
ENTERIC BACTERIA IN AQUATIC TURTLES

A T h e s i s  

P r e s e n t e d  t o  

The F a c u l t y  o f  t h e  D e p a r t m e n t  o f  B i o l o g y  

The C o l l e g e  o f  W i l l i a m  a n d  Mary  i n  V i r g i n i a

I n  P a r t i a l  F u l f i l l m e n t  

Of t h e  R e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  D e g r e e  o f  

M a s t e r  o f  A r t s

By

D a v i d  A l g e r  Gapp 

1 970



ProQ uest Number: 10625118

All rights reserved

INFORMATION TO ALL USERS 
The quality of this reproduction  is d e p e n d e n t  upon  th e  quality of th e  co p y  subm itted.

In th e  unlikely e v e n t th a t th e  author did no t send  a  c o m p le te  m anuscript 
an d  th e re  a re  missing p a g es , th e se  will b e  n o ted . Also, if m aterial h ad  to  b e  rem oved ,

a n o te  will ind icate  th e  deletion.

uest,
ProQ uest 10625118

Published by ProQ uest LLC (2017). Copyright of th e  Dissertation is held by th e  Author.

All rights reserved.
This work is p ro te c ted  against unauthorized copying under Title 17, United States C o d e

Microform Edition © ProQuest LLC.

ProQ uest LLC.
789 East Eisenhower Parkway 

P.O. Box 1346 
Ann Arbor, Ml 48106 - 1346



APPROVAL SHEET

T h i s  t h e s i s  i s  s u b m i t t e d  i n  p a r t i a l  f u l f i l l m e n t  o f  

t h e  r e q u i r e m e n t s  f o r  t h e  d e g r e e  o f  

M a s t e r  o f  A r t s

(jfappD a v i d  A lge /r  (jfapp

A p p r o v e d j  J a n u a r y  1970

1 l a r n e t t  R / l  B r o o k s  , P h .D .
^  U

I a n  P.  C a l l a r d ,  P h .D .

C a r l  W. V e r m e u l e n .  P h .D .



ACKNOWLEDGMENTS

The w r i t e r  w i s h e s  t o  e x p r e s s  h i s  a p p r e c i a t i o n  t o  

D r .  G. R. B r o o k s  f o r  h i s  g u i d a n c e  d u r i n g  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  a n d  f o r  

h i s . c r i t i c i s m s  d u r i n g  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  m a n u s c r i p t .  The 

a u t h o r  a l s o  w i s h e s  t o  a c k n o w l e d g e  t h e  a s s i s t a n c e  o f  D r .  C. W. V e r m e u l e n  

i n  t h e  m i c r o b i o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  t h e  p r o j e c t ,  a n d  D r .  I a n  P .  C a l l a r d  

f o r  h i s  c a r e f u l  r e a d i n g  a n d  c r i t i c i s m s  o f  t h e  m a n u s c r i p t .  The 

a s s i s t a n c e  o f  D r .  W e b s t e r  Van W i n k l e  i s  a l s o  a c k n o w l e d g e d  f o r  h i s  

h e l p  w i t h  s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y .

The c o o p e r a t i o n  o f  t h e  o f f i c i a l s  o f  P o c a h o n t a s  S t a t e  P a r k  

was g r e a t l y  a p p r e c i a t e d  a s  was t h e  h e l p  o f  Mr.  a n d  M rs .  J o s e p h  C o n r a t h  

i n  g a i n i n g  a c c e s s  t o  L a k e  P a s b e h e g h .



TABLE OF CONTENTS

P a g e

ACKNOWLEDGMENTS.........................................     i i i

L IST  OF T A B L E S ........................................................................................................................  v

ABSTRACT .................................................................................... . . . . .    v i

INTRODUCTION ...............................................................    2

MATERIALS AND METHODS ....................................................    4

RESULTS      8

D I S C U S S I O N .......................................................................................................................   14

APPENDIX . .  ........................................................................................................................  19

LITERATURE CITED . . .  ..............................................   25

iv



LIST OF TABLES

T a b l e  P a g e

1 .  Number o f  e n t e r i c  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f ro m
t h e  t u r t l e s  o f  B e a v e r  L a k e ............................................   9

2 .  Number o f  e n t e r i c  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f ro m
t h e  t u r t l e s  o f  L a k e  P a s b e h e g h  .................................... 10

3 .  Number  o f  c u l t u r e s  i s o l a t e d  p e r  e n t e r i c
g e n u s  f ro m  e a c h  s p e c i e s  o f  t u r t l e  
c o l l e c t e d  f ro m  B e a v e r  L a k e  a nd
L a k e  P a s b e h e g h .........................................................................  11

4 .  C h e c k l i s t  o f  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  among
a l l  t u r t l e s  s a m p l e d  .....................    13

v



ABSTRACT

E n t e r i c  b a c t e r i a  w e r e  i s o l a t e d  f ro m  t u r t l e s  o f  two l a k e s ,  

one  u n p o l l u t e d  a n d  one  c o n t a m i n a t e d  w i t h  human w a s t e s .  S i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  b e t w e e n  t h e  two s a m p l e s  o f  t u r t l e s  w i t h  

r e s p e c t  t o  t o t a l  e n t e r i c s  i s o l a t e d  a n d  d i s t r i b u t i o n  o f  e n t e r i c  t y p e  

The " n o r m a l "  e n t e r i c  f l o r a  was  f o u n d  t o  b e  c o m p o s e d  p r i m a r i l y  o f  

i n t e r m e d i a t e  c o l i f o r m s  w i t h  r e p r e s e n t a t i v e s  o f  o t h e r  e n t e r i c  g r o u p s  

a l s o  p r e s e n t .
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INTRODUCTION

Of t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  r e p o r t s  d e a l i n g  w i t h  t h e  i n t e s t i n a l  

b a c t e r i a  i n  r e p t i l e s ,  m o s t  h a v e  b e e n  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  d e t e c t i o n  

o f  m em bers  o f  t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e , i n  p a r t i c u l a r ,  S a l m o n e l l a , 

A r i z o n a , a n d  r e l a t e d  s p e c i e s .  I n t e r e s t  i n  r e p t i l e s  o r i g i n a t e d  f ro m  

t h e  s e a r c h  f o r  S a l m o n e l l a  w h i c h  w e r e  n o t  o f  human o r  d o m e s t i c ,  a n i m a l  

o r i g i n .  R e s e a r c h e r s  o f t e n  c o n c e n t r a t e d  t h e i r  s t u d i e s  i n  u n d e r ­

d e v e l o p e d  c o u n t r i e s  w h e r e  s a n i t a r y  c o n d i t i o n s  w e r e  l a c k i n g  o r  w h e r e  

r e p t i l e s  c o m p o s e d  a  p o r t i o n  o f  t h e  p e o p l e ' s  d i e t  ( M a r o j a  a n d  L o w e r y ,  

1 9 5 6 ;  M i l l e ,  e t  a l . , 1 9 5 9 ;  Z w a r t ,  1 9 6 2 ) .  As i n f o r m a t i o n  a c c u m u l a t e d ,  

t h e  d a t a  i n d i c a t e d  t h a t  r e p t i l e s  h a d  a  s t r o n g  c a p a b i l i t y  t o  s e r v e  

a s  v e c t o r s  o f  S a l m o n e l l a  a n d  A r i z o n a  ( F e y ,  e_t aJL , 1 9 5 7 ;  M i l l e ,  e_t aJL 

