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WYKAZ SKROTOW

gen 16S rRNA (rrs) — gen kodujacy rybosomalny kwas rybonukleinowy (rRNA), wchodzacy
w sklad podjednostki malej rybosoméw u Procaryota

atpD - gen kodujacy podjednostke B syntetazy adenozynotrifosforanu (ATP)

rpoB - gen kodujacy podjednostke B polimerazy RNA

sodA - gen kodujacy mangano-zalezng dysmutaze nadtlenkowa

kmt - gen kodujacy biatko KMT-1 wchodzace w sktad blony zewnetrznej sciany komérkowej
bakterii Gram-ujemnych

p.z. — para zasad

PCR - (Polymerase Chain Reaction), reakcja lancuchowa polimerazy, polimerazowa reakcja
fancuchowa

PCR-RFLP - (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragments Length Polymorphism),
odmiana PCR wykazujaca polimorfizm diugosci fragmentéw restrykcyjnych

CCUG - Culture Collection, University of Géteborg (Szwecja)

NCTC - National Collection of Type Cultures (Wielka Brytania)

ATCC - American Type Culture Collection (Stany Zjednoczone)

MCCM - Medical Culture Collection Marburg (Niemcy)

CDC - Centers for Disease Control and Prevention (Stany Zjednoczone)

CNP - Centre National des Pasteurella (Francja)

ODC - dekarboksylaza ornitynowa

BT16 - Bisgaard Taxon 16

BT46 - Bisgaard Taxon 46






1. WSTEP

Rodzina Pasteurellaceae Pohl 1981 zaklasyfikowana zostala do typu Proteobacteria, klasy
Gammaproteobacteria oraz rzedu Pasteurellales [Garrity i in. 2005]. Naleza tu Gram-ujemne
drobne paleczki lub ziarniako-pateczki dlugosci 0,4-2 pm, nieruchome i niewytwarzajace
przetrwalnikow. Sa to bakterie tlenowe lub wzglednie beztlenowe, a ich typowym miejscem
bytowania sg blony $luzowe ukladu oddechowego, pokarmowego oraz rozrodczego kregow-
cow (gléwnie ssakow i ptakow). Moga powodowaé zakazenia u ludzi oraz innych ssakéw,
a takze ptakow i gadéw. Niektore gatunki bakterii z tej rodziny majg duze znaczenie ekono-
miczne jako patogeny zwierzat gospodarskich [Songer, Post 2005].

Analiza sekwencji genu 16S rRNA wykazala, ze Pasteurellaceae stanowia zwarta jedno-
stke taksonomiczna, dajacy si¢ tatwo odréznic od filogenetycznie najblizej stojacych rodzin:
Enterobacteriaceae, Vibrionaceae oraz Aeromonadaceae [Dewhirst i in. 1992]. Mimo wielu ba-
dan przeprowadzonych w ostatnich latach taksonomia rodziny Pasteurellaceae wciaz nie jest
ostatecznie ustalona, a grupa ta podlega ciagtym rewizjom systematycznym. Obecnie do Pa-
steurellaceae nalezy 67 zatwierdzonych gatunkéw zgrupowanych w 15 rodzajach (http://www.
the-icsp.org/taxa/Pasteurellaceaelist.htm), jednak sadzi si¢, Ze istnieje jeszcze co najmniej
40 taksondéw wymagajacych dalszych badan filogenetycznych [Christensen 2004b]. Réwniez
w obrebie poszczegolnych rodzajow wiele gatunkdéw ma niepewna pozycje taksonomiczng.

Do najwazniejszych rodzajéw w obrebie rodziny Pasteurellaceae naleza (w nawiasach
podano liczbe gatunkéw): Actinobacillus (17), Avibacterium (5), Bibersteinia (1), Gallibacte-
rium (4), Haemophilus (12), Histophilus (1), Mannheimia (5) oraz Pasteurella (12). Uwaza sig,
ze wiele gatunkéw z omawianej rodziny wykazuje przystosowanie do poszczegdlnych zwie-
rzat-gospodarzy, a nawet do specyficznych miejsc w organizmie gospodarza [Bisgaard 1993].

U psow i kotow stwierdzono kilka gatunkéw nalezacych do Pasteurellaceae (tab. 1). Nie-
ktére z nich (Pasteurella canis, P. stomatis, P. dagmatis, Haemophilus haemoglobinophilus,
H. felis) wydaja si¢ by¢ drobnoustrojami zwigzanymi gléwnie (lub nawet wylacznie) z tymi
zwierzetami, natomiast P. multocida (z podgatunkami P. multocida subsp. multocida, P. mul-
tocida subsp. septica i P. multocida subsp. gallicida) oraz P. pneumotropica wystepuja u wielu
gatunkéw gospodarzy. Od pséw i zwierzat kotowatych (w tym dzikich) izoluje si¢ ponadto
szczepy o niewyjasnionej do konca pozycji systematycznej, reprezentujace osobne taksony
w obrebie rodziny Pasteurellaceae: Bisgaard Taxon 16, 45 i 46 oraz Pasteurella sp. B [Mutters
iin. 1985, Bisgaard 1993, Christensen i in. 2005].

Na podstawie wynikéw badan przeprowadzonych przez réznych autoréw [Hellmann
iin. 1987, Biberstein i in. 1991, Van Sambeek i in. 1995, Muhairwa i in. 2001a, Forsblom
iin. 2002] wykazano, ze u kotéw dominujacym drobnoustrojem z omawianej rodziny jest
Pasteurella multocida, natomiast u pséw — P. canis. Pozostate gatunki Pasteurellaceae izo-
lowane sg od tych zwierzat rzadziej. W dostepnym pismiennictwie istniejg jednak dos¢
duze rozbieznoséci dotyczace czestotliwosci wystepowania gatunkéw bakterii z rodziny
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Pasteurellaceae u réznych gospodarzy. Wymienieni autorzy prezentujg rézne opinie na te-
mat czestosci izolacji od zwierzat migsozernych poszczegélnych podgatunkéw P. multoci-
da. Wspomniane réznice moga by¢ spowodowane czynnikami geograficznymi, brakiem
standaryzacji metod diagnostycznych oraz odmiennymi celami badan (okreslanie nosi-
cielstwa bakterii u zwierzat zdrowych lub izolacja z przypadkéw zakazen). Ponadto, wiek-
szo$¢ wspomnianych autoréw stosowala wyltacznie fenotypowe metody identyfikacji, ktére
w przypadku Pasteurellaceae okazuja sie czesto niepewne [Kuhnert i in. 2000, Christensen
iin. 2004a].

Tabela 1
Table 1

Bakterie z rodziny Pasteurellaceae wystepujace u psow i zwierzat kotowatych
Bacteria belonging to the family Pasteurellaceae occurring in dogs and felids

Gatunek/takson Wystepowanie Pi$miennictwo
Species/taxon Occurrence Reference
Pasteurella canis pies, kot Mutters i in. 1985, Hellmann i in. 1987,
dog, cat Biberstein i in. 1991, Bisgaard 1993

P daematis pies, kot Mutters i in. 1985, Bigaard 1993, Muhairwa

- dag dog, cat iin. 2001a
P. multocida (z podgatunkami ..
P. multocida sul:I:sp.gmultocida, pies, kot, lew, tygrys Heddleston 1976, Burdge i in. 1985,

. . o Muhairwa i in. 2001a, Forsblom i in. 2002,

P. multocida subsp. septica oraz | dog, cat, lion, tiger Christensen i in. 2005
P. multocida subsp. gallicida) ’
P stomatis pies, kot Mutters i in. 1985, Hellmann i in. 1987,

’ dog, cat Bisgaard 1993
P. pneumotropica 1;:: Bisgaard 1993
Haemop ’“l_“s . pies Bisping, Amtsberg 1988, Songer, Post 2005
haemoglobinophilus dog
H. felis 1;:: Inzana iin. 1992

