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Summary

The aim of the present study was to determine the phenotypic properties and to identify Gram-negative and
oxidase-positive rods occurring in dogs’ throats. A total of 68 bacterial strains were isolated from the tonsils of
30 healthy dogs. Among them, 30 strains fermented glucose in OF Medium while the remaining strains were
non-fermentative. The majority (90%) of the fermentative isolates but only 8.3% of the non-fermenters were
identified by conventional biochemical testing. The most frequent isolates were CDC group EF-4 and
Pasteurella sp. (22% and 13.2% of strains, respectively). This finding is very important from the epidemio-
logical point of view, as both groups of bacteria are common bite—wound pathogens.
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Bakterie Gram-ujemne wystgpuja powszechnie na
powierzchni blony sluzowej poczatkowych odcinkow
uktadu pokarmowego u pséw (12). Wiele z nich uzna-
nych zostato za patogeny powodujace zakazenia ran
kasanych u ludzi (1, 4, 9-11), a takze choroby przyze-
bia u psow (17). Drobnoustroje te moga rowniez wy-
wolywac lub komplikowa¢ infekcje narzadow sasia-
dujacych — oskrzeli, nosa albo ucha (8). Mimo duzego
znaczenia epizootiologicznego oraz epidemiologicz-
nego, diagnostyka mikrobiologiczna omawianej gru-
py bakterii nie zawsze jest nalezycie opracowana,
a identyfikacja wyizolowanych z jamy ustnej i gardta
psow drobnoustrojéw wcigz sprawia trudnosci. Szcze-
golnie dotyczy to duzej grupy Gram-ujemnych pate-
czek 1 kokopateczek oksydazododatnich, ktére czesto
cechuja si¢ mata aktywnoscia biochemiczna. Poza nie-
licznymi wyjatkami (Pseudomonas sp., Vibrio sp., Bor-
detella bronchiseptica), wigkszosci bakterii z tej gru-
py nie mozna zidentyfikowac przy uzyciu testow ko-
mercyjnych, np. API 20 NE (12). Diagnostyke kom-
plikuje dodatkowo fakt wielu zmian w nomenklaturze
1 taksonomii tych bakterii, spowodowanych wprowa-
dzeniem metod badawczych opartych na analizie kwa-
sow nukleinowych. Przyktadem moze by¢ reklasyfi-
kacja rodzaju Pasteurella, dokonana przez Mutters
1 wsp. (15), ktorzy m.in. opisali 5 nowych gatunkow
tego rodzaju, a gatunek Pasteurella multocida podzie-
lili na 3 podgatunki. Poniewaz cze$¢ tych taksonow —
np. Pasteurella canis, P. dagmatis, P. stomatis, P. mul-
tocida — moze by¢ izolowana od pséw (a takze od lu-
dzi z ran kasanych powodowanych przez psy), istotne

jest zastosowanie takich metod diagnostycznych, kté-
re pozwola na ich identyfikacje¢.

Druga grup¢ pateczek Gram-ujemnych stanowig
bakterie oksydazoujemne, np. przedstawiciele rodzi-
ny Enterobacteriaceae. Sa one znacznie tatwiejsze do
identyfikacji, gtownie ze wzgledu na wicksza aktyw-
nos¢ biochemiczna. Ponadto, u psow zdrowych stwier-
dzane sg one rzadziej niz pateczki oksydazododatnie
(12). Dlatego tez nie stwarzaja one problemoéw w diag-
nostyce mikrobiologicznej.

Celem badan bylto okreslenie wtasciwosci bioche-
micznych oraz identyfikacja Gram-ujemnych, oksyda-
zododatnich pateczek izolowanych z blony Sluzowej
gardia psow, z uwzglednieniem aktualnej taksonomii
badanych bakterii.

