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Properties of bacterial microflora isolated from bat guano
Summary

Bats live in niches close to human surroundings. Pathogenic viruses, bacteria and fungi may be transferred
from bats to humans. The purpose of these studies were the isolation and characterization of bacteria present
in bat feces. The examinations were conducted on feces collected from the following bat species: Myotis myotis,
Pipistrellus nathusii, Eptesicus serotinus and Vespertilio murinus. Some species of bat intestinal bacteria, such
as: Enterobacter sp., Hafnia alvei, were identified. Gram-negative rods dominated in bat feces. The amounts of
bacterial cells were in the range of 0.5x10%-5x10°g feces. The antibiotic resistance analysis revealed that 23%
of staphylococci were methicillin resistant. MRSA and methicillin-resistant S. sciuri strains were identified.
Numerous bacteria isolated from bat feces gave evidence of proteolytic and haemolytic activities.
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Nietoperze (Chiroptera) sa drugim pod wzglgdem
liczebnosci rzedem ssakow, obejmujacym okoto 1000 ga-
tunkow (5). Mikroflora odchodow nietoperzy nie jest czes-
tym przedmiotem badan. Wydaje sig¢ to jednak istotnym
medycznie zagadnieniem ze wzglgedu na doniesienia
o0 udziale nietoperzy w zakazeniach ludzi m.in. wsciek-
lizna, SARS (zespot ostrej cigzkiej niewydolnosci od-
dechowej — Severe Acute Respiratory Syndrome) czy
Histoplazma capsulatum (7, 8, 15). We WCZGSHIGJSZ}’Ch
pracach wykazano m.in., Ze guano nietoperzy moze by¢
zrodlem grzybow z rodzaju Histoplazma (7, 8). Nletope—
rze wykazuja znaczng zdolno$¢ do synantropizacji i syn-
urbanizacji 1 chgtnie zasiedlajg strychy budynkow; np.
Myotis myotis zamieszkuje poddasza starych domow;
funkcjonuje nawet termin ,,nietoperz domowy” (5, 15).

W Polsce wystepuje 21 gatunkdw nietoperzy reprezen-
tujacych dwie rodziny: mroczkowate (Vespertilionidae)
ipodkowcowate (hanolophzdae) Wszystkie krajowe ga-
tunki sa owadozerne i zyja w wigkszosci w bezposred-
nim otoczeniu cztowieka (5, 9). W jelitach Chiroptera
wystepuja przede Wszystklm bakterie laktozo-dodatnie
(12). Interesujacym jest, ze nie notuje sig istotnych roz-
nic w mikroflorze jelitowej nietoperzy owadozernych
i owocozernych, mimo catkowicie odmiennej bazy po-
karmowej. U obu tych grup ssakéw izoluje sig: E. coli
(15-24%), Citrobacter (8-10%), Proteus (28-30%), Clos-

*) Badania finansowane z badan statutowych Akademii Swigtokrzyskiej
nr BS 25/S/06 oraz z programu IRTP Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiad-
czalnej PAN we Wroctawiu.

tridium (3-9%), Enterococcus (8-16%), bakterie grup
Enterobacter-Klebsiella (40-43%) i Klebsiella-Aerobac-
ter-Serratia (18-44%) oraz Hafnia, a takze Proteus. Poza
tym spotykane sa takze: Lactobacillus ssp., Corynebac-
terium ssp., Staphylococcus ssp., Micrococcus ssp., Lis-
teria ssp., Bacillus ssp., Yersinia ssp., Shigella flexneri
czy Pseudomonas fluorescens (7, 12, 13).