. pies, kot Bisgaard, Mutters 1986, Muhairwa i in.
Bisgaard Taxon 16 dog, cat 2001a, Forsblom i in. 2002
Bisgaard Taxon 45 (,P. leonis’, | lew, tygrys Capitini i in. 2002, Christensen i in. 2005
»P. multocida subsp. tigris”) lion, tiger

1
Bisgaard Taxon 46 P anteral Christensen i in. 2005
leopard

Pasteurella species B gfgs’ ::(:tt Mutters i in. 1985, Hellmann i in. 1987

! szczepy izolowane od ludzi z ran kgsanych powodowanych przez pantery
strains isolated from leopard bite wounds in humans
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1.1. Znaczenie kliniczne i epidemiologiczne bakterii
z rodziny Pasteurellaceae wystepujacych u pséw i kotow

Drobnoustroje nalezace do rodziny Pasteurellaceae wystepuja fizjologicznie na blonach sluzo-
wych uktadu oddechowego, jamy ustnej oraz uktadu rozrodczego u pséw i kotéw. W sprzyja-
jacych warunkach, wskutek uposledzenia miejscowych mechanizméw obronnych, wczesniej-
szych zakazen wirusowych, urazéw mechanicznych, ran kasanych itp., moga powodowac
u tych zwierzat zakazenia miejscowe lub uogélnione [Greene 1984]. Do najczesciej stwier-
dzanych proceséw patologicznych, w ktérych uczestnicza bakterie z omawianej grupy, naleza
zakazenia gérnych i dolnych drég oddechowych, ropniaki oplucnej (empyema pleurae), stany
zapalne gardla, zakazenia ukladu moczoplciowego, posocznice, zakazenia ran kasanych oraz
ropnie podskoérne [Maclachlan, Hopkins 1978, Hellmann i in. 1987, Mohan i in. 1997, Scott
iin. 2001, Krol i in. 2004]. Jako czynnik etiologiczny tych zakazen najczedciej jest wymienia-
na Pasteurella multocida, jednak z uwagi na zmiany dotyczace klasyfikacji rodziny Pasteurel-
laceae w ostatnich latach, wiele danych literaturowych dotyczacych chorobotworczosdci tego
gatunku musi by¢ interpretowanych z pewna ostroznoscia.

Drugim waznym problemem zwigzanym z nosicielstwem omawianej grupy bakterii
u zwierzat migsozernych jest mozliwo$¢ transmisji tych drobnoustrojéw na zwierzeta go-
spodarskie lub dzikie oraz na cztowieka. Wyniki badan niektérych autoréw wskazuja, ze psy
i koty trzymane na fermach drobiu moga przyczynia¢ si¢ do wystepowania pasterellozy pta-
kéw [Snipes i in. 1988, Van Sambeek i in. 1995, Muhairwa i in. 2001b]. Curtis i Ollerhead
[1982] wykazali, ze cze$¢ szczepodw Pasteurella multocida, izolowanych od kotdéw zyjacych
na fermach indykéw, nalezy do tego samego serotypu co szczepy tej bakterii pochodzace od
zakazonych ptakow, a takze wykazuje patogenno$¢ dla kurczat. Z kolei Korbel i in. [1992]
stwierdzili, ze zakazenia wywolane przez Pasteurella multocida u dziko zyjacych ptakéw moga
by¢ konsekwencja ran kasanych powodowanych przez koty. Mimo tych przestanek rzeczywi-
ste znaczenie psow i kotéw jako rezerwuaru bakterii z rodziny Pasteurellaceae dla zwierzat
gospodarskich pozostaje do$¢ trudne do oceny [Muhairwa i in. 2001b].

Psy i koty stanowig réwniez powazne zrédio zakazen drobnoustrojami z rodziny
Pasteurellaceae u cztowieka. Jest to stosunkowo dobrze poznany i udokumentowany problem
epidemiologiczny [Weber i in. 1984, Holst i in. 1992, Talan i in. 1999, Donnio i in. 2004].
Zdecydowana wiekszos¢ tych infekcji powodowana jest przez rézne gatunki z rodzaju Pa-
steurella (gtownie P. multocida), chociaz opisywano takze przypadki zakazenn wywolanych
przez Haemophilus haemoglobinophilus [Frazer, Rogers 1972], Bisgaard Taxon 45 [Capitini
iin. 2002] oraz Bisgaard Taxon 46 [Christensen i in. 2005]. Uwaza si¢, ze paleczki Pasteurella
sp. nie sg typowymi komensalami bton $luzowych czlowieka, jednak niekiedy stwierdza sie
nosicielstwo tych bakterii na blonie §luzowej gardla u oséb majacych czesty kontakt ze zwie-
rzetami [Avril i in. 1990] albo w ukladzie oddechowym pacjentéw z chorobami ptuc [Weber
iin. 1984]. Infekcje u ludzi powodowane przez przedstawicieli rodzaju Pasteurella sp. mozna
podzieli¢ na 3 grupy:

1. Zakazenia bedace nastepstwem pogryzienia lub podrapania. Z uwagi na stosunkowo
duzg liczbe przypadkow pokasan ludzi przez psy i koty oraz powszechne nosiciel-
stwo pastereli w jamie ustnej tych zwierzat infekcje tego typu wystepuja najczesciej.
Drobnoustroje z rodzaju Pasteurella izolowane sg z 50-75% zakazonych ran powo-
dowanych przez koty i z 20-50% ran powodowanych przez psy [Talan i in. 1999,
Taplitz 2004]. W wyniku zakazenia moze doj$¢ do tworzenia si¢ ropni i zapalenia
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tkanki podskornej (cellulitis), a w przypadkach glebokich ran konczyn - do zapale-
nia pochewek $ciegnowych, stawéw i szpiku kostnego. Jako powiklania ran kgsanych
stwierdzano réwniez posocznice, zapalenie opon mézgowych, ropnie mézgu oraz
zapalenie otrzewnej [Weber i in. 1984, Holst i in. 1992, Jones i in. 1999]. Gatunka-
mi izolowanymi najczesciej sg Pasteurella multocida (z ran kasanych powodowanych
przez koty) oraz P. canis (z ran powodowanych przez psy) [Talan i in. 1999]. Ma to
bezposredni zwigzek z czestoscia wystepowania tych bakterii w jamie ustnej obu ga-
tunkow zwierzat. Drobnoustroje z rodziny Pasteurellaceae byly réwniez stwierdzane
w przypadkach zakazen ran kasanych powodowanych u ludzi przez lwy, tygrysy oraz
lamparty [Burdge i in. 1985, Christensen i in. 2005].

2. Zakazenia, czgsto o ciezkim przebiegu, dotyczace uktadu oddechowego. Manifestuj si¢
one zapaleniem zatok przynosowych, zapaleniem pluc, ropniakami oplucnej oraz rop-
niami pluc [Weberiin. 1984, Arashimaiin. 1992]. W wigkszosci przypadkéw kolonizacji
lub infekeji ukladu oddechowego stwierdzano wczeéniejszy kontakt pacjentdw ze zwie-
rzgtami, a do zakazen moglto dochodzi¢ przez inhalacje aerozolu zakaznego lub, posred-
nio, poprzez $rodowisko zanieczyszczone wydzielinami zwierzat [Chen i in. 2002].

3. Inne zakazenia ukladowe, jak np. posocznica, zapalenie opon mézgowych, zapalenie
otrzewnej oraz ropnie w obrebie jamy brzusznej [Weber i in. 1984, Wallet i in. 2000,
Cooke iin. 2004]. Rowniez te infekcje w zdecydowanej wigkszo$ci przypadkéw moz-
na bylo powiazac z bezposrednim lub posrednim kontaktem ze zwierzetami domo-
wymi [Holst i in. 1992].

Wielu autoréw zwraca przy tym uwage na wzrost liczby przypadkow zakazen bakteriami

z rodzaju Pasteurella u ludzi w ostatnich latach [Weber i in. 1984, Arashima i in. 1992]. Jest
to spowodowane m.in. czestszymi i $cislejszymi kontaktami pomiedzy ludzmi i zwierzetami
towarzyszacymi.