Materiatl i metody

Szczepy bakteryjne. Ogotem przebadano 68 szczepow
bakterii tlenowych, izolowanych z blony $luzowej gardfa
od 30 klinicznie zdrowych pséw. Wymazy posiewano na
podloze agarowe z krwia (Columbia Agar — bioMérieux
z 5% dodatkiem odwtdknionej krwi baraniej) oraz Mac-
Conkeya (bioMérieux), ktdre nastepnie inkubowano w tem-
peraturze 37°C. Do dalszych badan kwalifikowano Gram-
-ujemne paleczki oraz ziarniakopateczki dajace wynik do-
datni w probie na oksydaze cytochromowa (Oxidase Re-
agent — bioMérieux).

Badanie wlasciwos$ci biochemicznych i hodowlanych.
Wstepna charakterystyke wyizolowanych szczepow opar-
to na ocenie wzrostu na agarze z krwia 1 podtozu MacCon-
keya (wyglad kolonii, zdolnos¢ do hemolizy), probie na
katalaze (z 3% roztworem H.O,) oraz badaniu zdolnosci
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Tab. 1. Diagnostyka réznicowa Gram-ujemnych, oksydazoujemnych paleczek i ziarniako-paleczek wystepujacych u pséw (1,

6, 11, 14, 15)
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Objasnienia: + reakcja pozytywna; — reakcja negatywna; s — reakcja staba; v — reakcja zmienna; O/F —reakcja fermentacji/oksydacji
na podtozu OF Medium; F — fermentacja; NR - brak reakcji; ONPG — f3-galaktozydaza; * szczepy P. multocida subsp. gallicida moga

dawac wynik dodatni

do rozktadu glukozy na drodze fermentacji lub oksydacji
(na podtozu OF Medium — bioM¢érieux). Dodatkowe bada-
nia biochemiczne obejmowaly:

— probe na indol — na bulionie tryptofanowym (sktad:
Beef Extract — Difco, Bacto Tryptone — Difco, NaCl, woda
dest.), do ktérego po 48 godzinach inkubacjt dodawano
0,5 ml odczynnika Ehrlicha-Kovacsa,

— probe na ureaze — na podtozu agarowym Christensena,
wzbogaconym w wyciag watrobowy (0,01%) 1 glukoze
(0,1%) (6),

— redukcje azotanow do azotynow — w mikroprobdwce
NIT paska API 20 NE (bioM¢érieux), do ktorej po okresie
inkubacji dodawano odczynniki Griessa (NIT 1 oraz NIT 2),
zgodnie z instrukcja producenta,

— badanie aktywnosci dihydrolazy argininowej oraz de-
karboksylazy ornitynowej — w mikroprobowkach ADH oraz
ODC paska API 20 E (bioMérieux), z tym, ze do sporza-
dzania zawiesiny bakterii uzywano bulionu tryptozowo-
-sojowego zamiast wody destylowanej,

— probe na -galaktozydazg (ONPG) — przy uzyciu kraz-
kow diagnostycznych firmy bioMérieux, zgodnie z instruk-
cja producenta,

— wytwarzanie kwasu z weglowodanéw — na podlozu
CTA (BBL — Becton Dickinson) (16), o sktadzie: L-cysty-
na 0,5 g, hydrolizat kazeiny 20,0 g, NaC1 5,0 g, Na, S 0,5 g,
czerwien fenolowa 0,017 g, agar 2,5 g, woda 1000 ml, do
ktérego dodawano, w ilosci 1%, nastgpujace cukry: gluko-
z¢, maltoze, trehaloze, ksyloze, arabinoze, mannitol, sorbi-
tol, mannoze 1 galaktoze.

Wszystkie proby odczytywano po 48 i 72 godz. inku-
bacji.

Identyfikacja wyizolowanych szczepdéw. Izolowane
szczepy bakterii identyfikowano na podstawie wiasci-
wosci fenotypowych przedstawionych w tab. 1. Wyjatek
stanowit Pseudomonas aeruginosa, ktorego przynalezno$¢
gatunkowaq ustalono w oparciu o zestaw identyfikacyjny
API 20 NE (bioMérieux) oraz wlasciwosci hodowlane.



