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KrólJ., Florek M., StaroniewiczZ.
Chamctetization of Gtam-negative rods isolated flom the mucosal membrane of the dogs'thtoat

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 of68 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 majoriq Q0%) of the fermentative isolates but only 8.3oń of the non-fermenters were
identified by conventional biochemical testing. The most frequent isolates were CDC group EF-4 and
Pasteurella sp. (22oń and 13.2o/o of strains, respectively). This finding is very important from the epidemio-
|ogical point of view, as both groups of bacteria are common bite-wound pathogens.
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B akteri e Gram-uj emne występuj ą powszechnie na
powierzchni błony śluzowej początkowych odcinków
układu pokatmowego u psów (12). Wiele znichuzna-
nych zostało za patogeny powoduj ące zakażenia ran
kąsanych u ludzi (I,4,9-1I), atakże choroby przyzę-
bia u psów (17). Drobnoustroje te mogą również wy-
woływać lub komplikowac infekcje narządow sąsia-
dujących oskrzęli, nosa albo ucha (8). Mimo duzego
znaczenia epizootiolo gi czne go oraz ep i dem i olo gicz-
ne go, diagno styka m ikrobiolo giczna omawi anej gru-
py bakterii nie zawsze jest należycie opracowana,
a identyfikacja wyizolowanych z jamy ustnej t gardła
psów drobnoustroj ow w ciĘ sprawia trudności. Szcze-
gólnie dotyczy to dużej grupy Gram-ujemnych pałe-
czek i kokopałeczek oksydazododatnich, ktore często
cechują się małą aktywnościąbiochemiczną. Poza nie-
licznymi wyjątkami (Pseudomonas sp., Vibrio sp.,Bor-
detella bronchiseptica), większości bakterii z tej gru-
py nie można zidentyfikowac przy uzyciu testów ko-
mercyjnych, np. API 20 NE (12). Diagnostykę kom-
pl i kuj e do datkowo fakt wi e lu zmian rł, n omenkl atur ze
i taksonomii tych bakterii, spowodowanych wprowa-
dzeniem metod badaw czych opartych na analiziekwa-
sów nukleinowych. Przykładem może być reklasyfi-
kacja rodzaju Pasteurella, dokonana przęz Mutters
i wsp. (l5), ktorzy m.in. opisali 5 nowych gatunków
tego rodzaju, a gatunek Pasteurella multocida podzie-
lili na 3 podgatunki. Ponieważ część tych taksonów -
np. Pasteurella canis, P. dagmatis, P. stomatis, P. mul-
tocida - możę być izolowana od psów (a także od lu-
dzi z r an kąs anych p owo dowa ny ch pr zez p sy), i stotne

jest zastosowanie takich metod diagnostycznych, kto-
re pozwoląna ich identyfikację.

Drugą grupę paŁeczek Gram-ujemnych stanowią
bakterie oksydazoujemne, np. przedstawiciele rodzi-
ny Enterobacteriaceae. Sąone znacznie łatwiejsze do
identyfikacji, głównie ze względu na większą aktyw-
ność biochemiczną. Ponadto, u psów zdrowych stwier-
dzane są one rzadziej niż pałeczki oksydazododatnie
( l 2). Dlatego tez nie stwarzają one problemow w diag-
nostyce mikrobiologicznej.

Celem badań było określenie właściwości bioche-
micznych oraz identyfikacj a Gram-uj emnych, oksyda-
zododatnich pałeczek izolowanych z błony śluzowej
gardła psów, z uwzględnieniem aktualnej taksonomii
badanych bakterii.

Materiał i metody
Szczepv bakteryjne. Ogółem przebadano 68 szczepów

bakterii tleno,uvych, izolowanych z błony śluzowej gardła
od 30 klinicznie zdrowych psów. Wyrnazy posiewano Ila
podłoze agarowe z krwią (Colurrrbia Agar - bioMerieux
z 50ń dodalkiem odwłóknionej krwi baraniej) oraz Mac-
Conl<eya (bioMerieux), które następnie inkubowano w ten]-
peraturze 37'C, Do dalszych badań kwalifikowano Graln-
-ujemne pałeczki oraz ziarniakopałeczki dające wynik do-
datni w próbie na oksydazę cytochromową (Oxidase Re-
agent bioMórieux).