Implikacje kliniczne i epidemiologiczne nosicielstwa drobnoustrojéw z rodziny Pasteu-
rellaceae u pséw i kotéw sprawiaja, ze duzego znaczenia nabiera szybka i precyzyjna dia-
gnostyka mikrobiologiczna omawianej grupy bakterii. Doktadna identyfikacja izolowanego
drobnoustroju pozwala nie tylko na okreslenie jego potencjalnej roli w procesie patologicz-
nym, ale réwniez na ustalenie ewentualnego zrédla zakazenia, co ma szczegélne znaczenie
w zapobieganiu nawrotom infekeji, zwlaszcza u ludzi [Cooke i in. 2004]. Ponadto, niektdrzy
autorzy uwazaja, ze poszczegélne gatunki i podgatunki w obrebie rodzaju Pasteurella moga
wykazywaé pewne réznice w zjadliwosci, np. P. multocida bywa czeéciej izolowana z ,,powaz-
niejszych przypadkéw zakazen” u ludzi [Holst i in. 1992], w tym posocznicy. Stwierdzono
takze, ze P. multocida subsp. multocida wykazuje wigksze powinowactwo do ukladu odde-
chowego i powoduje statystycznie czedciej infekcje ptuc niz P. multocida subsp. septica, ktora
z kolei czgsciej izolowana jest z zakazonych ran kasanych powodowanych przez koty [Chen
iin. 2002].

1.2. Identyfikacja bakterii z rodziny Pasteurellaceae

Przez wiele lat identyfikacja drobnoustrojow z omawianej grupy opierala si¢ gtéwnie na ba-
daniu cech fenotypowych, zwlaszcza biochemicznych i enzymatycznych. Réwniez obecnie,
mimo wprowadzenia wielu nowoczesnych metod z zakresu biologii molekularnej, identyfika-
cja fenotypowa jest gléwna procedurg stosowang w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej
[Dousse i in. 2008, Dziva i in. 2008]. Jednak juz w latach 70. i 80. XX w. niektdrzy autorzy
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zwracali uwage, ze szczepy klasyfikowane do rodzaju Pasteurella (szczegélnie P. multocida
oraz P. pneumotropica) czesto wykazuja duza zmiennos$¢ cech fenotypowych [Heddleston
1976, Svoboda i in. 1981]. Powodowalo to problemy z definiowaniem oraz identyfikacjg po-
szczegdlnych gatunkow oraz wigzalo sie z istnieniem wielu biotypéw, co dodatkowo utrud-
nialo badania poréwnawcze dotyczace wystepowania i znaczenia epidemiologicznego tych
bakterii [Bisgaard 1993, Christensen i in. 2004a]. Przeprowadzone badania genetyczne do-
prowadzily do reklasyfikacji rodzaju Pasteurella [Mutters i in. 1985], w wyniku ktérej wyod-
rebniono kilka nowych gatunkdéw tego rodzaju, a sam gatunek P. multocida sensu stricto zostat
podzielony na 3 podgatunki. Konsekwencjg opisanych zmian byla koniecznos¢ rozszerzenia
procedury diagnostycznej o dodatkowe testy. Obecnie identyfikacja fenotypowa Pasteurella-
ceae wymaga wykonania wielu réznorodnych prob biochemicznych (tab. 2), co sprawia, ze
diagnostyka tej grupy bakterii opierajaca si¢ na metodach tradycyjnych jest Zzmudna, praco-
chlonna i czasochlonna, a z uwagi na opisywane zréznicowanie wlagciwosci biochemicznych
wsrod szczepow nalezacych do poszczegdlnych gatunkow nie zawsze jest pewna [Lindberg
iin. 1998, Petersen i in. 1998, Kuhnert i in. 2000, Christensen i in. 2004a]. Diagnostyke feno-
typowa utrudnia takze fakt, ze zminiaturyzowane systemy identyfikacyjne (API 20 NE, VI-
TEK itp.), stosowane rutynowo przez wiele laboratoriéw, rowniez nie pozwalaja na poprawna
identyfikacje poszczegdlnych gatunkéw Pasteurellaceae [Boot i in. 2004, Krdliin. 2004, Dziva
iin. 2008, Guillard i in. 2009, Akahane i in. 2011].

Cenna alternatywe identyfikacji fenotypowej bakterii stanowia metody genotypowe. Po-
zwalajg one nie tylko na wykrywanie bakterii w materiale klinicznym oraz precyzyjna iden-
tyfikacje szczepow, ale takze na badanie ich potencjalnej patogennoséci poprzez wykrywanie
sekwencji DNA kodujacych poszczegdlne toksyny i inne czynniki zjadliwosci [Dziva i in.
2008]. Analiza genotypowa szczepow bakteryjnych okazala sie takze znakomitym narze-
dziem badan filogenetycznych, pozwalajacym na okreélanie pokrewienstwa poszczegoélnych
jednostek taksonomicznych. W ostatnich kilkunastu latach duze znaczenie zyskata, jako me-
toda referencyjna, identyfikacja bakterii na podstawie analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA
(rrs), kodujacego kwas rybonukleinowy wchodzacy w sklad matej podjednostki rybosomu
bakteryjnego [Fredericks, Relman 1996, Clarridge 2004]. Gen rrs zawiera zardwno regiony
konserwatywne (wspolne dla wielu réznych bakterii), jak i swoiste gatunkowo, co umozliwia
identyfikacje rodzaju lub gatunku izolowanego szczepu poprzez poréwnywanie okreslanych
sekwencji z dostepnymi bazami danych [Mignard, Flandrois 2006]. Analiza sekwencyjna genu
16S rRNA okazala si¢ takze dobrg metoda wyznaczania zaleznosci ewolucyjnych (tzw. drzew
filogenetycznych) bakterii, w tym Pasteurellaceae [Dewhirst i in. 1992, Kuhnert i in. 2000,
Christensen i in. 2004b, Hayashimoto i in. 2005]. GI6wng niedogodnoscia badan bazujacych
na poréwnywaniu sekwencji genu rrs wydaje si¢ niedostateczne réznicowanie w obrebie nie-
ktérych grup bakterii [Fox i in. 1992, Mignard, Flandrois 2006]. Nowsze badania wykazaly,
ze analiza sekwencyjna takze innych gendw (tzw. housekeeping genes, tj. genéw konstytucyj-
nych niezbednych do zapewnienia podstawowych funkcji komoérki) moze by¢ dobra metoda
zaréwno identyfikacji bakterii, jak i badan filogenetycznych [Christensen i in. 2004b, Korczak
iin. 2004, Gautier i in. 2005, Cattoir i in. 2006]. Stwierdzono, ze niektdre z tych gendw, np.
rpoB, atpD czy sodA (kodujace odpowiednio: podjednostke  polimerazy RNA, podjednostke
B syntetazy ATP oraz manganozalezng dysmutaze nadtlenkowa) moga charakteryzowac sie
wigkszym potencjalem réznicujacym niz 16S rRNA, a przez to lepiej nadawac si¢ do dia-
gnostyki grup bakteryjnych zawierajacych wiele blisko spokrewnionych ze sobg gatunkéw
[Mollet i in. 1997, Poyart i in. 1998, 2001].
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Tabela 2
Table 2
Wrtasciwosci biochemiczne bakterii z rodziny Pasteurellaceae wystepujacych u psow i kotow
(wg Mutters i in. 1985, Piechulla i in. 1986, Muhairwa i in. 2001a, Forsblom i in. 2002, Christensen
iin. 2005, Garrity i in. 2005, Songer, Post 2005)
Biochemical properties of bacteria from the family Pasteurellaceae occurring in dogs and cats
(according to Mutters et al. 1985, Piechulla et al.1986, Muhairwa et al. 2001, Forsblom et al. 2002,
Christensen et al. 2005, Garrity et al. 2005, Songer, Post 2005)