Wyniki i omdwienie

Przeprowadzone badania pozwolity na identyfika-
cje 30 z 68 badanych szczepow, co stanowi 44,1%
(tab. 2). Najliczniej reprezentowany byt takson okres-
lany jako CDC (Centers for Disease Control) EF-4 (15
izolatow), 6 szczepow zakwalifikowano do gatunku
Pasteurella stomatis, 3 — do Cardiobacterium homi-
nis—like oraz 2 do Pseudomonas aeruginosa. Ponadto
wyizolowano po jednym szczepie z gatunkow: Pasteu-
rella dagmatis, Pasteurella canis, Pasteurella multo-
cida (podgatunek multocida) oraz Bordetella bronchi-
septica. Ogotem, 30 z 68 badanych szczepow fermen-
towato glukoze na podtozu OF Medium (44,1%), po-
zostate 38 izolatdéw nalezato do pateczek niefermen-
tujacych. Wsrdd tej pierwszej grupy przeprowadzone
badania biochemiczne pozwolity na identyfikacjg 27
szczepOw, pozostate 3 cechowaly si¢ nietypowymi
wlasciwosciami, ktore nie pozwolily na ustalenie ich
przynaleznosci gatunkowej. Sposrod bakterii nie fer-
mentujacych glukozy zidentyfikowano jedynie 2 izo-
laty Pseudomonas aeruginosa oraz 1 Bordetella bron-
chiseptica. W grupie tej stwierdzono rowniez 4 szcze-
py produkujace indol z tryptofanu, jednak pozostate
wlasciwos$ci biochemiczne, tzn. redukcja azotandéw do
azotynow oraz brak rozktadu mocznika i wytwarzania
dihydrolazy argininowej, nie pozwolity na zaklasyfi-
kowanie do gatunku Bergeyella zoohelcum. Pozostate
pateczki nie fermentujace glukozy wykazywaly tylko
nieznaczng aktywnos¢ biochemiczna (dodatni wynik
w probie na katalazg i/lub redukcja azotandéw do azo-
tynow).

Pismiennictwo zawiera tylko nieliczne opracowa-
nia dotyczace sktadu flory bakteryjnej btony §luzowe;
jamy ustnej i gardta psow. Zainteresowanie tymi drob-
noustrojami znacznie wzrosto, gdy udowodniono rolg
licznych bakterii bytujacych u pséw jako sprawcow
zakazen ran kasanych u ludzi (1, 4, 11). Niestety, diag-
nostyka laboratoryjna Gram-ujemnych pateczek wy-
stgpujacych u pséw jest w znacznym stopniu utrud-
niona wskutek czgsto matej aktywnosci biochemicz-
nej tych drobnoustrojéw. Stosunkowo tatwe do iden-
tyfikacji okazaly si¢ jedynie szczepy fermentujace glu-
koze, ktore stanowily blisko potowg 1zolowanych bak-
terii. Na uwagge zastuguje fakt dominacji wréd Gram-
-ujemnych paleczek wystgpujacych u pséw, szczepow
okreslanych jako CDC group EF-4. W badaniach wtas-
nych takson ten reprezentowany byt przez 15 szcze-
péw, co stanowito 22% izolowanych bakterii; wyka-
zano go u potowy badanych zwierzat. Inni autorzy
stwierdzali te grupe bakterii rownie czgsto. W bada-
niach Forsbloma i wsp. (6) szczepy EF-4 stanowity
22,5% Gram-ujemnych bakterii tlenowych jamy ust-
nej, a wedtug innych autoréw grupa ta moze by¢ stwier-
dzana nawet u 74-92% psow (2, 7). Ma to do$¢ istotne
znaczenie, poniewaz bakterie CDC group EF-4 sa dos¢
czesto izolowane réwniez z zakazonych ran kasanych
u ludzi (18). Opisano takze przypadki zakazen tymi
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Tab. 2. Gram-ujemne bakterie oksydazododatnie, wyizolo-
wane z blony §luzowej gardla pséw