1 9 5 9 ;  E d w a r d s ,  e_t a_l. , 1 9 6 1 ;  Z w a r t ,  1 9 6 2 ;  Le M i n o r ,  e_t al_. , 1 9 6 6 ;  

B i g l a n d  a n d  F o x ,  1 9 6 6 ) .  T u r t l e s ,  i n  p a r t i c u l a r ,  w e r e  f o u n d  t o  h a r b o r  

p a t h o g e n i c  f o r m s  f o r  g r e a t  l e n g t h s  o f  t i m e  w i t h  no a d v e r s e  e f f e c t s  t o  

t h e  h o s t  ( K i e s e w a l t e r , e j t  aT .  , 1 9 6 0 ;  B o y c o t t ,  1 9 6 2 ;  Dimow, 1 9 6 6 ;  Ozek  

ejt a l .  , 1 9 6 7 ;  R u d a t ,  e_t al_. , 1 9 6 7 ) .

W i t h  t h e  i n c i d e n c e  o f  s a l m o n e l l o s i s  h a v i n g  t r i p l e d  i n  t h e  

U n i t e d  S t a t e s  b e t w e e n  1947 a n d  1964  (Kaufm ann  a n d  M o r r i s o n ,  1 9 6 6 ) ,  

A m e r i c a n  e p i d e m i o l o g i s t s  b e g a n  t o  s e a r c h  f o r  new n o n - h u m a n  r e s e r v o i r s  

o f  S a l m o n e l l a . B r i t i s h  w o r k e r s ,  h o w e v e r ,  w e r e  t h e  f i r s t  t o  a s s o c i a t e  

a  p o r t i o n  o f  t h e  p r o b l e m  w i t h  p e t  t u r t l e s .  E v i d e n c e  i n d i c a t e d  t h a t  

t h e  o c c u r r e n c e  o f  e n t e r i c  p a t h o g e n s  i n  t u r t l e s  c o n s t i t u t e d  a  h e a l t h  

h a z a r d  (Newman,  1 9 6 6 ;  Mann a n d  B j o t v e d t ,  19 6 7 ;  Mann a n d  E a t o n ,  1 9 6 7 ) .



As a  r e s u l t  o f  t h e  i n t e n s i f i e d  s t u d i e s  o f  p a t h o g e n i c  b a c t e r i a  

i n  t u r t l e s ,  t h e  e p i d e m i o l o g i c  r o l e  o f  t h e s e  a n i m a l s  h a s  b e e n  w e l l  

e s t a b l i s h e d  (K a u fm a n n ,  1 9 6 6 ;  a n d  Kaufm ann  a n d  M o r r i s o n ,  1 9 6 6 ) .  B u t ,  

i n  t h e  e a g e r n e s s  t o  e s t a b l i s h  t h e  p r e s e n c e  o f  p a t h o g e n s  a n d / o r  t o  

i s o l a t e  a n d  i d e n t i f y  new s e r o t y p e s ,  b a c t e r i o l o g i s t s  h a v e  f a i l e d  t o  

e l u c i d a t e  t h e  r o l e  o r  d e f i n e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  o v e r a l l  b a c t e r i a l  

f l o r a  f o u n d  i n  t u r t l e s .  T h i s  s t u d y  w i l l  a t t e m p t  t o  d e f i n e  t h e  t y p i c a l  

e n t e r i c  f l o r a  o f  a q u a t i c  t u r t l e s  f r o m  p o l l u t e d  a nd  n o n - p o l l u t e d  

s o u r c e s  w i t h  t h e  i d e a  o f  e s t a b l i s h i n g  t h e  e f f e c t  o f  t h e  e x t e r n a l  

e n v i r o n m e n t  a s  r e f l e c t e d  by  t h e  i n t e s t i n a l  f l o r a .  From t h e  c o m p a r ­

i s o n  o f  t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  o f  t h e s e  two g r o u p s ,  i t  i s  h o p e d  t h a t  

t h e  t y p i c a l  e n t e r i c  f l o r a  c a n  b e  d e f i n e d  a n d  t h a t  t h e  v e c t o r  a c t i v ­

i t i e s  o f  t u r t l e s  c a n  b e  e l u c i d a t e d .



MATERIALS AND METHODS

A q u a t i c  t u r t l e s  w e r e  l i v e  t r a p p e d  f r o m  two l o c a t i o n s  s e l e c t e d  

w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  d e g r e e  o f  w a t e r  p o l l u t i o n  a s  i n d i c a t e d  by  t h e  

m o s t  p r o b a b l e  n u m b e r  (MPN) o f  c o l i f o r m  o r g a n i s m s  p e r  100  ml o f  w a t e r .  

C o l i f o r m s  i n c l u d e  a l l  t h e  a e r o b i c  a n d  f a c u l t a t i v e  a n a e r o b i c ,  n o n ­

s p o r e - f o r m i n g ,  g r a m - n e g a t i v e  r o d s  w h i c h  f e r m e n t  l a c t o s e  w i t h  g a s  p r o ­

d u c t i o n  w i t h i n  48 h o u r s  a t  35°C ( G e l d r e i c h ,  1 9 6 6 ) .  B e a v e r  L a k e  i n  

P o c a h o n t a s  S t a t e  P a r k ,  C h e s t e r f i e l d  C o u n t y ,  V i r g i n i a ,  s e r v e d  a s  t h e  

n o n - p o l l u t e d  s o u r c e  w i t h  a  c o l i f o r m  c o u n t  o f  5 5 0 .  L a k e  P a s b e h e g h ,

J a m e s  C i t y  C o u n t y ,  V i r g i n i a ,  w i t h  a  c o l i f o r m  c o u n t  o f  1 7 , 0 0 0 - 1 9 , 0 0 0 ,  

s e r v e d  a s  t h e  p o l l u t e d  s o u r c e .  T h i s  l a k e  h a s  p e r i o d i c  i n f l u x e s  o f  

human w a s t e s  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  m a l f u n c t i o n i n g  s e p t i c  f i e l d s  i n  t h e  

s u r r o u n d i n g  h o u s i n g  d e v e l o p m e n t .

B o t h  b o t t o m  d w e l l i n g  a n d  s u r f a c e  d w e l l i n g  t u r t l e s  w e r e  t r a p p e d  

t o  i n s u r e  s a m p l i n g  o f  p o s s i b l e  v e r t i c a l  s t r a t i f i c a t i o n s  o f  b a c t e r i a  

w i t h i n  t h e  l a k e s .  B o t t o m  d w e l l i n g  s p e c i e s  c o l l e c t e d  w e r e  

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s , K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m  a n d  C h e l y d r a  s e r p e n t i n a . 

S u r f a c e  d w e l l i n g  s p e c i e s  c o l l e c t e d  w e r e  C h r y s e m y s  p i c t a  a n d  P s e u d e m y s  

r u b r i v e n t r i s .