Whasciwosci
Characteristics

Pasteurella multocida subsp.

septicaa
+ |4 |4 |Pasteurella multocida subsp.

multocida
gallicida
philus

Oksydaza - Oxidase
Katalaza — Catalase
Indol - Indole
Ureaza — Urease
Dekarboksylaza
ornitynowa
Ornithine
decarboxylase

+ |4 |4 |Haemophilus haemoglobino-

+ |+ |+ | Bisgaard Taxon 16
+ |+ |+ | Bisgaard Taxon 45

+ |4+ |4 | Pasteurella multocida subsp.
+ |+ |+ | Pasteurella species B

+ |+ |+ | Pasteurella canis
+ |+ |+ | Pasteurella stomatis

+ |+ |+

+ |+ |+ |+ | Pasteurella dagmatis
+ |+ |+ |+ | Pasteurella pneumotropica

+ |+ |+ |+ | Bisgaard Taxon 46

Tworzenie kwasu z:
Acid from:

glukozy - glucose
maltozy — maltose
sacharozy - sucrose
mannozy — mannose
mannitolu - mannitol
trehalozy - trehalose + + | BD | - + - -
sorbitolu - sorbitol - + - - - | BD | - - + +
dulcytolu - dulcitol - - + - - - | BD| - - d - +
+, reakcja dodatnia u = 90% szczepow; —, reakcja dodatnia u < 10% szczepéw; d, reakcja dodatnia u 11-89% szczepow;
BD, brak danych

+, 90% or more of the strains are positive; —, 10% or less of the strains are positive; d, 11-89% of the strains are
positive; BD, no data exist

+
+
+
+
+
+

|

|

|

+ o+
+ + + +

+ o+
+ o+

|
+ + + +

BD

+ o+ o+
|
|
|
+ o+
|
|
|

+ + + +
|
oo
+ o+ + + + o+

+ o+ + +

Metody genotypowe identyfikacji bakterii oparte na analizie sekwencyjnej okreslonych
gendéw maja réwniez pewne wady i ograniczenia [Mignard, Flandrois 2006]. Badane sekwen-
cje musza by¢ dobrej jakosci, tak aby otrzymywane chromatogramy nie sprawialy probleméw
przy interpretacji. W przypadku mieszanych hodowli bakteryjnych moze dochodzi¢ do po-
wstawania sekwencji chimerycznych, uniemozliwiajacych prawidlowe rozpoznanie szczepu
[Wang, Wang 1997]. Konieczne sa réwniez wiarygodne i dostatecznie obszerne bazy danych,
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uwzgledniajgce zréznicowanie genetyczne szczepdw bakteryjnych pochodzacych od poszcze-
golnych gospodarzy i z réznych rejonéw geograficznych. Wykazano np. ze szczepy Pasteurel-
la multocida, izolowane od réznych gatunkéw zwierzat, moga wykazywac znaczne réznice
w obrebie genu 16S rRNA [Davies 2004]. Podobna sytuacja ma réwniez miejsce w przypadku
P. pneumotropica [Hayashimoto i in. 2005, Dole i in. 2010] oraz P. dagmatis [Sellyeiiin. 2010].
Opisane zréznicowanie genotypowe powoduje, ze diagnostyka mikrobiologiczna oparta na
analizie sekwencyjnej wymaga uwzglednienia danych klinicznych i epidemiologicznych,
a nierzadko réwniez umiejetnosci interpretacji wykreséw filogenetycznych [Mignard, Flan-
drois 2006]. Sekwencjonowanie DNA jest ponadto procedurg stosunkowo droga, wymagaja-
ca odpowiedniego sprzetu i wykwalifikowanego personelu, a przez to czesto niemozliwg do
przeprowadzenia w typowej pracowni bakteriologiczne;j.

Optymalnym rozwigzaniem przy identyfikacji pateczek z rodziny Pasteurellaceae, zwlasz-
cza w przypadku szczepéw o nietypowych wiasciwosciach fenotypowych, byloby zastosowa-
nie gatunkowo-swoistych reakeji tancuchowych polimerazy (PCR). Jednak opracowane do
tej pory testy PCR przeznaczone sg jedynie do identyfikacji Pasteurella multocida - przede
wszystkim u zwierzat gospodarskich [Townsend i in. 1998, Miflin, Blackall 2001, Rocke i in.
2002] oraz P. pneumotropica [Nozu i in. 1999]. Brakuje natomiast tego typu metod do iden-
tyfikacji paleczek z rodziny Pasteurellaceae izolowanych gtéwnie od pséw i kotéw (P. canis,
P. dagmatis, P. stomatis, Haemophilus haemoglobinophilus). Z tego miedzy innymi powodu
duza cze$¢ zawartych w piémiennictwie danych dotyczacych wystepowania oraz patogenno-
$ci omawianej grupy bakterii zwierzat towarzyszacych, a takze ich znaczenia epidemiologicz-
nego dla czlowieka, zostala uzyskana na podstawie nie zawsze miarodajnych wynikéw badan
fenotypowych. Sprawia to, ze wiele zagadnien zwigzanych z ekologia, chorobotwdrczoscia
oraz diagnostyka bakterii Pasteurellaceae wystepujacych u pséw i kotéw nie zostalo do konca
wyjasnionych.
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Przeprowadzone w latach 2004-2007 badania wlasne wykazaly, ze bakterie nalezace do ro-
dziny Pasteurellaceae sa stosunkowo czgsto izolowane od pséw i kotéw zdrowych, a takze
wykazujacych rézne objawy kliniczne [Krdl i in. 2004, 2005, 2008]. Szybka i doktadna identy-
fikacja poszczegolnych gatunkow z tej grupy weiaz napotyka na duze trudnosci, a rutynowo
stosowane metody diagnostyczne sg skomplikowane, pracochtonne i czgsto nie umozliwiaja
jednoznacznego rozpoznania wyizolowanego szczepu. Z kolei metody genotypowe oparte
na analizie sekwencyjnej okreslonych genéw, ze wzgledu na duzy koszt i mozliwe proble-
my z interpretacja wynikéw, nie sa réwniez wygodne w diagnostyce laboratoryjnej. Dlatego

w publikacji podjeto probe opracowania innych metod genotypowania, szczegélnie z wyko-

rzystaniem polimerazowej reakcji fanncuchowej oraz analizy restrykcyjnej odpowiednich frag-

mentéw DNA. Wydaje sie, ze zastosowanie gatunkowo-swoistych testéw PCR mogloby by¢
optymalnym rozwigzaniem przy identyfikacji pateczek Pasteurellaceae wystepujacych u pséw

i kotoéw. Diagnostyka taka bylaby stosunkowo szybka i tania, umozliwiajac jednoczesnie do-

kfadne rozpoznawanie badanych szczepéw bakteryjnych przy znacznym uproszczeniu etapu

badan biochemicznych.

Realizacja powyzszego celu gléwnego moglaby zapewni¢ osiagniecie dalszych zamie-
rzen, takich jak:

o okredlenie istotnych (z punktu widzenia diagnostyki laboratoryjnej) cech fenotypowych
i genotypowych szczepéw bakterii z rodziny Pasteurellaceae izolowanych od zwierzat to-
warzyszacych;

o opracowanie procedur diagnostycznych, stanowigcych kombinacje metod fenotypowych
i genotypowych, pozwalajacych na szybka i dokladna identyfikacje wyizolowanych szcze-
pow;

o ustalenie sktadu gatunkowego bakterii z rodziny Pasteurellaceae wystepujacych u psow
i kotéw zdrowych oraz w przypadkach infekcji.

W pierwszym etapie pracy dokonano izolacji i wstepnej identyfikacji fenotypowej szcze-
poéw bakterii z rodziny Pasteurellaceae od pséw i kotéw klinicznie zdrowych oraz wykazuja-
cych objawy zakazen. W celu przeprowadzenia badan poréwnawczych dolaczono do niniej-
szego opracowania rowniez kilka izolatow pateczek Pasteurellaceae pochodzacych od dzikich
kotowatych Zyjacych w ZOO we Wroclawiu.