Badanie właściwości biochemicznych i hodowlanych.
Wstępną charakterystykę wyizolowanyclr szczepów opar-
to na ocenie wzrostu na agarze zkrwiąi podłożu MacCon-
keya (wygląd kolonii, zdolność do hemolizy), próbie na
katalazę (z 3Y" roztworem H.O.) oraz badaniu zdolności
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Tab. l. Diagnostyka różnicowa Gram-ujemnych, oksydazoujemnych pałeczek i ziarniako-pałeczek występujących u psów (1,

6, 1l, 14, l5)
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dawać wynil< dodatni

do rozkładu glukozy na drodze fennentacji lub oksydacji
(na podłozu OF Medium bioMórieux). Dodatkowe bada-
nia biochemiczne obejmowały:

próbę na indol na bulionie tryptofanowym (skład:
Beef Extract-Difco, Bacto Tryptone Difco, NaCl, woda
dest.), do którego po 48 godzinach inkubacji dodawano
0,5 ml odczynnika Ehrlicha-Kovacsa,

próbę na ureazę na podłozu agarowym Christensena,
wzbogaconyrn w wyciąg wątrobowy (0,0l%) i glukozę
(0,1%) (6),

redukcję azotanów do azotynów - w rnikroprobówce
NlT paska API 20 NE (bioMórieux), do której po okresie
inkubacji dodawano odczynniki Griessa (NrT 1 oraz NIT 2),
zgodnie z instrukcją producenta,

badanie aktywności dihydrolazy argininowej oraz de-
karboksylazy ornitynowej - w mikroprobórł,kach ADH oraz
ODC paska API 20 E (bioMerieux), z tym, ze do sporzą-
dzanta zawiesiny bakterii uzywano bulionu tryptozowo-
-soj owego zamiast wody destylowanej,

- probę na B- gal akto zy dazę(ONPG) przy uży ctu kr Ę-
ków diagnostycznych firmy bioMćrieux, zgodnie z instruk-
cją producenta,

wytwarzanie kwasu z węglowodanów na podłozu
CTA (BBL Becton Dickinson) (16), o składzie: L-cysty-
na 0,5 g, hydrolizat kazeiny 20,0 g, NaCl 5,0 g, NarS 0,5 g,
czerwień fenolowa 0,017 g, agar 2,5 g, woda 1000 ml, do
ktorego dodawano, w ilości 1%, następujące cukry: gluko-
zę, naltozę, trehalozę, ksylozę, arabinozę, mannitol, sorbi-
tol, mannozę i galaktozę.

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

Identyfikacja wyizolowanych szczepów. Izolowane
szczepy bakterii identyfikowano na podstawie właści-
wości fenotypowych przedstawionych w tab. l. WyjaJek
stanowił Pse udomo nas aerttgin o s a, którego przynależnośc
gatunkową ustalono w oparciu o zestaw identyfikacyjny
API 20 NE (bioMćrieux) oraz właściwości hodowlane.
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Tab.2. Gram-ujemne
wane z błony śluzowej
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bakterie oksydazododatnie, wyizolo-
gardla psów

Wyniki i omówienie

Przeprowadzone badania pozwoliły na identyfika-
cję 30 z 68 badanych szczepów, co stanowi 44jYo
(tab. 2). Naj liczni ej reprezentow any był tak s on okre ś -
lanyjako CDC (Centers forDisease Control) EF-4 (l5
izolatów), 6 szczepow zakwalifikowano do gatunku
Pasteurella stomatis,3 - do Cardiobacterium homi-
nis-like orazŻ do Pseudomonąs aeruginosa. Ponadto
wyizolowano po jednym szczepie z gatunków: Pasteu-
rella dagnlatis, Pasteurella canis, Pasteurella multo-
c i d a (po dgatunęk mul t o c i d a) or az B o rd e t e l l a b ro n c hi -
septica. Ogółem, 30 z 68 badanych szczepów fermen-
towało glukozę na podłozu OF Medium (44,1oń),po-
zostałe 38 izolatow nalężało do pałeczek niefermen-
tujących. Wśród tej pierwszej grupy przeprowadzone
badania biochemiczne pozwoliĘ na identyftkację 27
szczepow) pozostałe 3 cechowały się nietypowymi
właściwościami, które nie pozwoliĘ na ustalenie ich
przynależności gatunkowej. Spośród bakterii nie fer-
mentuj ących glukozy zidentyfikowano j edyn ię 2 izo-
laty Pseudomonas aeruginosa oraz7 Bordetella bron-
chiseptica. W grupie tej stwierdzono również4 szczę-
py produkujące indol z tryptofanu, jednak pozostałe
właściwości biochemic zne, tzn. redukcj a azotanów do
azotynow or az brakrozkładu mocznika i wytwarzania
dihydrolazy argininowej, nie pozwoliĘ na zaklasyfi-
kowanie do gatunku Bergeyella zoohelcum. Pozostałe
pałeczki nie fermenĘące glukozy wykazywały tylko
nieznaczną aktywno ś ó bio chemiczną ( dodatni wynik
w próbie nakatalazęi/lub redukcja azotanów do azo-
tynow).