Badania mikroflory nietoperzy owadozernych strefy
klimatu umiarkowanego wykazaty jej sezonowa zmien-
nos¢ ilosciowa i1 jakosciowa (13). Pigcdziesiat procent
bakterii Gram-dodatnich, izolowanych z otworu odbyto-
wego owadozernych nietoperzy bylo opornych na anty-
biotyki -laktamowe i linkozamidy (linkomycyna, mety-
cylina, ampicylina, amoksycylina) oraz cefalosporyny
o szerokim spektrum aktywnosci (ceftazydym). Z kolei,
25% bakterii Gram-ujemnych okazato si¢ odpornych na
ceftazydym, natomiast okoto 90% bylo wrazliwych na
aminoglikozydy i tetracykliny (neomycyna, gentamycy-
na, streptomycyna, oksytetracyklina) (13).

Bakterie takie jak E. coli czy Enterococcus spp. w od-
chodach zyja dluzej niz 19 tygodni, przy temperaturze
9-21°C (10). Dlatego tez podjeto probe analizy mikrobio-
logicznej odchodow nietoperzy.

Celem badan byta analiza ilo$ciowa, charakterystyka
wybranych cech biochemicznych oraz okreslenie antybio-
tykooporno$ci mikroflory izolowanej z odchodow nieto-
perzy nalezacych do gatunkow: Myotis myotis (nocek
duzy), Pipistrellus nathusii (karlik wigkszy), Eptesicus
serotinus (mroczek pozny) i Vespertilio murinus (mroczek
posrebrzany).
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Tab. 1. Analiza iloSciowa i jakoSciowa mikroflory izolowanej z guana M. myotis,
P, nathusii, E. serotinus i V. murinus

(guano) czterech gatunkow nietoperzy: Miejsce L : -
Mpyotis myotis, Pipistrellus nathusii, Epte- n?;:)upn;:a poboru l']v::::?i; wlalc;b:d::):::ieér\lrll* Zidentyfikowane szczepy
sicus serotinus 1 Vespertilio murinus. Pro- materiatu
by pobierano dwukrotnie: 30.05.2003 r. Hafnia alvei
128.07.2003 r. Odchody Myotis myotis po- Leclercia adecarboxylata
chodzity ze strychu kosciota w Sulejowie maj 2,5 x10° Enterobacter amnigenus
(wojewodztwo todzkie), natomiast guano Myotis Enterococcus caseliflavus
Pipistrellus nathusii, Eptesicus serotinus | muotis Sulejow Cliiheuciiaied
i Vespertilio murinus oraz proba kontrolna Escherichia fergusonii
(pozbawiona guana) — ze strychu bylej lipiec 2.9 x 104 Staphylococcus aureus (3 szczepy)
szkoty w miejscowosci Golesze Mate (wo- Enterococcus faecium
jewoddztwo todzkie). Pobrano takze odcho- L
dy Eptesicus serotinus ze strychu szkoty maj 2.6 x 105 Staphylococcus aureus (7 szczep6w)
w miejscowosci Dabrowka (wojewodztwo | Pipistrellus | o Enterococcus faecium
todzkie). nathusii i 05x106 | Citrobacter farmeri
W badaniach uzywano podtozy: bulion plec ’ Enterobacter cloacae (3 szczepy)
1agar wzbogacony (Biomed), MacConkey . 4 Enterococcus galinarum
agar (Graso), mannitol salt agar (Graso), 13} 7,6 x10 Staphylococcus aureus
Sabourgud agar (Graso), Mueller-Hinton Golesze B Ry 0eoceus et
agar (Biomed), agar krwawy (5% krew ba- | Eptesicus lipiec 4,9 x 108 | Escherichia fergusonii
rania) (Emapol) oraz agar wzbogacony | serotinus Klebsiella sp.#
uzupehiony 10% odthuszczonym mlekiem. mai nie badano
Szczepy bakterii izolowano z dwdch Dabréwka g
probek (oznaczone jako pl — maj, p2 — li- lipiec 2,7 x 108
piec), hodowano w warunkach tlenowych, _ + | Enterobacter cloacae
%% temperaturze +37OC prZeZ 18-24 h, Vespeﬂl’la Golesze maj 7’3 x 10 Enterobacter sp#
+22°C — trzy dni i +5°C w czasie siedmiu | murinus lini 5
dni. piec 1,9 x 10 Enterobacter cloacae (2 szczepy)
Dla okreslenia przynalezno$ci systema- Kontrola Golesze maj 2,0 x 104 Enterobacter cloacae