Reprezentatywna grupe badanych izolatéw (w tym wszystkie te izolaty, ktérych wiasci-
wosci fenotypowe nie umozliwily rozpoznania gatunkowego) poddano identyfikacji poprzez
sekwencjonowanie fragmentu genu 16S rRNA. Wykonana nastepnie analiza sekwencyjna po-
zwolita na rozpoznanie zdecydowanej wiekszosci tych szczepow. Jednak réznice dotyczace se-
kwencji nukleotydéw w obrebie genu 16S rRNA u poszczegdlnych gatunkéw pateczek Pasteu-
rellaceae okazaly sie zbyt male, by gen ten mégt zosta¢ wykorzystany jako matryca w gatun-
kowo-swoistych testach PCR (wyjatek stanowily Haemophilus haemoglobinophilus i Bisgaard
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Taxon 16, w przypadku ktérych w tej publikacji zaprojektowano startery DNA specyficzne dla
odpowiednich fragmentéw genu 16S rRNA tych gatunkéw). Dlatego tez jednym z kierunkéw
przeprowadzonych badan bylo znalezienie takiego genu (genéw), ktéry wykazywalby wigksze
zréznicowanie gatunkowe pozwalajace na realizacje zalozonych celéw pracy. Na podstawie
danych z piSmiennictwa wytypowano fragment genu kmt jako matryce w opracowywanej
reakcji PCR do identyfikacji Pasteurella multocida oraz fragment genu sodA, ktéry bylby pod-
dawany amplifikacji w testach PCR specyficznych dla pozostalych badanych gatunkéw z ro-
dzaju Pasteurella (P. canis, P. dagmatis, P. stomatis). Zaprojektowane startery, komplementar-
ne do wyzej wymienionych fragmentéw genéw, zostaly nastepnie uzyte do serii testow PCR,
ktorych celem byta weryfikacja wynikow identyfikacji szczepéw paleczek Pasteurellaceae przy
uzyciu analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA. W dalszej kolejnosci, po wykazaniu skuteczno-
$ci nowo opracowanej metody, przeprowadzono reakcje PCR majace na celu identyfikacje
wszystkich badanych izolatéw.

Dodatkowo podjeto probe opracowania metody wykorzystujacej réznice genotypowe do
identyfikacji podgatunkéw Pasteurella multocida wystepujacych u psow i kotow.

W trakcie prowadzonych badan okazalo sie, ze wszystkie wyosobnione od kotéw izolaty,
zidentyfikowane za pomoca zaréwno metod fenotypowych, jak i swoistej w odniesieniu do
tego gatunku reakcji PCR jako Pasteurella dagmatis, mialy sekwencje genu 16S rRNA iden-
tyczne ze znajdujacy sie¢ w GenBanku sekwencja jednego ze szczepow referencyjnych Pasteu-
rella pneumotropica. Fakt ten moglby istotnie obnizy¢ wartos¢ diagnostyczng nowo opraco-
wanej metody opartej na gatunkowo specyficznych testach PCR. W celu rozstrzygniecia kwe-
stii przynalezno$ci gatunkowej izolatéw pochodzacych od kotéw, w prezentowanej publikaciji
przeprowadzono dodatkowo analize sekwencyjna genéw 16S rRNA oraz rpoB wspomnianych
izolatéw oraz szczepow P. dagmatis izolowanych od innych zwierzat (pséw i tygrysa), a takze
poréwnanie sekwencji tych genéw z analogicznymi sekwencjami P. pneumotropica uzyskany-
mi z GenBanku.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Szczepy terenowe

Ogotem, badania przeprowadzono na 150 terenowych szczepach bakterii zakwalifikowanych
do rodziny Pasteurellaceae na podstawie wlasciwosci fenotypowych opisanych w punkcie
3.5. Spoéréd badanych drobnoustrojow 145 izolatéw zostalo wyosobnionych od 72 kotéw
(75 izolatéw) oraz 64 pséw (70 izolatéw). Zwierzeta, od ktoérych pobierano material, nalezaty
do réznych ras i obu plci oraz pochodzily z réznych miejscowosci na terenie Polski zachod-
niej i poludniowej. Wérdd nich byly psy i koty zaréwno klinicznie zdrowe, jak i wykazuja-
ce objawy zakazen o rdznej lokalizacji. Pozostale 5 badanych szczepéw pateczek z rodziny
Pasteurellaceae wyizolowano z jamy ustnej od dzikich kotowatych pochodzacych z Ogrodu
Zoologicznego we Wroctawiu: 2 Iwéw (3 izolaty) i 1 tygrysa (2 izolaty). Lista wszystkich bada-
nych szczepdw terenowych wraz z ich pochodzeniem przedstawiona zostala w zalaczniku 1.

Szczepy bakteryjne od zwierzat klinicznie zdrowych izolowane byly z blony sluzowej
jamy ustnej lub gardla. W przypadku dzikich kotowatych material do badan pobierany byt
przy okazji rutynowych zabiegéw pielegnacyjnych i/lub lekarsko-weterynaryjnych przepro-
wadzanych przez obstuge zwierzat w ZOO. Material do badan od zwierzat wykazujacych ob-
jawy kliniczne stanowity wymazy nadsylane do Zaktadu Mikrobiologii przez rézne zakfady
lecznicze dla zwierzat.

Od wiekszosci badanych zwierzat wyosobniono po jednym izolacie bakteryjnym. Nato-
miast w przypadku 11 zwierzat (w tym 6 pséw, 3 kotéw, 1 Iwa i 1 tygrysa) z badanego mate-
rialu uzyskano po 2 izolaty. Byly one jednak traktowane w tej pracy jako odrebne szczepy ze
wzgledu na fakt, ze roznily sie wlasciwosciami fenotypowymi lub nalezaly do réznych gatun-
kéw z rodziny Pasteurellaceae.

3.2. Opinia Lokalnej Komisji Etycznej

Zgodnie z opinig I Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach przy
Uniwersytecie Przyrodniczym we Wroctawiu z dnia 22.01.2010 r. opisana powyzej procedura
pobierania materialu od zwierzat zdrowych nie nosi znamion doswiadczenia w rozumieniu
Ustawy o do$wiadczeniach na zwierzetach z 21.01.2005 r. i nie podlega ocenie Komisji.

3.3. Szczepy referencyjne i kontrolne
W przeprowadzonych badaniach wykorzystano ponadto nastepujace szczepy bakteryjne:

o Szczepy referencyjne uzyskane z kolekcji Uniwersytetu w Goteborgu (Culture Collection,
University of Goteborg, CCUG) w Szwecji.
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Pasteurella multocida subsp. multocida CCUG 26985
Pasteurella multocida subsp. septica CCUG 27002
Pasteurella canis CCUG 32817
Pasteurella stomatis CCUG 48849
Pasteurella dagmatis CCUG 32658
Pasteurella pneumotropica CCUG 47008
Haemophilus haemoglobinophilus CCUG 20967
Bisgaard Taxon 16 CCUG 55993
9. CDC Group EF-4a CCUG 1976
o Szczepy kontrolne (z kolekcji wlasnej Zaktadu Mikrobiologii UP we Wroclawiu). Szczepy
te zostaly zidentyfikowane za pomocg metod fenotypowych oraz poprzez sekwencjono-
wanie fragmentu genu 16S rRNA (w nawiasach podano pochodzenie szczepu).
1. Mannheimia varigena, szczep 137/07 (cielg, ptuca)
Escherichia coli, szczep 558/09 (pies, kat)
Bergeyella zoohelcum, szczep 249/1 (pies, gardto)
Bordetella bronchiseptica, szczep 327/10 (pies, tchawica)
Neisseria weaveri, szczep 260/11 (pies, oskrzela)

NN R DD =

nRAwD

3.4. lzolacja i przechowywanie szczepow

Do izolacji szczepéw terenowych uzyto podloza agarowego z krwig (Trypcase-soy Agar —
bioMérieux, Francja, z 5% dodatkiem odwldknionej krwi baraniej) (fot. 1 i 2). Réwnolegle,
badany material posiewany byt na podloze Mac Conkey’a (bioMérieux). Pozywki inkubowa-
no w warunkach tlenowych, w temp. 37°C przez 2448 godz. Wyizolowane kolonie bakteryj-
ne przesiewane byly na agar z krwia, a nastepnie przeprowadzano badania fenotypowe oraz
izolacje DNA bakteryjnego.