Piśmiennictwo zawiera tylko nieliczne opracowa-
nia doty czące składu fl ory b akteryj nej błony ś luzowej
j amy ustnej i gardła p só w. Zaintęr es owanie tymi drob -

noustroj am i znacznię wzro sło, gdy udowodniono rol ę
licznych bakterii bytujących u psów jako sprawców
zakażeń ran kąsanych u ludzi (I , 4, 11 ). NiesteĘ diag-
nos§ka laboratoryjna Gram-uj emnych pałeczek wy-
stępujących u psów jest w znacznym stopniu utrud-
niona wskutek często małej aktywności biochemicz-
nej tych drobnoustrojów. Stosunkowo łatwe do iden-
tyfikacji okazĘ sięjedynie szczępy fermentujące glu-
kozę, które stanowiĘ blisko połowę izolowanych bak-
terii. Na uwagę zasługuje fakt dominacji wśrod Gram-
-uj emnych pałeczekwystępuj ących u psow, szczepów
określanych jako CDC group EF-4. W badaniach włas-
nych takson ten reprezentowany byłprzez 75 szczę-
pów, co stanowiło 22oń tzolowanych bakterii; $ryka-
zano go u połowy badanych zwterząt. Inni autorzy
stwierdzali tę grupę bakterii równie często. W bada-
niach Forsbloma i wsp. (6) szczepy EF-4 stanowiĘ
22,50^ Gram-ujemnych bakterii tlenowych jamy ust-
nej, a według innych autorów grupa ta możebyć stwier-
dzananawet u74-920ń psow (2, 7). Ma to dość istotne
znaczente,ponieważ bakterie CDC group EF-4 sądość
często izolowane równiez zzakażonych ran kąsanych
u ludzi (18). Opisano takżę przypadki zakażeh tymi

Galunek/grupa Liczba szczepów (%)

Centers lor Disease Control group EF-4

pasteurella slamatis

c a rd io h a cte riu m h o n in is-like

Pseud o mo nas ae ruginosa

Pasleurella dagmalis

pasteurella canis

Pasleurella multocida subsp. nullocida

B o rd e te l Ia b ro n c h ise p tic a

Szczepy niezidentylikowane

Razem

15 (22|

6 (8,8)

3 (4,4)

2 (2,9|

1 (1,4)

1 (1,4)

1 (1,4)

1 (1,4)

38 (55,9)

68 (1 00)

pałeczkami u psów i kotow - ropnie, martwicowe za-
pal eni e pŁuc, zap aleni e uch a or az zatok przyno s owych
(5). Drobnoustroje z grupy EF-4 cechują się stosun-
kowo małą aktywnością biochemiczną- redukuj ą azo-
tany do azotynów, a kwas tworzą tylko z glukozy
(tab. 1). Ponadto, częśc szczepów moze wytwarzac dt-
hydrolazę argininową (w badaniach własnych enzym
ten produkowało 6 z 15 izolatow). Na podstawie róż-
nic w składzie kwasów tłuszczowychznajdujących się
w komórkach tych bakterii (6) można sądzic, że grupa
ta nie jest jednorodna pod względem genotypowym.

P ałę c zki r o dzaju P a s t e u r e l l ą s tanow iĘ I 3,2o^ szcze -

pów bakterii (9 izolatów) stwierdzonych w badaniach
własnych. W grupie tej6szczepownalężało do gafun-
ku Pasteurella stomatis, natomiast po 1 - do P. dag-
matis, P. canis i P. multocida (subsp. multocida). Właś-
ciwości biochemiczne wyizolowanych szczepów tego
rodzaju odpowiadaĘ na ogoł cechom fenotypowym
wymienianymprzęz Muttersa i wsp. (I5) przy rekla-
syfikacji rodzaju Pasteurella. Jednak wedfug tych au-
torow Pasteurella stomatis nie tworzy kwasu zmalto-
zy, wykazlje natomiast tę właściwość w odniesieniu
do trehalozy, Forsblom i wsp. (6) stwierdzili zko|ęj,
że szczepy tego gatunku mogą wykazywać właści-
wości odmienne wobec obu węglowodanów. Wyka-
zalt ont, ze w i ęk szo ść (6 6%) tzolatów P . s t o m a t i s była
maltozododatnia, natomiast tylko połow a tw orzyła
kwas z trehalozy. W badaniach własnych 5 na6 szczę-
pów tego gatunku tworzyło kwas z maltozy, a jeden
okazŃ się trehalozoujemny. Należy przy tym zazna-
czyć,żewłaściwości fenotypowę P. stomatis tP. canis
są bardzo podobne, co moze utrudniać diagnostykę
b akterio 1o g iczną, Naj wazni ej szą c echą p o zw alaj ąc ą
na róznicowanie obu gatunków, jest wytwarzantę dę-
karboksylazy ornitynowej (ODC) przez P. canis. Właś-
ciwość tę wykazuje równiez P. multocida, jednak ga-
tunek ten występuje stosunkowo rzadko u psóq wy-
różnia go ponadto zdolność do wytwarzania kwasu
z mannitolu,