A c l o a c a l  s a m p l e  was o b t a i n e d  by  a s e p t i c a l l y  i n j e c t i n g  s t e r i l e  

w a t e r  i n t o  t h e  a n i m a l ,  e x t r a c t i n g  t h e  wash  a n d  i n n o c u l a t i n g  a  n u t r i e n t  

b r o t h  t u b e .  The i n n o c u l u m  was i n c u b a t e d  o v e r n i g h t ,  d i l u t e d  and  

s t r e a k e d  o n  n u t r i e n t  a g a r  a n d  S a l m o n e l l a - S h i g e l l a  a g a r  (SS a g a r , D i f c o ) .



Of t h e  t w e n t y - f i v e  c o l o n i e s  p i c k e d  f o r  e x a m i n a t i o n ,  e i g h t  came f r o m  

t h e  SS a g a r  a n d  t h e  r e m a i n d e r  f r o m  t h e  n u t r i e n t  a g a r .  The c u l t u r e s  

w e r e  t h e n  s c r e e n e d  t o  e l i m i n a t e  t h e  n o n - e n t e r i c  b a c t e r i a  a c c o r d i n g  

t o  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  d e f i n i t i o n  o f  E d w a r d s  a nd  

E w in g  ( 1 9 6 7 ) .

Gram s t a i n i n g  a n d  n i t r a t e  r e d u c t i o n  t e s t s  f o l l o w e d  p r o c e d u r e  

o u t l i n e d  i n  B e n s o n  ( 1 9 6 7 ) ,  a nd  t h e  o x i d a s e  t e s t  was c o m p l e t e d  a c c o r d  

i n g  t o  d i r e c t i o n s  f o r  t h e  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  t e s t  i n  C o l l i n s  ( 1 9 6 7 )  

w i t h  t h e  s u b s t i t u t i o n  o f  N , N - d i . m e t h y l - p - p h e n y l e n e d i a m i n e  d i h y d r o ­

c h l o r i d e  f o r  p - a m i n o  m e t h y l  a n i l i n e  o x a l a t e .  A f t e r  e l i m i n a t i n g  t h e  

n o n - e n t e r i c s ,  c u l t u r e s  w e r e  IMViC c l a s s i f i e d  ( i n d o l e ,  m e t h y l  r e d ,  

V o g u e s - P r o s k a u e r  a n d  c i t r a t e  t e s t s ) .  The i n d o l e ,  m e t h y l  r e d  a n d  

V o g u e s - P r o s k a u e r  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  d i r e c t e d  i n  B e n s o n  ( 1 9 6 7 )  

w i t h  t h e  u s e  o f  x y l e n e  a n d  E h r l i c h ' s  r e a g e n t  ( i n s t e a d  Of K o v a c ' s )  a s  

s u g g e s t e d  i n  C o l l i n s  ( 1 9 6 7 ) .  C i t r a t e  u t i l i z a t i o n  was d e t e r m i n e d  

u s i n g  S im m o n ' s  c i t r a t e  a g a r  (B B L ) .

F o l l o w i n g  IMViC c l a s s i f i c a t i o n ,  l a c t o s e  f e r m e n t a t i o n  was 

d e t e r m i n e d  b y  a  c o m b i n a t i o n  o f  two m e t h o d s .  C u l t u r e s  w e r e  s t r e a k e d  

o n  L e v i n e ' s  e o s i n  m e t h y l e n e  b l u e  (EMB) a g a r  (BBL) p l u s  l a c t o s e  a n d  

i n c u b a t e d  24  t o  48 h o u r s .  D a r k  c e n t e r e d  c o l o n i e s  i n d i c a t e d  t h e  f e r ­

m e n t a t i o n  o f  l a c t o s e ,  t r a n s l u c e n t  c o l o n i e s  i n d i c a t e d  no f e r m e n t a t i o n  

To t e s t  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  en z y m e s  r e s p o n s i b l e  f o r  l a c t o s e  f e r ­

m e n t a t i o n ,  t h e  o - n i t r o p h e n y l - / S - D - g a l a c t o p y r a n o s i d e  (ONPG) t e s t  f o r  

/ ? - g a l a c t o s i d a s e  was e m p l o y e d  a s  d e s c r i b e d  by  La P a g e  a n d  J a y a r a m a n  

( 1 9 6 4 ) .  H e a vy  i n n o c u l a  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  medium c o n t a i n i n g  0.1%
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ONPG ( S i g m a ) .  I f  / ? - g a l a c t o s i d a s e  was p r e s e n t ,  t h e  c o l o r l e s s  OnV g 

was  h y d r o l y z e d  p r o d u c i n g  a  r e a d i l y  d i s c e r n i b l e  y e l l o w  c o l o r  w i t h i n  

s e v e r a l  h o u r s .  T h i s  r a p i d  r e a c t i o n  i s  o p p o s e d  t o  t h e  s l o w  f e r m e n t a ­

t i o n  o f  l a c t o s e  w h i c h  o f t e n  o c c u r s  i n  n o r m a l  l a c t o s e  m e d i a  w i t h  many 

e n t e r i c  b a c t e r i a  w h i c h  l a c k  l a c t o s e  p e r m e a s e  b u t  h a v e  / 3 - g a l a c t o s  i d a s e . 

C u l t u r e s  w h i c h  g a v e  n e g a t i v e  t e s t s  w i t h  EMB w i t h  l a c t o s e  b u t  g a v e  a  

p o s i t i v e  ONPG t e s t  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  be  s l o w  o r  l a t e  l a c t o s e  

f e r m e n t e r s .

The  t e s t  f o r  u r e a s e  a c t i v i t y  e m p l o y e d  C h r i s t e n s e n ' s  medium 

w i t h o u t  a g a r  ( C o l l i n s ,  1 9 6 7 ) .  A f t e r  r a p i d  u r e a  h y d r o l y s i s  h a d  b e e n  

n o t e d  i n  c o n t r o l  c u l t u r e s ,  t h e  u r e a s e  n e g a t i v e  t u b e s  w e r e  f u r t h e r  

i n c u b a t e d  f r o m  f o u r  t o  e i g h t  d a y s  t o  s e p a r a t e  t h e  u r e a s e  n e g a t i v e  c u l ­

t u r e s  f ro m  t h e  l a t e  u r e a s e  p r o d u c e r s . "

H y d r o g e n  s u l f i d e  a n d  m o t i l i t y  t e s t s  f o l l o w e d  t h e  m e t h o d  o f  

G e r s h m a n ,  ejt al_. , ( 1 9 5 9 )  . The  t e s t  f o r  p h e n y l a l a n i n e  d e a m i n a s e  was 

p e r f o r m e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e ,  o f  G o l n i n  a n d  G l e n  ( 1 9 6 2 ) ,  a n d  

t h e  l y s i n e  d e c a r b o x y l a s e  t e s t  f o l l o w e d  t h e  p r o c e d u r e  o f  K o t t  ( 1 9 6 2 ) .  

S e n s i t i v i t y  t o  p o t a s s i u m  c y a n i d e  was d e t e c t e d  a c c o r d i n g  t o  M i l l e r  

a s  d e s c r i b e d  i n  C o l l i n s  ( 1 9 6 7 ) .