Do przechowywania badanych szczepéw zastosowano ampulki systemu VIABANK
(Medical Wire & Equipment, Wielka Brytania), ktore przechowywano w temp. -80°C.

3.5. Badanie mikroskopowe i proby biochemiczne

Badania wstepne obejmowaly: barwienie metoda Grama, probe na katalaze, oksydaze cyto-
chromowg (z uzyciem odczynnika Oxidase Reagent—bioMérieux), indol (na bulionie tryp-
tofanowym [Beef Extract — Difco, USA, 3,0 g, Bacto-Tryptone - Difco 10,0 g, NaCl 5,0 g,
woda dest. 1000 ml], do ktérego po inkubacji dodawano odczynnika Ehrlicha) (fot. 3) oraz
na oksydacje/fermentacje glukozy (na podfozu OF Medium—bioMérieux).

Proba na ureaze. Zdolnos¢ do rozkladu mocznika badano na podlozu Christensena
wzbogaconym w wyciag watrobowy i glukoze [Forsblom i in. 2003] (fot. 4).

Proba na dekarboksylaze ornitynowa (ODC). Préobe te przeprowadzano przy uzyciu
tabletek diagnostycznych ODC (Rosco Diagnostica, Dania). W probéwkach aglutynacyjnych
10 x 100 mm zawierajacych 0,25 ml gestej zawiesiny badanego szczepu w plynie fizjologicznym
(o gestosci min. 4 w skali McFarlanda) umieszczano tabletke ODC, a nastepnie powierzchnie za-
wiesiny pokrywano plynna parafing. Zawiesing bakteryjng inkubowano przez 72 godz. w temp.
37°C. Wynik dodatni reakcji manifestowal si¢ wystapieniem zabarwienia ciemnoniebieskiego
lub fioletowego, natomiast ujemny - szarego lub jasnoniebieskiego (fot. 5).
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Fot. 1. Kolonie Pasteurella dagmatis na podlozu agarowym z krwia (typ S-gladki)
Phot. 1. Colonies of Pasteurella dagmatis on blood agar (smooth or S-type)

Fot. 2. Kolonie Pasteurella multocida na podlozu agarowym z krwig (typ M-sluzowy)
Phot. 2. Colonies of Pasteurella dagmatis on blood agar (mucoid or M-type)
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Fot. 3. Wynik dodatni préby na indol
w bulionie tryptofanowym
Phot. 3. A positive idole test
in tryptophan broth

Fot. 5. Wynik ujemny (po lewej)
oraz dodatni (po prawej)
proby na dekarboksylaze ornitynowa
Phot. 5. Negative (left) and positive (right)
ornithine decarboxylase tests

Fot. 4. Wynik ujemny (po lewej)
oraz dodatni (po prawej)
proby na uraze w podlozu Christensena
Phot. 5. Negative (left) and positive (right)
urease tests in Christensen medium
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Wytwarzanie kwasu (oraz ewentualnie gazu) z weglowodanow. Zastosowano podloze
agarowe CTA Medium (Becton Dickinson, Francja) [Namioka 1978] z czerwienig fenolowa
jako wskaznikiem pH. Badane weglowodany (glukoza, maltoza, mannoza, sacharoza, treha-
loza, mannitol, sorbitol, dulcytol) dodawane byly w ilosci 1%. Reakcje odczytywano po 24, 48
i 72 godz. inkubacji. O wyniku dodatnim $wiadczyla zmiana barwy podfoza z czerwonej na
pomaranczowa lub zéttg (fot. 6). Dodatkowo, wytwarzany przez badang bakteri¢ gaz widocz-
ny byl w podlozu w postaci pecherzykow.

Proba na a-glukozydaze. Proba ta jest jedna z metod fenotypowych pozwalajacych na
réznicowanie podgatunkéw Pasteurella multocida [Hunt Gerardo i in. 2001, Garrity i in. 2005].
Test na a-glukozydaze wykonywano w przypadku izolatéw zidentyfikowanych jako P. multoci-
da. Wykorzystano do tego celu tabletki diagnostyczne Alpha Glucosidase firmy Rosco Diagno-
stica (Dania). Tabletke umieszczano w probéwce z 0,25 ml gestej zawiesiny szczepu w plynie
fizjologicznym, a nastepnie zawiesine inkubowano w cieplarce w temp. 37°C przez 24 godz.
O wytwarzaniu a-glukozydazy §wiadczylo pojawienie si¢ zottej barwy plynu (fot. 7).

3.6. Izolacja DNA bakterii

Ekstrakcje genomowego DNA badanych bakterii przeprowadzano przy uzyciu zestawu Ge-
nomic Mini (A&A Biotechnology, Polska) wedlug instrukcji producenta. Komoérki bakteryjne
z 24-godzinnej hodowli na podtozu agarowym z krwig zawieszano w buforze Tris (10 mM
TRIS-HCI, pH 8,5), a nastepnie poddawano lizie przy udziale buforu LT (zawierajacego sole
chaotropowe i detergenty niejonowe) oraz proteinazy K. Z kolei mieszaning nanoszono na
minikolumne ze zlozem krzemionkowym wigzagcym DNA. Po przemyciu kolumny z resztek
zanieczyszczen, DNA wyplukiwane byto buforem Tris ogrzanym do temp. 75°C.

3.7. ldentyfikacja szczepow na podstawie analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA

Sekwencjonowanie fragmentu genu 16S rRNA przeprowadzono u 91 wybranych izolatéw tere-
nowych nalezacych do Pasteurellaceae (w tym u wszystkich 40 izolatéw nie zidentyfikowanych
metodami fenotypowymi). Podobnej procedurze poddano takze szczepy kontrolne. Do ampli-
fikacji fragmentu genu o wielkosci 918 p.z. zastosowano nastepujaca pare starterow: 165-27f (5’
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3’) oraz 16S-907r (5- CCG TCA ATT CMT TTR AGT
TT -3°) [http://rdna4.ridom.de/static/primer.html ]. Mieszanina reakcyjna (25 pl) zawierala
10 mmol/l Tris-HCI, pH 8,8, 1,5 mmol/l MgCL, 50 mmol/l KCl, 0,08% Nonidet P40 (Fermen-
tas, Litwa), po 5 pmoli starteréw, po 0,2 mmol/l kazdego deoksyrybonukleotydu (Fermentas),
2 U polimerazy Taq (Fermentas) oraz 2 ul DNA. Reakcja PCR obejmowata 40 cykli, na ktére
skladaly si¢ kolejno: denaturacja (w temp. 94°C przez 30 sek.), przytaczanie starteréw (50°C przez
30 sek.) oraz wydtuzanie starteréw (72°C przez 120 sek.). Produkt PCR byt nastepnie oczyszcza-
ny poprzez dodanie do 5 pl mieszaniny reakcyjnej 10 U egzonukleazy I E. coli (Exonuclease I,
Fermentas) oraz 2 U termowrazliwej fosfatazy zasadowej (FastAP™, Fermentas). Sekwencjono-
wanie przeprowadzano w firmie Genomed Sp. z 0.0. w Warszawie przy uzyciu sekwenatora ABI
Prism™ DYEnamic ET.