tycznej wyizolowanych bakterii uzywano
automatycznego systemu do szybkiej iden-
tyfikacji VITEK (bioMeriéux) oraz zesta-
wu do identyfikacji ENTEROtest 24 (PLIVA-Lachema, Cze-
chy). Wyizolowanym szczepom nadawano oznaczenia wg na-
stepujacego klucza: gatunek nietoperza (Mpos — mroczek po-
srebrzany, Nd — nocek duzy, Kw — karlik wigkszy, Mpo6z —
mroczek pozny), termin poboru proby (pl — maj, p2 — lipiec)
cyfra rzymska — liczba porzadkowa wyizolowanego szczepu.

W oznaczaniu wrazliwo$ci wyizolowanych bakterii (me-
toda dyfuzyjno-krazkowa) uzyto krazkow antybiotykowych
i chemioterapeutykowych (Sensi-Disc, Becton, Dickinson and
Company), dobierajac je do analizowanych szczepdéw zgod-
nie z rekomendacjami podanymi w pracy (6).

Oceniono réwniez aktywno$¢ proteolityczng badanych
szczepow bakterii, stosujac podtoze state uzupelnione mle-
kiem odttuszczonym i test azokazeinowy. Aktywno$¢ hemo-
lityczna okreslono na ptytkach z krwia barania.

Wyniki i omowienie

Liczba bakterii wyizolowanych z odchodow Myotis
myotis, Pipistrellus nathusii, Eptesicus serotinus i Vesper-
tilio murinus ro6znila si¢ zaleznie od pory pobrania mate-
riatlu 1 gatunku nietoperza (tab. 1). Zmiennos$¢ sezonowa
widoczna byla takze w skladzie jakosciowym flory bak-
teryjnej. Czestos¢ izolacji drobnoustrojow z rodzaju Sta-
phylococcus 1 Enterococcus byla wigksza wiosna niz la-
tem. Podobna zalezno$¢ wykazano wcze$niej (13).

W guanie badanych nietoperzy, wystgpowaly takze
szczepy grzybow, szczegodlnie w probach pobieranych
w lipcu (dane nie prezentowane). W zadnej z badanych
probek nie wykryto obecnosci promieniowcow.

Objasnienia: * — warto$§¢ przyblizona, # — prawdopodobna identyfikacja

Wyizolowano 95 szczepow bakterii, z czego 8 charak-
teryzowato si¢ zdolno$ciag wzrostu w szerokim zakresie
temperatur od +37°C do +5°C. W przypadku dwoch szcze-
poéw (Mpos.p2.VIII i Nd.p1.VIII) zaobserwowano wydzie-
lanie barwnika fluoryzujacego w $wietle ultrafioletowym.

Wsrdd badanych bakterii 47 szczepow charakteryzo-
walo si¢ zdolnos$cia do rozktadu biatek mleka (tab. 2).
Ilosciowa oceng aktywnosci proteolitycznej (test azo-
kazeinowy) przeprowadzono dla 23 szczepdéw bakterii
o zréznicowanej zdolno$ci do rozktadu biatek mleka. [los¢
jednostek enzymatycznych wynosita od 0,34 U/ml dla

Tab. 2. Szczepy bakterii izolowanych z guana M. myotis,
P. nathusii, E. serotinus i V. murinus wykazujace wlasciwosci
proteolityczne i hemolityczne

llosé Procent
Aktywnos$é Stopien badanych s::g:eg‘l” szczepow
szczepow p 0 obu cechach
+++ 8,46
Proteolityczna ++ 95 5,64
+ 30
10
a 29
Hemolityczna B 53 34
Y 37