C a r b o h y d r a t e  f e r m e n t a t i o n  ( o t h e r  t h a n  l a c t o s e )  was d e t e r m i n e d  

u s i n g  a  p e p t o n e  w a t e r  medium (1 .0%  p e p t o n e  a n d  0 .5% N aC l)  w i t h  a  

p h e n o l  r e d  i n d i c a t o r  a n d  f e r m e n t a b l e  s u b s t r a t e s  i n c o r p o r a t e d  f ro m  

0.5% t o  1 .0% .  Durham t u b e s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  g a s  f ro m  

g l u c o s e  a n d  o n l y  w i t h  o t h e r  c a r b o h y d r a t e s  a s  n e c e s s a r y .

The  g e l a t i n  l i q u e f a c t i o n  t e s t  e m p l o y e d  t h e  i n n o c u l a t i o n  o f
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c o l o n i e s  i n t o  n u t r i e n t  g e l a t i n  a n d  i n c u b a t i o n  a t  22°C f o r  two d a y s  

w i t h  o b s e r v a t i o n s  f o r  two w e e k s  t o  d e t e c t  s l o w  p r o t e a s e  a c t i v i t y .

S e r o l o g i c a l  t e s t i n g  was u s e d  a s  c o n f i r m a t i o n  f o r  S a l m o n e l l a , 

S h i g e l l a  a n d  E s c h e r i c h i a . T h e s e  t e s t s  e m p l o y e d  p o l y v a l e n t  t y p i n g  

a n t i s e r a  (BBL) by  t h e  S i m p l e  s l i d e  a g g l u t i n a t i o n  t e c h n i q u e .

I d e n t i f i c a t i o n  o f  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  ( E d w a r d s  a n d  E w in g ,

1 9 6 7 )  was  u s e d  a s  t h e  p r i m a r y  r e f e r e n c e  f o r  t h e  b i o c h e m i c a l  c h a r a c ­

t e r i s t i c s  o f  t h e  e n t e r i c  g r o u p s  a n d  was s u p p l e m e n t e d  by The 

B a c t e r i o l o g y  o f  t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  ( K a u fm a nn ,  1 9 6 9 ) .

S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  e m p l o y e d  a  n o n - p a r a m e t r i e  t e s t  b e c a u s e  

o f  t h e  a s s y m e t r i c a l  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  d a t a .  The K r u s k a l - W a l l i s  

H T e s t  ( W o o l f ,  19 6 8 )  was u s e d  t o  c o m p a r e  t o t a l  e n t e r i c s  i s o l a t e d  

f r o m  t h e  two l a k e s  a n d  t o  c o m p a r e  t o t a l  e n t e r i c s  i s o l a t e d  f ro m  t o p  

v e r s u s  b o t t o m  d w e l l i n g  s p e c i e s  w i t h i n  e a c h  l a k e .



RESULTS

The num ber  o f  e n t e r i c  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f ro m  t h e  t u r t l e s  f ro m  

B e a v e r  L a k e  a n d  L a k e  P a s b e h e g h  a r e  g i v e n  i n  T a b l e s  1 a n d  2 ,  r e s p e c ­

t i v e l y .  T h e s e  d a t a  i n d i c a t e  t h a t  t h e  i n t e s t i n a l  f l o r a  o f  a n i m a l s  

f r o m  t h e  two s o u r c e s  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  w i t h  r e s p e c t  t o  m em bers  o f  

t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e . I n  L a k e  P a s b e h e g h ,  a l t e r a t i o n  o f  t h e  a q u a t i c  

e n v i r o n m e n t  by human f e c a l  c o n t a m i n a t i o n  r e s u l t e d  i n  c h a n g e s  i n  

m i c r o b i a l  p o p u l a t i o n s  w h i c h  w e r e  r e f l e c t e d  i n  t h e  n um ber  o f  e n t e r i c  

b a c t e r i a  i s o l a t e d  f ro m  t u r t l e s  o f  t h e  two l a k e s .  A n i m a l s  t r a p p e d  

f r o m  L a k e  P a s b e h e g h  h a d  c o n s i s t e n t l y  l o w e r  l e v e l s  o f  e n t e r i c  b a c t e r i a  

p e r  t u r t l e  t h a n  t h o s e  f r o m  t h e  u n p o l l u t e d  B e a v e r  L a k e .  The K r u s k a l -  

W a l l i s  H T e s t  d e m o n s t r a t e d  t h e  two s a m p l e s  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r ­

e n t  a t  t h e  95% l e v e l  when t o t a l  e n t e r i c s  i s o l a t e d  w e r e  c o m p a r e d .  Of 

400  b a c t e r i a l  c o l o n i e s  i s o l a t e d  f r o m  B e a v e r  L a k e ,  203  w e r e  e n t e r i c  

( X = 12 . 7 / t u r t l e ) ; o f  475 c o l o n i e s  i s o l a t e d  f ro m  L a k e  P a s b e h e g h ,  125 

w e r e  e n t e r i c  (X = 6 . 5 / t u r t l e ) .

T a b l e  3 shows t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  e n t e r i c  b a c t e r i a  i s o l a t e d  

f r o m  e a c h  s p e c i e s  o f  t u r t l e  c o l l e c t e d .  The d i s t r i b u t i o n  o f  e n t e r i c  

t y p e s  show ed  a  m a r k e d  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  two l a k e s .  I n  B e a v e r  

L a k e ,  i n t e r m e d i a t e  c o l i f o r m s  c o m p r i s e d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  f l o r a  

( 7 0 .4 % )  w i t h  t h e  n e x t  l a r g e s t  g r o u p  b e i n g  P r o t e u s  ( 8 . 8 % ) .  Of t h e  

i n t e r m e d i a t e s ,  IMViC t y p e s  *H— 1 ( 2 3 .1 % )  a n d  H 1 ( 2 4 .1 % )  w e r e  p r e ­

d o m i n a n t .  The  r e m a i n i n g  e n t e r i c s  w e r e  d i s t r i b u t e d  a s  f o l l o w s :  

K l e b s i e l l a  ( 4 . 9 % ) ,  E n t e r o b a c t e r  ( 5 . 4 % ) ,  E s c h e r i c h i a  ( 4 . 4 % ) ,
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TABLE 1 .  Number o f  e n t e r i c  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f ro m  t h e  
t u r t l e s  o f  B e a v e r  L a k e

T o t a l
S p e c i e s  c o l o n i e s  Number

i s o l a t e d  e n t e r i c

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 2

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 5

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 22

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 9

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 24

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 21

S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 19

S t e  r n o  t h a e  r u  s o d o r a t u s  25 24

K i n o s  t e r n u m  s u b r u b r u m  25 3

C h r y s e m y s  p i c t a  25 4

C h r y s e m y s  p i c t a  20  15

C h r y s e m y s  p i c t a  25 8

C h r y s e m y s  p i c t a  25 11

P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s  30  21

P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s  25 10

P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s  25 8

T o t a l  4 0 0  203

X=12.7
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TABLE 2 .  Number o f  e n t e r i c  c u l t u r e s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  
t u r t l e s  o f  L a k e  P a s b e h e g h