Otrzymane sekwencje DNA byly nastepnie poréwnywane z sekwencjami dostepnymi
w GenBanku przy uzyciu programu BLAST [Altschul i in. 1990].
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Fot. 6. Wynik ujemny (po lewej) Fot. 7. Wynik ujemny (po lewej) oraz dodatni

oraz dodatni (w $rodku i po prawej) rozkladu (po prawej) proby na a-glukozydaze
weglowodanéw (w podtozu CTA) Phot. 7 . Negative (left) and positive (right)
Phot. 6. Negative (left) and positive a-glucosidase tests
(middle and right) carbohydrate fermentation
tests (in CTA medium)

3.8. Opracowanie starteréw swoistych gatunkowo oraz warunki PCR

Do identyfikacji genotypowej Pasteurella multocida uzyte zostaly dwa zestawy starterow:

1. startery KMT1T7 i KMTI1SP6, opisane przez Townsend i in. [1998]. Oligonukleotydy te
amplifikujg fragment genu kmt (kodujacego biatko KMT-1 blony zewnetrznej) o wielko-
$ci ok. 460 p.z.

2. Nowe startery (KMTJB-for oraz KMTJB-rev) zaprojektowane w tej publikacji na pod-
stawie analizy sekwencyjnej dostepnych w GenBanku sekwencji P. multocida. Startery te
oskrzydlajg bardziej konserwatywny fragment genu kmt, dajac produkt o wielkosci 168
p-z. Homologiczne sekwencje DNA poréwnywane byly przy uzyciu programu kompute-
rowego BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html).

Do identyfikacji P. canis, P. stomatis, P. dagmatis oraz P. pneumotropica zaprojektowano
startery komplementarne do specyficznych dla poszczegélnych gatunkow fragmentdw genu
sodA, kodujacego enzym manganozalezng dysmutazg nadtlenkowg. Startery opracowane zo-
staly przy uzyciu programu Beacon Designer 4.0 (Premier Biosoft International). Startery
specyficzne dla Haemophilus haemoglobinophilus oraz Bisgaard Taxon 16 zostaly zaprojekto-
wane na podstawie analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA tych gatunkdéw. Poréwnywano przy
tym zaréwno sekwencje dostepne w GenBanku, jak i uzyskane poprzez sekwencjonowanie
szczepow terenowych obu gatunkéw bakterii.
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Wszystkie startery opracowane w niniejszej pracy do identyfikacji gatunkéw Pasteurella-
ceae izolowanych od pséw i kotéw przedstawione zostaly w tabeli 3.

W celu potwierdzenia specyficznosci gatunkowej zaprojektowanych oligonukleotydow
przeprowadzono w pierwszym etapie szereg specyficznych reakcji PCR z uzyciem jednej pary
starteréw. Metode te zastosowano (w réznych kombinacjach) w odniesieniu do szczepow re-
ferencyjnych oraz kontrolnych, a takze do izolatéw terenowych identyfikowanych za pomoca
sekwencjonowania genu 16S rRNA. Reakcja amplifikacji wykonywana byla w mieszaninie
(25 ul) zawierajacej 10 mmol/l Tris-HCI, pH 8,8, 1,5 mmol/l MgCl,, 50 mmol/l KCI, 0,08%
Nonidet P40, po 20 pmol kazdego startera, 0,2 mmol/l kazdego deoksyrybonukleotydu,
1 U polimerazy Taq oraz 1 pl DNA. Reakcja obejmowala 35 cyKkli, na ktére sktadaty sie ko-
lejno: denaturacja DNA w temp. 94°C przez 30 sek., przylaczanie starteréw — w temp. 52°C
(w przypadku identyfikacji P. stomatis oraz H. haemoglobinophilus) lub 57°C (w odniesieniu
do pozostalych gatunkowo swoistych reakcji PCR) przez 30 sek. oraz wydluzanie starteréw
w temp. 72°C przez 30 sek. Produkty PCR (7,5 pl) byly wybarwiane za pomocg bromku ety-
dyny, a nastepnie poddawane elektroforezie w 2% zelu agarozowym (Prona) i uwidaczniane
za pomoca systemu GelDoc XR (BioRad, Polska).

Zaprojektowane startery zostaly uzyte w trakcie pracy do identyfikacji pozostatych ba-
danych szczepow terenowych.

Tabela 3
Table 3
Startery PCR zaprojektowane do identyfikacji P multocida, P. canis, P. stomatis, P. dagmatis,
P. pneumotropica, H. haemoglobinophilus oraz Bisgaard Taxon 16
PCR primers designed for detection of P. multocida, P. canis, P. stomatis, P. dagmatis,
P. pneumotropica, H. haemoglobinophilus and Bisgaard Taxon 16

Gatunek bakterii Oznaczenie Wielko$¢
(gen) starterow Sekwencja starterow (5’53) produktu (p.z.)
Bacterial species Primer Primer sequence (5°>3’) Amplicon size
(gene) designation (bp)
Pasteurella KMTJB-for TGCCACTTGAAATGGGAAATG 168
multocida (kmt) KMT]JB-rev AATAACGTCCAATCAGTTGCG
Pasteurella canis Pcanissod-for |GTAAATAATGCAAATGCGG 186
(sodA) Pcanissod-rev | GCCTTGCAAAGTAGTAC
Pasteurella stomatis | Pstomsod-for | CTCAGCAAATTATCGCTCGTC )18
(sodA) Pstomsod-rev. | TGCCCAGCCTGAACCGAAACGA
Pasteurella dagmatis | Pdagmsod-for | TAACAACGCTAACGCAGCGT 184
(sodA) Pdagmsod-rev | CACCTTGTAATGTTGTACCT
GGTTTACCGGCTGAATTTACAGA-
Pasteurella pneumo- | Ppneumsod-for AATT 116
tropica (sodA) Ppneumsod-rev |\ o 1T TGCATGGCCACCCGCA
hH;:Z;plz‘ngo s | HB-for GGATAACCATTGGAAACGATG 329
(rrs) 8 P Hh-rev TCCTAAATGCTATTAACAT
Bisgaard Taxon 16 | BT16-for TAAAGACTGGGACCTACGGGCCAGT 284
(rrs) BT16-rev TACCAACTCTATTAAAGTTGATA
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3.9. Identyfikacja genotypowa podgatunkéw Pasteurella multocida izolowanych
od pséw i kotow

Do réznicowania P. multocida subsp. multocida oraz P. multocida subsp. septica opracowano
nowg metode genotypowa opierajaca si¢ na analizie polimorfizmu diugosci fragmentéw re-
strykcyjnych (PCR-RFLP) fragmentu genu 16S rRNA. Na podstawie dostepnych w GenBanku
sekwencji 16S rRNA P. multocida sporzadzono mape restrykcyjna, wykorzystujac program
komputerowy BioEdit. Do reakgji trawienia wybrano fragment wspomnianego genu wielko-
$ci 505 par zasad, zawierajacy region roznicujacy oba podgatunki oraz miejsca rozpoznawane
przez enzym restrykcyjny Ecl13611 (5.GAGYCTC..3"). Do reakcji amplifikacji polimorficz-
nego fragmentu 16S rRNA uzyto nastepujacych starteréw:
o For: 5-AAACTYAAAKGAATTGACGG-3
o Rev: 5-GTGTGACGGGCGGTGTGTAC-3’

Reakcje PCR wykonywano tak, jak podano w punkcie 3.7.

Trawienie przeprowadzano w temp. 37°C przez 1,5 godz., w mieszaninie zawierajacej
10 pl produktu PCR, 1,5 pl enzymu Ecl136II (Fermentas), 3 ul 10xBuforu Ecl1361I oraz 16 pl
wody. Produkt reakcji (25 ul) poddawano nastgpnie elektroforezie w 2,5% zelu agarozowym
(Prona) barwionym bromkiem etydyny.

3.10. Analiza sekwencyjna gendw 16S rBNA i rpoB szczepow Pasteurella dagmatis

Do badania uzyto 16 szczepéw terenowych, rozpoznanych jako P. dagmatis na podstawie badan
fenotypowych oraz dodatniej reakgji ze starterami specyficznymi dla tego gatunku. Wsréd tych
izolatéw 11 bylo izolowanych od kotéw, 4 od pséw i 1 od tygrysa syberyjskiego. Dodatkowo,
wykorzystano szczep referencyjny P. dagmatis CCUG32658 (pochodzacy od psa).