Objasnienia: +++ — strefa hydrolizy mleka > 2 cm; ++ — strefa
hydrolizy mleka 2-3 cm; + — strefa hydrolizy mleka <3 cm
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E. cloacae (Pr ,,0”) do 4,33 U/ml dla S. sciuri
(Mp6z.p2.X). W przypadku czterech szczepow
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Tab. 3. Wzory lekoopornosci 42 szczepow bakterii izolowanych z gua-
na nietoperzy

warto$¢ uzyskana w tescie azokazeinowym wy- Antybiotvk :

, - . , 2 ntybioty Liczba
raznie odbiegata od wyniku uzyskanego w tescie am | caz | atw | e | am | 76 | ¢ £ | na | cp | szczepow
ptytkowym. Prawdopodobnie wynika to ze spe-
cyficznos$ci substratowej enzymow proteolitycz- | R ) R ) S S ) S I S |7 (16)
nych. Kinetyka wydzielania proteaz przeprowa- | R S S S ) S ] R S S |5 (1)
dzona dla S. sciuri nie by%’a’ skorelowana z faza | g S S S S S N R S s |4 ()
wzrostu bakterii. Aktywnos$¢ hemolityczng zaob- | a , i,
serwowano w przypadku 65% badanych szcze- S S S S S S8 @
péw (tab. 2). Badania biochemiczne wykazaly, | R $ R $ $ $ $ $ $ s |2 (4
ze 65% szczepow bakterii izolowanych z odcho- I ) R S S ) S R I S |2 (@
dow nietoperzy posiadato whasciwosci hemoli- | ¢ R R S | S S s R L2
tyczne, za§ 54% — proteolityczne.

W badaniach okre§lono rowniez oporno$¢ wy- g s i J 5 2 2 i s s 12 @
1zolowanych szczepow na antybiotyki 1 chemio- I $ § § § $ § R $ 2 4
terapeutyki. Wedlug wzorow lekoopornosci ok. unikalne wzory antybiotykooporno$ci 13 (30)

70% badanych szczepoéw (o nieustalonej przyna-
lezno$ci systematycznej) mozna byto przypisaé
do jednego z dziewigciu wzordéw lekoopornosci
(tab. 3). Szczepy te byly oporne na ampicyling,
aztreonam i erytromycyng. Nie wykazano wsrod
tych szczepow opornosci na imipenem, gentamy-
cyng, ciprofloksacyng, tetracykliny i chloramfe-
nikol. Nastgpnie (tab. 4) analizowano lekoopornos¢ bak-
terii, stosujac zestawy antybiotykow zalecane dla danej
grupy bakterii (6). Wykazano, ze szczepy z rodzaju Sta-
phylococcus, w tym §. sciuri (Mp06z.p2. X) sa oporne na
oksacyling, co jest rtOwnoznaczne z opornoscig na mety-
cyling (6). Wedtug danych pisSmiennictwa, S. sciuri jest
naturalnym zrodtem gendw mecA, ktore na skutek hory-
zontalnego transferu moga by¢ rozprzestrzeniane (16,19).

Rownie istotne wydaje si¢ wykrycie szczepow Enterococ-
cus o obnizonej wrazliwosci na wankomycyne (np. E. cas-
seliflavus — Nd.pl1. X1V, E. gallinarum — Mp6z.p1.111,
E. faecium — Kw.p1.XIV). Mozna spekulowac, ze cecha
ta u tych szczepdw zwiazana jest z wystegpowaniem genu
vanC. Obecno$¢ tego genu uwaza si¢ za charakterystycz-
na dla E. gallinarum i E. casseliflavus/flavescens (5, 11).
Oporne na wankomycyng szczepy Enterococcus wykry-
wano juz wezesniej w odchodach zwierzat (1, 2, 4, 14,
17). Sa tez dane sugerujace mozliwos$¢ przenoszenia si¢
wankomycynoopornych Enterococcus spp. ze zwierzat na
ludzi (14).