T o t a l
S p e c i e s  c o l o n i e s  Number

i s o l a t e d  e n t e r i c

K i n o s t e r n u m s u b r u b r u m 25 15

K i n o s  t e r n u m s u b r u b r u m 25 11

K i n o s t e r n u m s u b r u b r u m 25 0

K i n o s  t e r n u m s u b r u b r u m 25 2

K i n o s t e r n u m s u b r u b r u m 25 0

K i n o s t e r n u m s u b r u b r u m 25 11

K i n o s t e r n u m s u b r u b r u m 25 2

K i n o s t e r n u m s u b r u b r u m 25 14

K i n o s  t e r n u m s u b r u b r u m 25 3

K i n o s t e r n u m s u b r u b r u m 25 0

K i n o s  t e r n u m s u b r u b r u m 25 2

K i n o s  t e r n u m s u b r u b r u m 25 11

C h e l y d r a  s e r p e n t i n a '  25 5

C h r y s e m y s  p i c t a 25 1

C h r y s e m y s  p i c t a 25 0

C h r y s e m y s  p i c t a 25 12

C h r y s e m y s  p i c t a 25 17

C h r y s e m y s  p i c t a 25 11

P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s 25 8

T o t a l 475 125 

X=6.5
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P r o v i d e n c e  ( 3 . 9 % ) ,  C i t r o b a c t e r  (1 .9%,) .  I n  t h e  p o l l u t e d  l a k e ,  t h e r e  

was  a  g r e a t e r  d i v e r s i t y  w i t h  K l e b s i e l l a  (2 7 .1 % ) ,  E n t e r o b a c t e r  ( 2 0 . 8 % ) ,  

E s c h e r i c h i a  (10.47a)  and  t h e  i n t e r m e d i a t e s  ( 3 5 .2 % )  c o m p o s i n g  93 .5% o f

a l l  e n t e r i c s .  Of t h e  i n t e r m e d i a t e s  t y p e s  + + - +  a n d  H h d e c r e a s e d  t o

9.6%. a n d  2.4% o f  t h e  t o t a l  i s o l a t e s .  The b a l a n c e  o f  t h e  e n t e r i c s  

w e r e  P r o t e u s  (5.6%,) a n d  P r o v i d e n c e  ( 0 . 8 % ) .

The  K r u s k a l - W a l l i s  H T e s t  was u s e d  t o  t e s t  f o r  d i f f e r e n c e s  

i n  t h e  n u m b e r  o f  e n t e r i c s  i s o l a t e d  f ro m  t o p  v e r s u s  b o t t o m  d w e l l i n g  

t u r t l e s .  C o m p a r i s o n s  o f  C h r y s e m y s  a n d  P s e u d e m y s  a g a i n s t  S t e r n o t h a e r u s  

a n d  K i n o s  t e r n u m  f ro m  B e a v e r  L a k e  r e s u l t e d  i n  no s i g n i f i c a n t  d i f f e r ­

e n c e  i n  t o t a l  c o l o n i e s  o f  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  b e t w e e n  t h e  two g r o u p s .  

S i m i l a r l y ,  i n  L a k e  P a s b e h e g h ,  C h r y s e m y s  a n d  P s e u d e m y s  v e r s u s  

K i n o s  t e r n u m  a n d  C h e l y d r a  r e s u l t e d  i n  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e .  T h i s  

t e s t  c o n s t i t u t e d  a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  two g r o u p s  a s  e c o l o g i c a l  t y p e s  

r a t h e r  t h a n  a s  a  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  h o s t  s p e c i e s .

No s p e c i e s  s p e c i f i c  r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  h o s t s  a n d  b a c t e r i a  

c o u l d  b e  d e t e c t e d .  ( S e e  A p p e n d i x  f o r  d i s t r i b u t i o n  o f  b a c t e r i a  i n  

i n d i v i d u a l  a n i m a l s . )

A c h e c k l i s t  o f  t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  f ro m  a l l  t u r t l e s  s a m p l e d  

i s  g i v e n  i n  T a b l e  4 .  No S a l m o n e l l a , A r i z o n a  o r  S h i g e l l a  w e r e  i s o l a t e d  

f r o m  t h e  t u r t l e s  s a m p l e d .  A l t h o u g h  SS a g a r  was e m p l o y e d ,  t h i s  was 

o n l y  a f t e r  t h e  c l o a c a l  s a m p l e s  h a d  b e e n  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  i n  n u t r i e n t  

b r o t h .  No e n r i c h m e n t  m e d i a  w e r e  u s e d  s i n c e  t h e  p r o c e d u r e s  w e r e  

d e s i g n e d  t o  i s o l a t e  p a t h o g e n s  o n l y  i f  t h e y  c o n s t i t u t e d  a  l a r g e  p e r ­

c e n t a g e  o f  t h e  i n t e s t i n a l  f l o r a .  The v e c t o r  p o t e n t i a l  o f  t u r t l e s  a s



c a r r i e r s  o f  p a t h o g e n i c  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  h a s  b e e n  w e l l  e s t a b l i s h e d  

b y  p r e v i o u s  w o r k .

TABLE 4 .  C h e c k l i s t  o f  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  among a l l  t u r t l e s  
s a m p l e d
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DISCUSSION

T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  t y p i c a l  e n t e r i c  f l o r a  o f  a q u a t i c  

t u r t l e s  f r o m  u n p o l l u t e d  e n v i r o n m e n t s  w o u l d  c o n s i s t  p r e d o m i n a n t l y  o f  

i n t e r m e d i a t e  c o l i f o r m  t y p e s  w i t h  r e p r e s e n t a t i v e s  o f  t h e  P r o t e u s  -  

P r o v i d e n c e ,  K l e b s i e l l a - E n t e r o b a c t e r  a n d  E s c h e r i c h i a  g r o u p s .  The 

p r e s e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  f e c a l  c o n t a m i n a t i o n  f ro m  warm b l o o d e d  a n i m a l s  

w o u l d  a l t e r  t h e  r e l a t i v e  f r e q u e n c i e s  o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  g r o u p s  

a n d  i n t r o d u c e  t h e  p o t e n t i a l  o f  c o n t a m i n a t i o n  b y  p a t h o g e n i c  members  

o f  t h e  E n t e r o b a c t e r i a c e a e .  V e r y  f ew  r e p o r t s  e x i s t  i n  t h e  l i t e r a t u r e  

c o n c e r n i n g  e n t e r i c  b a c t e r i a  i n  t u r t l e s ,  o t h e r  t h a n  p a t h o g e n s .

C a p p o n i ,  e j^  a!U , ( 1 9 5 6 ) ,  r e p o r t e d  P r o t e u s , E s c h e r i c h i a , C i t r o b a c t e r  

( B e t h e s d a - B a l l e r u p  G r o u p ) ,  P r o v i d e n c e ,  S e r r a t i a , S a l m o n e l l a  a n d  

A r i z o n a  f r o m  g e c k o e s  a n d  t o r t o i s e s .  More r e c e n t l y ,  J a c k s o n ,  ejt a l . , 

( 1 9 6 9 ) ,  r e p o r t e d  t h e  p r e l i m i n a r y  r e s u l t s  o f  a  s u r v e y  o f  e n t e r i c  

b a c t e r i a  i n  c a p t i v e  a n d  w i l d  t u r t l e s  f ro m  t h e  s o u t h e r n  U n i t e d  S t a t e s .