Bakterie Pasteurella sp., choć należące do normal-
nej flory błon śluzowych jamy ustnej i gardła psów,



w badaniach własnych nie stanowiły znacznego od-
setka izolowanych szczepów. Na podstawie danych
z piśmiennictwa wynika, że częstośó występowania
tych bakterii jest bardzo różna, mogą być one stwier-
dzane u 8-88% badanych zwierząt (8). Gatunkiem do-
minującym u psów wydaje się jednak Pasteurellą ca-
nis (3,6). Nalezy podkreślić, że przedstawiciele tego
rodzaju są od dawna znanym i dobrze udokumento-
wanym w piśmiennictwie czynnikiem etiologicznym
zakażeh ran kąsanych u ludzi (2,II).

Pozostałe 3 szczepy zidentyfikowanych paŁeczek
Gram-uj emnych fermentuj ących glukozę określono, na
podstawie danych Forsbloma i wsp. (6), jako Cardio-
bacterium hominis-I1ke. Jest to grupa bakterii wystę-
pujących również na błonie śluzowej początkowych
odcinków przewo du p okatmowe go p s ów, r ó żntący ch
się od szczepow izolowanych od człowieka m.in. zdol-
no ś c i ą do w y tw ar zania katalazy o raz b raki em tworz e -
nia kwasu z sorbitolu (13). Należy podkreślió, że na-
zwa grupy wynika jedynie z podobieństwa składu
i udzi ału pro centowe go kwas ów tŁllszczowych wystę-
pujących w komórkach szczepów izolowanych od
psów oraz typowych szczepów C. hominis pochodzą-
cych od człowieka.

Z przeprowadzonych badań wynika, że określanie
właściwości fenotypowych ma stosunkowo dużą war-
tość diagnostycznąjedynie w przypadku bakterii fer-
mentujących glukozę, stanowiących około połowę
szczepów pŃęczęk Gram-uj emnych występuj ących na
błonie śluzowej gardła u psów. Pozostałe bakterie
wymagaj ą do identyfikacj i często b ar dziej skornp liko -
wanych meto d b adaw czy ch. Szcze golne znaczęnię
może tu mieć analiza składu kwasów tłuszczowych
w komórc e bakteryj nej, wykonyrv ana pr zy zasto s owa-
niu chromatografii gazowo-cieczowej (GLC) (I 4, I9).
Przydatność tej metody do identyfikacji Gram-ujem-
nych pałeczek występujących w jamie ustnej u psów
oceniali ostatnio Forsblom i wsp. (6), Analiza kwa-
sów tłuszczowych komorki pozwoliła im jednak na
iden§fikację jedynie 2I szczepow pałeczek nie fer-
mentuj ących g luko zy na 3 9 b adany ch $ a%) . Alltor zy
ct zakwaliftkowali 9 izolatow do rodzaju Neisseria,
5 do Moraxella sp.. a 7 do grupy COĆ NO-t. Nie
ustali li j ednak ich ptzynależnoŚ ci gatunkowej . S wiad-
czy to, ze problem pewnej i w miarę szybkiej diagno-
styki Gram -uj emnych p aŁe czek nie fermentuj ących p o -
zostaje w dalszym ciągu nrerozwwany.
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LIGIOS C., \TGLIETTI A., CARTA P., DEXTER G.,
AGRIMI V., SIMMONS M. M.: Wyniki badań kli-
nicznych i anatomopatologicznych owiec z Sardy-
nii z objawami neurologicznymi. (Clinicopatholo-
gical findings in sheep from Sardynia showing neu-
rological signs of disease). Vet. Rec. I54,365-370,
2004 (I2)

Przebadano histopatologicznie i bakteriologicznie 1 78 mózgów owiec w wieku
od 3 miesięcy do 7 latz 126 fernr usytuowanych na Sardynii, Ll których występo-
wały objawy neuroIogiczne Badania wykonano w lnstytucic Eksperymcntalnej
Profilaktyki Zwlerzal lv Sassari. Trzęsawkę stwierdzono w 57 (32%) przypad-
kaclr, martrł.icę kory mózgorvej rv 25 ( l4%), zatrucie wywołane przez roślinę
śródzietrrnomorsJ<ą(Clsar.lp ) u25 (l4%), cenurozę u l1(6,2%), listeriozę

u 8 (4,5%), ogniska symetrycznego rozniękania nrózgu u 6 (3,4%), nieropne
zapalctlie mózgu iopon mózgowych u 3 (1,7%) owiec. U 3 zwierza.tzlliany
chorobowe ograniczały się do ldzenia kręgowego. NatoITiast u 38 (2 1,3%) owiec,
u których występowały zaburzenia neurologiczne nie stwierdzono żadnych zmian
w ośrodkowym układzic nerwowy]x. 
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