Wystepowanie nietoperzy w bezposrednim sasiedztwie
cztowieka uzasadnia celowo$¢ badania mikroflory odcho-
doéw tych zwierzat. Moga one stanowi¢ zrodto drobno-
ustrojow chorobotworczych dla cztowieka oraz rezerwu-
ar genow wielorakiej opornos$ci na antybiotyki, zdolnych
do transferu na bakterie chorobotworcze dla ludzi.
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Tab. 4. Wzory lekoopornosci bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich, izolowanych z guana nietoperzy

L. adecarhoxylata (Nd.p1. XII)
E. fergusonii (Nd.p2. Il)

H. alei (Nd.p1. IX)

Nd.p1. VIIl, Mpos.p2. Vil
Mpéz.p2. XII

Mpos.p1. lll

Pateczki Gram-ujemne

[~ - T - B - B - B V]

E. amnigenus (Nd.p1.XIll), E. cloacae (Pr ,,0”)

E. casseliflavus (Nd.p1.XIV), E. gallinarum (Mp6z.p1.111),
Kw.p1. VI, Kw.p2. IV

E. faecium (Kw.p1.XIV) |

Enterococcus sp.*
Mp6zZ.p2. VI, Mpos.p2. VI

S

] S

Mpoz.p2. IX R )
Mp6z.p2. XIll R S

w v oy »n

Kw.p1. IV | |
Kw.p1. Vil |
S. aureus (Mp6Z.p1. VIII), Mpos.p2. V |
Mpoz .p2.1l, MpéZ.p2. V

- »
W »n

S. aureus (Kw.p1.1X)
Kw.p1. VI, Mpos.p1. |

R
R
R
Staphylococcus sp.
S. sciuri (MpoZ.p2. X) R
)
S
S

w »n w»
w »» w»

Nd.p2. I, Kw.p1. 1l
Nd.p2. V
Mpoz.p1. IV

S. aureus (Nd.p2.VIl, Nd.p2.X, Nd.p2.XI, Kw.p1.X,
Kw.p1.XIIl, Kw.p1.XIl), Nd.p2.IV, Mpos.p2.VIl, Mpos.p1.IX

[ B - B - B - - - B - B N 7 ]
»w »w v v I v W L LN

(7]
(7]
n
n
wn

S. aureus (Kw.p1. XI), Mp6z.p2. VII, Kw.p2. | S S S |

(7]

Nd.p2. Il |
Nd.p2. VI S
Kw.p1. 1l R
Kw.p1. V S
Kw.p2. Il |
Mpoz.p1. | |
Mpos.p1. IV R
Mpos.pi. X R R R |

Gram-dodatnie
laseczki i ziarniaki*

[ n v v LN N O»n

Objasnienia: S — wrazliwy; R —oporny; I — §redniowrazliwy; AM —ampicylina (reprezentatywne dla amoksycyliny); AmC — amoksy-
cylina/kw. klawulanowy; CF — cefalotyna (reprezentatywne dla cefaleksyny, cefradyny, cefakloru i cefadroksylu); CTX — cefotaksym;
CXM - cefuroksym; GM — gentamycyna; FEP — cefepim; CFP — cefoperazon; NN — tobramycyna; AN — amikacyna; TZP — pipera-
cylina/tazobaktam; CIP — ciprofloksacyna; OX — oksacylina; TE — tetracyklina; CC — klindamycyna; E — erytromycyna; SXT —
trimetoprim/sulfametoksazol; VA —wankomycyna; Pe — penicylina; TEC —teikoplanina; LZD — linezoid; NA —kw. nalidiksowy; CIN
— cinoksacyna; TM — trimetoprim; * — Enterococcus sp. i szczepy o morfologii mikroskopowej przypominajacej Enterococcus sp.;
# — ziarniaki o morfologii mikroskopowej innej niz Enterococcus sp.