I n  a d d i t i o n  t o  s e v e r a l  . s e r o t y p e s  o f  S a l m o n e l l a , C i t r o b a c t e r  ( B e t h e s d a -  

B a l l e r u p  G r o u p )  was i s o l a t e d  f ro m  K i n o s  t e r n u m , P s e u d e m y s  a n d  C h r y s e m y s 

p i c t a . E s c h e r i c h i a  a n d  E n t e r o b a c t e r  w e r e  a l s o  r e p o r t e d  b u t  w i t h  no 

r e f e r e n c e  t o  t h e  h o s t  s p e c i e s .

T u r t l e s  f r o m  w a t e r  w i t h  t h e  h i g h e r  c o l i f o r m  c o u n t  h a d  a  l o w e r  

c o u n t  o f  e n t e r i c  b a c t e r i a  t h a n  t u r t l e s  f ro m  t h e  l a k e  w i t h  t h e  l o w e r  

c o l i f o r m  c o u n f .  T h u s ,  c o n t r a r y  t o  e x p e c t a t i o n s ,  t h e r e  may n o t  b e  a  

p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  e n t e r i c  i n t e s t i n a l  f l o r a  a n d  t h e
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e n v i r o n m e n t .  The  d i f f e r e n c e  o b s e r v e d  i n  L a k e  P a s b e h e g h  a n i m a l s  c a n  

b e s t  b e  c l a r i f i e d  by  c o n s i d e r i n g  t h e  e f f e c t  o f  human f e c a l  c o n t a m i n a ­

t i o n  i n  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t .  W i t h  a n  i n f l u x  o f  human  w a s t e s ,  

t h e  s p e c t r u m  o f  b a c t e r i a  p r e s e n t  i n  t h e  w a t e r  i s  l i k e l y  t o  be  a l t e r e d .

An i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  c o l i f o r m s  o c c u r s  c o u p l e d  w i t h  i n c r e a s e s  

i n  t h e  n u m b e r s  o f  f e c a l  s t r e p t o c o c c i  a n d  c e r t a i n  a n a e r o b i c  s p o r e -  

f o r m i n g  b a c c i l l i .  T h e s e  l a s t  two g r o u p s ,  common b a c t e r i a l  c o m p o n e n t s  

o f  human f e c e s ,  a r e  n o t  d e t e c t e d  by  c o l i f o r m  c o u n t s ,  a n d ,  c o n s e ­

q u e n t l y ,  t h e  p e r c e n t a g e s  o f  t h e s e  o r g a n i s m s  i n  t h e  w a t e r  i s . n o t  known 

u n l e s s  s p e c i f i c a l l y  t e s t e d .  G e l d r e i c h  ( 1 9 6 6 )  r e p o r t s  t h a t  f e c a l  

s t r e p t o c o c c i  may b e  f o u n d  i n  n u m b e r s  e q u a l  t o  c o l i f o r m s  i n  d e n s i t y  

m e a s u r e m e n t s  o f  s e w a g e .

From a  s t u d y  o f  s a l m o n e l l o s i s  i n  t u r t l e s ,  Kaufmann  a nd  

M o r r i s o n  ( 1 9 6 6 )  h a v e  p r o p o s e d  t h a t  " t h e  l e v e l  o f  c o n t a m i n a t i o n  o f  

p o n d  w a t e r  d o e s  n o t  r e f l e c t  t h e  l e v e l  o f  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  a d u l t  

t u r t l e . "  T h e s e  w o r k e r s  made t h i s  s t a t e m e n t  b a s e d  on  r e s u l t s  o f  a n  

e x a m i n a t i o n  o f  two t u r t l e  b r e e d i n g  p o n d s ,  o n e  w i t h  h i g h  a nd  o n e  w i t h  

l o w  s a l m o n e l l a e  c o n t a m i n a t i o n .  T u r t l e s  f r o m  b o t h  p o n d s  w e r e  n e g a t i v e  

f o r  s a l m o n e l l a e  i n  t h e  i n t e s t i n e s .  H o w e v e r ,  f ro m  t h e  h i g h  l e v e l  pond  

S a l m o n e l l a  was i s o l a t e d  f ro m  t h e  o v a r i e s  o f  o n e  a n i m a l  a n d  t h e  g a l l  

b l a d d e r  o f  a n o t h e r  ( t e n  a n i m a l s  s a m p l e d ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  f ro m  

t h e  low  l e v e l - p o n d ,  e i g h t  o f  t e n  t u r t l e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  s a l m o n e l l a e ,  

s e v e n  p o s i t i v e  f o r  t h e  o v a r i e s  a n d  one  p o s i t i v e  f o r  t h e  g a l l  b l a d d e r .  

C o n s e q u e n t l y ,  i n  l i g h t  o f  t h i s  d a t a ,  r e s u l t s  f r o m  t h e  c o m p a r i s o n  o f  

B e a v e r  L a k e  a n d  L a k e  P a s b e h e g h  a p p e a r  t o  f o l l o w  Kaufmann  a n d  M o r r i s o n ' s
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p r o p o s a l /  The m ore  h i g h l y  c o n t a m i n a t e d  l a k e  (Lake  P a s b e h e g h )  h a d  

f e w e r  e n t e r i c s  i s o l a t e d  p e r  t u r t l e  t h a n  t h e  u n p o l l u t e d  l a k e .

The i n c r e a s e  i n  n u m b e r s  o f  f e c a l  b a c t e r i a  r e l a t i v e  t o  

c o l i f o r m s  i n  t h e  p o l l u t e d  l a k e  p r o v i d e s  a  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  

t h e  l o w e r  n u m b er  o f  e n t e r i c s  i s o l a t e d  p e r  t u r t l e  i n  L a k e  P a s b e h e g h .  

S i n c e  t h e r e  i s  no  s o u r c e  o f  human c o n t a m i n a t i o n  i n  B e a v e r  L a k e ,  i t  

c a n  b e  a s s u m e d  t h a t  s t r e p t o c o c c i  a n d  a n a e r o b i c  s p o r e - f o r m i n g  b a c c i l l i  

o f  f e c a l  o r i g i n  w o u l d  b e  p r e s e n t  i n  low  c o n c e n t r a t i o n s  o r  n o t  a t  a l l .  

T h u s , ,  t h e  c h a n g e s  i n  b a c t e r i a l  s p e c t r u m  f ro m  one  l a k e  t o  t h e  o t h e r  

may b e  r e f l e c t e d  i n  t h e  n u m b e r  o f  e n t e r i c s  i s o l a t e d  p e r  t u r t l e ,  i n  

t h i s  c a s e ,  a  r e d u c t i o n .  The  l o w e r  c o u n t  i n  L a k e  P a s b e h e g h  a n i m a l s  

m i g h t  b e  a  r e s u l t  o f  c h a n g e s  i n  c o m p e t i t i o n  o f  b a c t e r i a l  t y p e s  f o r  

n i c h e s  i n  t h e  i n t e s t i n a l  e c o s y s t e m ,  i . e . ,  t h e r e  i s  a  c h a n g e  o f  i n t e r ­

a c t i o n  b e t w e e n  t h e  i n t e r n a l  a n d  e x t e r n a l  e n v i r o n m e n t s .