‘_ G;nun_e-k/grupa Liczba szczepow (%) i
Centers for Disease Control group EF-4 15 (22)
Pasteurella stomatis ! 6 (8.8)
Cardiobacterium hominis-like 3 (4.4)
Pseudomonas aeruginosa 2 (2,9)
Pasleurella dagmatis 1(1.4)
Pasteurella canis 1(1,4)
Pasteurella mullocida subsp. mullocida 1(1.4)
Bordetella bronchiseptica 1(1,4)
ISzczep\( niezidentylikowane 38 (55,9)
Razem | 68 (100)

pateczkami u pséw i kotdow — ropnie, martwicowe za-
palenie ptuc, zapalenie ucha oraz zatok przynosowych
(5). Drobnoustroje z grupy EF-4 cechuja sig stosun-
kowo mata aktywnos$cia biochemiczna — redukuja azo-
tany do azotynow, a kwas tworza tylko z glukozy
(tab. 1). Ponadto, czg$¢ szczepdw moze wytwarzac di-
hydrolazg argininowa (w badaniach wlasnych enzym
ten produkowato 6 z 15 izolatéw). Na podstawie roz-
nic w sktadzie kwasow ttuszczowych znajdujacych sig
w komorkach tych bakterii (6) mozna sadzi¢, ze grupa
ta nie jest jednorodna pod wzgledem genotypowym.

Pateczki rodzaju Pasteurella stanowity 13,2% szcze-
pdw bakterii (9 izolatow) stwierdzonych w badaniach
wilasnych. W grupie tej 6 szczepow nalezato do gatun-
ku Pasteurella stomatis, natomiast po 1 — do P. dag-
matis, P. canis 1 P. multocida (subsp. multocida). Wias-
ciwosci biochemiczne wyizolowanych szczepow tego
rodzaju odpowiadaty na ogoét cechom fenotypowym
wymienianym przez Muttersa i wsp. (15) przy rekla-
syfikacji rodzaju Pasteurella. Jednak wedhug tych au-
torow Pasteurella stomatis nie tworzy kwasu z malto-
zy, wykazuje natomiast t¢ wlasciwos¢ w odniesieniu
do trehalozy. Forsblom 1 wsp. (6) stwierdzili z kolei,
ze szczepy tego gatunku moga wykazywaé wiasci-
wosci odmienne wobec obu weglowodandow. Wyka-
zali oni, ze wiekszo$¢ (66%) izolatéw P. stomatis byta
maltozododatnia, natomiast tylko potowa tworzyla
kwas z trehalozy. W badaniach wtasnych 5 na 6 szcze-
pow tego gatunku tworzylo kwas z maltozy, a jeden
okazat si¢ trehalozoujemny. Nalezy przy tym zazna-
czy¢, ze whasciwosci fenotypowe P. stomatis 1 P. canis
sa bardzo podobne, co moze utrudnia¢ diagnostyke
bakteriologiczna. Najwazniejsza cecha, pozwalajaca
na réznicowanie obu gatunkow, jest wytwarzanie de-
karboksylazy ornitynowej (ODC) przez P. canis. Wias-
ciwosc¢ t¢ wykazuje rowniez P. multocida, jednak ga-
tunek ten wystepuje stosunkowo rzadko u psow, wy-
réznia go ponadto zdolno§¢ do wytwarzania kwasu
z mannitolu.

Bakterie Pasteurella sp., cho¢ nalezace do normal-
nej flory bton §luzowych jamy ustnej 1 gardla psow,
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w badaniach wlasnych nie stanowily znacznego od-
setka 1zolowanych szczepow. Na podstawie danych
z piSmiennictwa wynika, ze cz¢stos¢ wystgpowania
tych bakterii jest bardzo rézna, moga by¢ one stwier-
dzane u 8-88% badanych zwierzat (8). Gatunkiem do-
minujacym u psow wydaje si¢ jednak Pasteurella ca-
nis (3, 6). Nalezy podkresli¢, ze przedstawiciele tego
rodzaju s od dawna znanym i dobrze udokumento-
wanym w pismiennictwie czynnikiem etiologicznym
zakazen ran kasanych u ludzi (2, 11).

