdzano nosicielstwo roznych patogendow, w tym Salmonella typhimu-
rium, Pseudomonas fluorescens, Corynebacterium spp. i Staphylococcus spp., u gadow
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(ZAIACZKOWSKI 2001), natomiast brakuje informacji o doswiadczeniach na zywych
zwierz¢tach majacych na celu poznanie mozliwosci zmniejszenia kolonizacji tych pato-
gendw w przewodzie pokarmowym, jak i srodowisku zycia zo6twi. Doustne podawanie
spordw: Bacillus licheniformis CH 200: DSM 5749 i Bacillus subtilis CH 201: DSM
4750 prawdopodobnie spowodowato zasiedlenie przewodu pokarmowego z6twi bakte-
riami probiotycznymi. Zalozenie to moga potwierdza¢ tendencje wzrostowe ogodlnej
liczby bakterii i liczby bakterii fermentacji mlekowej, a takze bakterii o duzych wyma-
ganiach pokarmowych w akwaterrariach. Z kolei tendencje do zmniejszania si¢ liczby
potencjalnie chorobotwoérczych Enterobacteriaceaec moga dowodzi¢ ich kompetycyjnego
wypierania ze sktadu mikroflory przewodu pokarmowego przez bakterie probiotyczne.
Zjawisko to moze zachodzi¢ w drodze konkurencji z patogenami o zasoby pokarmowe
i nisz¢ Srodowiskowa, produkcji substancji o dziataniu antybiotycznym, wzmocnienia
uktadu odpornosciowego zwierzgcia lub polaczonego dziatania powyzszych czynnikow
(LLoyD i IN. 1974). Kompetycyjne wypieranie bakterii patogennych przez bakterie
o pozytywnym dla zdrowia dziataniu wielokrotnie stwierdzano w przypadku zwierzat
gospodarskich i ludzi (FULLER 1991, CALLAWAY i IN. 2008). Wydaje si¢, ze w prze-
prowadzonych do$wiadczeniach szczeg6lng uwage nalezy zwrdci¢ na stwierdzong ten-
dencj¢ do ograniczania koncentracji i wystepowania bakterii Escherichia coli serotyp
O157:H7. Efekt ten jest zgodny z wczes$niejszymi badaniami prowadzonymi nad dzia-
faniem probiotykow na ten patogenny serotyp w przypadku zwierzat gospodarskich
(BRASHEARS i IN. 2003). W USA notuje si¢ rocznie okoto 73 000 przypadkow zacho-
rowan spowodowanych tym szczepem (MEAD i IN. 1999). Dodatkowo w dostepnej
literaturze brakuje informacji o nosicielstwie tego szczepu przez zétwie wodno-ladowe.
Zmniejszenie koncentracji i eliminacja potencjalnie patogennych bakterii z przewodu
pokarmowego i Srodowiska zycia z6twi ma duze znaczenie dla bezpieczenstwa terrary-
stow. Jednym z gléwnych dotad stosowanych sposobdéw walki z nosicielstwem paleczek
Salmonella przez zoétwie wodno-ladowe jest dezynfekcja jaj wylegowych. Stosuje si¢
réwniez kapiele jaj i mtodych z6twi w preparatach zawierajacych podchloryn sodu oraz
antybiotyk — gentamycyn¢ (D’AOUST i1 IN. 1990, SHANE i IN. 1990). Zwigkszajaca si¢
opornos$¢ pateczek Salmonella na dziatanie antybiotykow powoduje konieczno$é szuka-
nia nowych $rodkow do zwalczania nosicielstwa patogenow. D’AOUST i IN. (1990)
dowiedli, ze nawet 81% szczepoéw Salmonella obecnych u z6twi moze by¢ opornych na
dziatanie gentamycyny. Obserwowano rowniez brak wrazliwosci na erytromycyne,
tetracykling i1 sulfadiazyn¢ (SHANE i IN. 1990). Wyniki badan prowadzonych z zastoso-
waniem komercyjnego preparatu Baquacil®, zawierajacego w swoim sktadzie wodny
chlorek poliiminoimidokarbonyliminoheksametylenu, wskazuja na mozliwo$¢ zmniej-
szenia koncentracji patogené6w w wodzie pochodzacej ze zbiornikow hodowlanych
z z6twiami (MITCHELL i IN. 2005, ZACHARIAH 2007). W USA prowadzi si¢ badania
dotyczace ograniczenia wystepowania patogendow u zwierzat o dlugosci ponizej 4 cali
(10,2 cm), gdyz wtasnie tej wielkosci zotwie trafiajg do obrotu na tamtejszym rynku
zoologicznym (ZACHARIAH 2007). Do tej pory brakuje informacji na temat metod zapo-
biegania nosicielstwu bakterii zoonotycznych u zétwi dorostych. Przeprowadzone do-
swiadczenia wskazuja na mozliwo$¢ zakazen ludzi bakteriami potencjalnie chorobo-
tworczymi po kontakcie nie tylko z zétwiami czerwonolicymi (Trachemys scripta ele-
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gans), lecz takze z woda z akwaterrariow. Z powyzszych wzgledow wydaje si¢ ko-
nieczne prowadzenie dalszych badan nad metodami ograniczania presji organizmow
chorobotworczych w hodowlach zétwi wodno-ladowych.

Whioski

1. Zotwie czerwonolice hodowane w Polsce sa nosicielami potencjalnie chorobo-
tworczych drobnoustrojow, a podawanie probiotykéw moze pomoéc w redukceji ich li-
czebnos$ci w akwaterrariach.

2. W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono wystepowanie w akwaterrariach
bakterii Escherichia coli serotyp O157:H7, co wskazuje na konieczno$¢ doktadnego
poznania mikroflory uktadu pokarmowego z6twi wodno-lagdowych.
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EVALUATION OF EFFECT OF ORAL APPLYING

OF BACILLUS LICHENIFORMIS CH 200: DSM 5749

AND BACILLUS SUBTILIS CH 201: DSM 4750 ON DEVELOPMENT

AND COMPOSITION OF RED-EARED SLIDER’S (TRACHEMYS SCRIPTA
ELEGANS) INTESTINAL MICROFLORA

BASED ON WATER QUALITY CHANGES IN AQUATERRARIUMS

Summary. Frequent cases of bacterial infections caused by contact with semi-aquatic turtles and
water from their thanks had been reported in US, Japan and many other countries. In Poland the
topic of microbiological hazard associated with reptile keeping is very rarely discussed. Even less
is mentioned about eventual impact of probiotics as factors limiting the colonization and presence
of harmful Enterobacteriaceae. The aim of the study was to investigate the microbiological threat
related to turtles and tortoises; evaluating the use of probiotics to reduce intestinal pathogenic
microflora of red-eared sliders, which is potentially hazardous to humans. The results of the study
suggest that tank water is the potential reservoir of pathogenic microorganisms. Oral application
of probiotics containing the Bacillus licheniformis CH 200: DSM 5749 and Bacillus subtilis CH
201: DSM 4750 resulted in building a probiotic population in turtle gastrointestinal tract. It af-
fected the water microflora in aquaterrariums by increasing the total number of bacteria, including
lactic acid bacteria. Reduction of the presence and quantity of Escherichia coli serotype O157:H7
seems also to be relevant.

Key words: red-eared slider, microflora, probiotics
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