A n a l y s i s  o f  b i o c h e m i c a l  t y p e s  o f  e n t e r i c  b a c t e r i a  g i v e s  a  

go o d  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  e n t e r i c  t y p e s  e x p e c t e d  f o r  t h e  two t y p e s  

o f  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t s .  I n  a n i m a l s  f r o m  L a k e  P a s b e h e g h ,  g r e a t e r  

t h a n  50%, o f  t h e  i s o l a t e s  w e r e  E s c h e r i c h i a  (1 0 .4 % )  , E n t e r o b a c  t e r  

( 2 0 .8 % )  a n d  K l e b s i e l l a  ( 2 7 . 1 7 , ) ,  b a c t e r i a  commonly a s s o c i a t e d  w i t h  

human f e c a l  c o n t a m i n a t i o n .  G e l d r e i c h  (1 9 6 6 )  h a s  shown t h a t  IMViC

t y p e s  -H a n d  — H- a r e  t h e  p r e d o m i n a n t  c o l i f o r m  t y p e s  f o u n d  i n

p o l l u t e d  w a t e r .  T h e s e  t y p e s  c o r r e s p o n d  t o  E s c h e r i c h i a  (-H— ) ,  

E n t e r o b a c  t e r  ( — H-) a n d  K l e b s  i e l l a  ( - - + + ) •  l n  B e a v e r  L a k e ,  h o w e v e r ,  

t h i s  g r o u p  c o m p r i s e d  o n l y  14 .7% o f  a l l  e n t e r i c s  i s o l a t e d ;  t h e  p r e d o m ­

i n a n t  f o r m s  w e r e  t h e  i n t e r m e d i a t e  c o l i f o r m s  (70.4%,) w i t h  t h e  f e c a l
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c o l i f o r m s  f o r m i n g  o n l y  a  s m a l l  p e r c e n t a g e  o f  t h e  t o t a l  e n t e r i c s  

i s o l a t e d :  E s c h e r i c h i a  (4.4%,) , E n t e r o b a c t e r  (5 .47 . )  a n d  K l e b s  i e l l a  

( 4 . 9 % ) .

I n  B e a v e r  L a k e ,  t h e  p r e d o m i n a n c e  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e s  was 

d u e  p r i m a r i l y  t o  two t y p e s :  (2 3 .1 % )  a n d  -}---+ ( 2 4 . 1 % ) .  A n i m a l s

f ro m  L a k e  P a s b e h e g h ,  h o w e v e r ,  h a d  m a r k e d l y  f e w e r  i n t e r m e d i a t e s  

(35.2%.) w i t h  a  s h a r p  d r o p  o f  t y p e s  -H--+ a n d  +  - - +  t o  9 .6% a n d  2 .4 % ,  

r e s p e c t i v e l y .  G e l d r e i c h  ( 1 9 6 6 )  h a s  d e m o n s t r a t e d  a  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  t h e  num ber  o f  i n t e r m e d i a t e s  a n d  t h e  n a t u r e  o f  t h e  a q u a t i c  

e n v i r o n m e n t .  T h i s  a u t h o r  r e p o r t e d  t h a t  51 .6%  o f  t h e  c o l i f o r m s  i n  

u n p o l l u t e d  w a t e r  w e r e  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e  t y p e  —h-+  w i t h  t h e  f e c a l  

t y p e s  f o u n d  o n l y  i n  l o w  n u m b e r s .  C o l i f o r m s  i s o l a t e d  f r o m  u n p o l l u t e d  

s o i l  w e r e  a l s o  p r e d o m i n a n t l y  —f-+-  a n d  t h e  a u t h o r  s u g g e s t s  a  c o r r e ­

l a t i o n  b e t w e e n  s o i l  a n d  w a t e r  b a c t e r i a  was due  t o  s o i l  w a s h i n g  a s  a  

c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  t o  t h e  f l o r a  o f  t h e  l a k e .  D a t a  r e p o r t e d  h e r e  

s u p p o r t s  G e l d r e i c h ' s  (1 9 6 6 )  s t u d y  i n  r e s p e c t  t o  b o t h  f e c a l  a n d  i n t e r ­

m e d i a t e  c o l i f o r m  t y p e s .  I t  c a n  b e  a s s u m e d  t h a t  t h e  p r e d o m i n a n c e  o f  

i n t e r m e d i a t e  t y p e s  i s o l a t e d  f ro m  B e a v e r  L a k e  w e r e  i n i t i a l l y  s o i l  i n  

o r i g i n .  S u p p o r t i n g  t h i s  was t h e  n e x t  h i g h e s t  g r o u p  i s o l a t e d  w h i c h  

was  P r o t e u s , a  common s o i l  b a c t e r i a .  The c o r r e l a t i o n  i s  f u r t h e r  

e n h a n c e d  b y  t h e  d r o p  i n  i n t e r m e d i a t e  c o l i f o r m s  f rom  70.4%, i n  B e a v e r  

L a k e  t o  35 .2% i n  L a k e  P a s b e h e g h  a n d  a  r e d u c t i o n  i n  P r o t e u s  f r o m  8.8%, 

t o  5 . 67o.

I n f e r e n c e s  w i t h  r e s p e c t  t o  b a c t e r i a l  g e n u s  s p e c i f i c i t y  t o  

h o s t  s p e c i e s  a r e  d i f f i c u l t  t o  make b e c a u s e  o f  s m a l l  s a m p l e  n u m b e r s
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a n d  a  l i m i t e d  n u m b er  o f  i s o l a t e s  f o r  mahy s a m p l e s .  As i n d i c a t e d  by 

T a b l e s  3 a n d  4 ,  E n t e r o b a c t e r , K l e b s i e l l a , E s c h e r i c h i a  a n d  P r o t e u s  

a r e  f a i r l y  w e l l  r e p r e s e n t e d  i n  m o s t  t u r t l e  s p e c i e s  s a m p l e d .  

P r o v i d e n c e ,  a l t h o u g h  p r e s e n t  i n  i s o l a t e s  f r o m  b o t h  l a k e s ,  i s  r e p r e ­

s e n t e d  b y  o n l y  o n e  i s o l a t e  i n  L a k e  P a s b e h e g h ,  a n d  C i t r o b a c t e r  was 

f o u n d  o n l y  i n  B e a v e r  L a k e . ,  The l a c k  o f  n u m e r i c a l l y  s i g n i f i c a n t  

d a t a ,  h o w e v e r ,  p r e v e n t s  a n y  d e f i n i t e  c o n c l u s i o n s  f ro m  b e i n g  m ad e .

( S e e  A p p e n d i x  f o r  d i s t r i b u t i o n  o f  t y p e s  w i t h i n  i n d i v i d u a l  t u r t l e s . )  

K aufmann  a n d  M o r r i s o n  ( 1 9 6 6 )  h a v e  n o t e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  S a l m o n e l l a  

r u b i s l a w ,  a  p a t h o g e n ,  h a s  d e m o n s t r a t e d  a n  a f f i n i t y  f o r  r e p t i l e s  a s  

h o s t s ' .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  e x i s t e n c e  o f  s p e c i e s  s p e c i f i c  i n t e r r e l a ­

t i o n  i s  f e a s i b l e .