Pozostate 3 szczepy zidentyfikowanych pateczek
Gram-ujemnych fermentujacych glukoze okreslono, na
podstawie danych Forsbloma i wsp. (6), jako Cardio-
bacterium hominis-like. Jest to grupa bakterii wysteg-
pujacych rowniez na btonie $luzowej poczatkowych
odcinkéw przewodu pokarmowego pséw, rozniacych
sig od szczepdw izolowanych od cztowieka m.in. zdol-
nos$cia do wytwarzania katalazy oraz brakiem tworze-
nia kwasu z sorbitolu (13). Nalezy podkresli¢, ze na-
zwa grupy wynika jedynie z podobienstwa skladu
1 udziatu procentowego kwasow ttuszczowych wyste-
pujacych w komorkach szczepoéw izolowanych od
psow oraz typowych szczepdw C. hominis pochodza-
cych od czlowieka.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze okreslanie
wlasciwosci fenotypowych ma stosunkowo duza war-
to$¢ diagnostyczna jedynie w przypadku bakterii fer-
mentujacych glukoze, stanowiacych okoto potowe
szczepow pateczek Gram-ujemnych wystepujacych na
btonie Sluzowej gardta u pséw. Pozostate bakterie
wymagaja do identyfikacji czgsto bardziej skompliko-
wanych metod badawczych. Szczegdlne znaczenie
moze tu mie¢ analiza sktadu kwaséw thuszczowych
w komorcee bakteryjnej, wykonywana przy zastosowa-
niu chromatografii gazowo-cieczowej (GLC) (14, 19).
Przydatnos¢ tej metody do 1dentyﬁkaCJ1 Gram- ujem-
nych pateczek wystepujacych w jamie ustnej u pséw
oceniali ostatnio Forsblom i wsp. (6). Analiza kwa-
sow thiszczowych komérki pozwolita im jednak na
identyfikacje jedynie 21 szczepdéw pateczek nie fer-
mentujacych glukozy na 39 badanych (54%). Autorzy
ci zakwalifikowali 9 izolatow do rodzaju Neisseria,
5 — do Moraxella sp., a 7 do grupy CDC NO-1. Nle
ustalili Jednak ich przynaleznosci gatunkowej. Swiad-
czy to, ze problem pewnej i w miarg szybkiej diagno-
styki Gram-uj emnych paleczek mefermentuJ acych po-
zostaje w dalszym ciagu nierozwiazany.
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Przebadano histopatologicznie i bakteriologicznie 178 mozgdw owiec w wieku
od 3 miesi¢ey do 7 lat z 126 ferm usytuowanych na Sardynii, u ktorych wystgpo-
waty objawy neurologiczne. Badania wykonano w Instytucic Eksperymentalnej
Profilaktyki Zwierzat w Sassari. Trzgsawke stwierdzono w 57 (32%) przypad-
kach, martwicg kory mozgowej — w 25 (14%), zatrucie wywolane przez ro$line
srodziemnomorska (Cistus sp.) —u 25 (14%), cenuroze — u 11 (6,2%), listerioze
—u 8 (4,5%), ogniska symetrycznego rozmigkania mozgu — u 6 (3,4%), nieropne
zapalenie mézgu 1 opon mozgowych — u 3 (1,7%) owiec. U 3 zwierzat zmiany
chorobowe ograniczaly sig do rdzenia kregowego. Natomiast u 38 (21,3%) owiec,
u ktdrych wystepowaty zaburzenia neurologiczne nie stwierdzono zadnych zmian
w oérodkowym uktadzic nerwowym.
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