The  " n o r m a l "  e n t e r i c  f l o r a  c a n  b e  d e f i n e d  a s  b e i n g  com posed  

p r i m a r i l y  o f  i n t e r m e d i a t e s  r e f l e c t i n g  t h e .  b a c t e r i a l  n a t u r e  o f  t h e  

w a t e r  a n d  s u r r o u n d i n g  s o i l .  An i n f l u x  o f  p o l l u t i o n ,  h o w e v e r ,  may 

a l t e r  t h i s  f l o r a .  R e s u l t s  f r o m  t h i s _ s t u d y  show a  p o s i t i v e  c o r r e l a ­

t i o n  o f  E n t e r o b a c t e r i a c e a e  t o  t h e i r  h o s t s  i n  a n  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t .  

T h i s  c o r r e l a t i o n ,  h o w e v e r ,  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  w i t h  a b s o l u t e  n u m b e r s  

o f  e n t e r i c s  i n  t h e  w a t e r  w i t h  t h e  num ber  o f  e n t e r i c s  i s o l a t e d  f r o m  

t h e  a n i m a l ,  r a t h e r ,  i t  i s  w i t h  t h e  b i o c h e m i c a l  t y p e s .
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APPENDIX A

Di s t r i b u t i o n  o f  E n t e r i c  T y p e s  i n  I n d i v i d u a l  
T u r t l e s  S a m p l e d :  B e a v e r  La ke

CO
(U• H
aoi— i
oCO o <u oCU 4-1 }-i • H<y • H 1-1 CVS QJ U«jQ o CVS rr~l rCt 0)

B <u 4-> o B 4J
3 a, O CO 2 G5 3 CO H •!-f S 3 0)

3 P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s 30 21 K l e b s i e l l a 5
I n t e r m e d i a t e s :  (-H---- ) 1

(-H— h) 8
( - H - ) 4
(H----+) 2
( -+ + + ) 1

4 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s 25 2 K l e b s  i e l l a 1
E n t e r o b a c t e r 1

5 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s 25 5 E n t e r o b a c t e r 2
I n t e r m e d i a t e s : (+ + - + ) 1

( + - - + ) 2

6 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s 25 20 K l e b s i e l l a i
I n t e r m e d i a t e s :  (+--H-) 2

' ( + + - + ) 3
( + - + - ) 2

■(— •+) 2
(H---- +) 9
( - + — ) 1

7 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s 25 9 K l e b s i e l l a 1
I n t e r m e d i a t e s :  ( + — I) 5

( - - - + ) 1
1

("HH ) 1

8 C h r y s e m y s  p i c t a 25 4 I n t e r m e d i a t e s :  (+-•++) 1
( - - - + ) 3
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9 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 23 P r o t e u s  4

P r o v i d e n c e  2
K l e b s i e l l a .  2
E s c h e r i c h i a  2
I n t e r m e d i a t e s : (-H--+) 5

(+—+) 6
(  — -+ ). 1
( + - + + )  1

10 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 21 E s c h e r i c h i a  5
E n t e r o b a c t e r  3
P r o v i d e n c e  1
I n t e r m e d i a t e s : (-H-r-4-) 3

(H +) 6
( - - - + )  1
( - + - - )  1
(+-++) 1

11 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 24  E s c h e r i c h i a  2
P r o t e u s  2
P r o v i d e n c e  2
I n t e r m e d i a t e s : ( + - + + )  10

(*H— 1) 5
< - - - + )  3

12 S t e r n o t h a e r u s  o d o r a t u s  25 19 E n t e r o b a c t e r  4
P r o t e u s  1
C i t r o b a c t e r  2
I n t e r m e d i a t e s  : (-H— 1-) 7

< + - - + )  3
(++++) 1
( + “+ + )  1

18 C h r y s e m y s  p i c t a  20 15 I n t e r m e d i a t e s : ( + - - + )  7
(++-+) 8

27 P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s  25 8 I n t e r m e d i a t e s : (H 1) 3
(-H— 1) 4
( + - - - )  1

28 K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m  25 3 I n t e r m e d i a t e s :  ( I  ) 1
(++-+) 1
( —  - )  1

30 C h r y s e m y s  p i c t a  25 8 P r o t e u s  2
C i t r o b a c t e r  2
E n t e r o b a c t e r  1
I n t e r m e d i a t e s : ( + - - + )  1

( + + - + )  1
( ~ ~ ~ 0  1
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34 C h r y s e m y s  p i c t a  25 11 P r o t e u s

P r o v i d e n c e
I n t e r m e d i a t e s :  (+-++)■

(++-+)
(+—+)
( — +) 1

37 P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s  25 10 P r o t e u s  6
I n t e r m e d i a t e s : ( + - - + )  1

( - + - + )  1
( — +). 1
(H— H-) 1

M 
CO 

H 
H 

CM
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APPENDIX B

D i s t r i b u t i o n  o f  E n t e r i c  T y p e s  i n  I n d i v i d u a l  
T u r t l e s  S a m p le d :  L a k e  P a s b e h e g h

}-i<urO
B
£

coa>*r4
o<D
(X

CO

COQJ
•i—f
Co

rH 
0^0 O 0) 4-J r—I Clj
njv—i 
■U O  
O  CO 

E-t-H

C UrQ
BP?s

o
• i - 4J-i
<D4J
aa>

ua>
C
CL>O

K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m 25 15 E n t e r o b a c t e r  
K l e b s i e l l a  
I n t e r m e d i a t e s :

K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m 25 11 E n t e r o b a c t e r  
K l e b s i e l l a  
E s c h e r i c h i a  
I n t e r m e d i a t e s :

C h e l y d r a  s e r p e n t i n a 25 5 K l e b s  i e l l a

K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m 25 2 I n t e r m e d i a t e s :

C h r y s e m y s  p i c t a 25 1 E n t e r o b a c t e r

K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m 25 11 P r o v i d e n c e  
E s c h e r i c h i a  
I n t e r m e d i a t e s :

K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m 25 2 E n t e r o b a c t e r
E s c h e r i c h i a

K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m 25 14 K l e b s i e l l a
P r o t e u s

K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m 25 3 E s c h e r i c h i a

<+++-)

<+— )

( + - - + )

Q)rO
I

11
1
2
1

3
5
1
1
1

1
3
3
2
2

1
1

13
1



24
13 K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m  25 E s c h e r i c h i a  

I n t e r m e d i a t e s :  (+------)

15 P s e u d e m y s  r u b r i v e n t r i s  25 8 K l e b s i e l l a
E n t e r o b a c t e r
I n t e r m e d i a t e s :  (  h)

(++•-+)
( + - - + ' )

12 K l e b s  i e l l a
E n t e r o b a c t e r  
I n t e r m e d i a t e s : ( - - - + )

16 C h r y s e m y s  p i c t a 25

17 K i n o s t e r n u m  s u b r u b r u m  25 11 P r o t e u s
K l e b s i e l l a
E n t e r o b a c t e r  
I n t e r m e d i a t e s : ( + + - + )

( - - - + )
(+H+)

18 C h r y s e m y s  p i c t a 25 17 P r o t e u s
E s c h e r i c h i a  
I n t e r m e d i a t e s : ( + + - + )  

( + - + + )  
( — +)

19 C h r y s e m y s  p i c t a 25 11 P r o t e u s
E n t e r o b a c t e r  
I n t e r m e d i a t e s : ( - - - + )
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