Amplifikacje¢ fragmentéw genéw 16S rRNA oraz rpoB przeprowadzono z uzyciem star-
teréw podanych w tabeli 4. Reakcje PCR, oczyszczanie produktéw oraz ich sekwencjonowa-
nie wykonywano tak, jak podano w punkcie 3.7.

Badane szczepy P. dagmatis poddano dodatkowo identyfikacji genotypowej opartej na
analizie sekwencyjnej genu 16S rRNA (przy uzyciu algorytmu BLAST).

Tabela 4
Table 4
Startery PCR do amplifikacji genéw 16S rRNA oraz rpoB Pasteurella dagmatis
PCR primers for amplification of the 16S rRNA and rpoB genes of Pasteurella dagmatis

Gen Sekwencja starterow (5" > 3’) Wlelko(S; Er)Oduktu Poz. pism.
Gene Primer sequence (5’>3’) Amplicon size (bp) Reference
16S For: AGAGTTTGATCATGGCTCAG 1403 Kuhnert i in_/et al. 1996

rRNA Rev: GTGTGACGGGCGGTGTGTAC

For: GCAGTGAAAGARTTCTTTGGTTC L.
rpoB Rev: GTTGCATGTTNGNACCCAT 560 Korczak i in./et al. 2004
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3.11. Analiza por6wnawcza sekwencji genéw 16S rRNA i rpoB psich
i kocich szczepow Pasteurella dagmatis oraz innych przedstawicieli
rodziny Pasteurellaceae

Poznanie sekwencji nukleotydow fragmentéw genéw 16S rRNA i rpoB u P. dagmatis umoz-

liwilo przeprowadzenie badan filogenetycznych okreslajacych wzajemne pokrewienstwo réz-

nych szczepdéw tego gatunku bakterii, a takze ich pokrewienstwo z innymi gatunkami rodzaju

Pasteurella. W badaniach tych uwzgledniono 16 izolatéw P. dagmatis uzyskanych podczas ba-

dan wilasnych (w tym 11 izolowanych od kotéw, 4 od pséw oraz 1 od tygrysa syberyjskiego).

Pozostale sekwencje obu analizowanych genéw uzyskane zostaly z GenBanku. Oznaczenia
tych sekwencji przedstawione zostaly w tabeli 5.

Tabela 5

Table 5

Sekwencje nukleotydowe szczepéw Pasteurella sp. oraz Bisgaard taxon 46 (uzyskane z GenBanku)
wykorzystane do analiz filogenetycznych
Nucleotide sequences of Pasteurella sp. and Bisgaard taxon 46 strains (obtained from GenBank)
used for phylogenetic studies

. Oznaczenie sekwencji w GenBanku
Gatun.ek/takson Ozna.czemcf szcz.epu1 GenBank accession no.
Species/taxon Strain designation 165 tRNA rpoB

P. multocida subsp. multocida ATCC 43137" AF294410 AY170216
P. multocida subsp. multocida Group37/9 EF579820 EF579861
P. multocida subsp. septica CCUG 179777 AF294411 AY362970
P. multocida subsp. septica Clin126 EF579834 EF579875
P. multocida subsp. gallicida NCTC 10204" AY078998 AY362969
P. multocida subsp. gallicida MCCM 00021 AF224297 -
P. dagmatis CCUG 12397" AY 362920 AY 362966
P. dagmatis-like 1/1 GU177867 -
P. dagmatis-like 5/8 GU177868 -
P. dagmatis-like 8/4 GU177869 -
P. stomatis CCUG 17979" AY362925 AY362971
P. stomatis ATCC 43327 M75050 -
P. canis CCUG 12400" AY362919 AY314038
P. canis Group241/11 EF579840 EF579881
P. pneumotropica NCTC 10827 AF224296 -
P. pneumotropica CNP 160 AF012090 -
P. pneumotropica NCTC 8141" AF362924 AY314034
P. pneumotropica Q480011-V1 DQ875933 FJ685634
Bisgaard taxon 46 CDC A996 AY683491 AY683510
Bisgaard taxon 46 CDC F4646 AY683492 -

' CCUG, Culture Collection, University of Goteborg, Szwecja; NCTC, National Collection of Type Cultures,

Wielka Brytania; MCCM, Medical Culture Collection Marburg, Niemcy; ATCC, American Type Culture Collec-
tion, Stany Zjednoczone; CNP, Centre National des Pasteurella, Francja; CDC, Centers for Disease Control and
Prevention, Stany Zjednoczone; ”, szczep typowy

CCUG, Culture Collection, University of Goteborg, Sweden; NCTC, National Collection of Type Cultures, UK;
MCCM, Medical Culture Collection Marburg, Germany; ATCC, American Type Culture Collection, USA; CNP,
Centre National des Pasteurella, France; CDC, Centers for Disease Control and Prevention, USA; ", type strain
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Wszystkie sekwencje zostaly zestawione i wzajemnie dopasowane (multiple alignment)
przy uzyciu programu ClustalW (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). Do badan
poréwnawczych wybrano fragment genu 16S rRNA o dlugosci 1308 p.z. (odpowiadajacy po-
zycjom 83-1390 w sekwencji Escherichia coli J01859 w GenBanku) oraz fragment genu rpoB
o dlugosci 501 p.z. (odpowiadajacy pozycjom 1543-2043 w sekwencji E. coli AB488804).
Analize pokrewienstwa szczepow P. dagmatis przeprowadzono za pomocg programu kom-
puterowego MEGA (wersja 3.1) [Kumar i in. 2004]. Drzewa filogenetyczne (dendrogramy)
konstruowane byly przy uzyciu metody najblizszego sasiedztwa (neighbour-joining), weryfi-
kowane dodatkowo prdéba bootstrap zastosowang dla 500 powtdrzen.

3.12. Réznicowanie szczepow Pasteurella dagmatis wystepujacych u pséw i kotow

Do odrézniania psich i kocich izolatéw P. dagmatis opracowano nowa procedure opartg na
metodzie PCR-RFLP, wykorzystujaca réznice w polozeniu miejsc restrykcyjnych w obrebie
genu 16S rRNA tych szczepdéw. Na podstawie poznanych sekwencji genu rrs sporzadzono
jego mape restrykcyjna (przy wykorzystaniu programu komputerowego BioEdit). Do reakeji
trawienia wybrano fragment genu wielkosci 476 par zasad, zawierajacy region polimorficz-
ny rozpoznawany przez enzym restrykcyjny Taql (5. TVCGA..3’). Reakcja amplifikacji tego
fragmentu DNA przeprowadzona zostala przy uzyciu nastepujacych starteréw: for 5-CGA-
ACGGTAGCAGGAAGAAAGCTTG-3’ orazrev 5’-GWATTACCGCGGCKGCTG-3’ i wyko-
nywana byta analogicznie jak w punkcie 3.7. Trawienie przeprowadzano w temp. 65°C przez
60 min, w mieszaninie zawierajacej 1 ul (10 U) enzymu Taql (Fermentas), 3 pl 10x buforu
Taql, 10 pl produktu PCR oraz 16 pl wody. Produkt reakcji (15 pl) poddawano nastepnie
elektroforezie w 2,5% zelu agarozowym (Prona) barwionym bromkiem etydyny.

3.13. Oznaczenia nowych sekwencji DNA umieszczonych w GenBanku

Otrzymane w niniejszym opracowaniu sekwencje genéw 16S rRNA oraz rpoB Pasteurella

dagmatis (p. zal. 2) przestane zostaly do GenBanku i oznaczone w nastepujacy sposob:

« fragment genu 16S rRNA, o wielkosci 1338 p.z., ze szczepu 197 Pasteurella dagmatis izo-
lowanego od tygrysa: HQ538835

« fragment genu 16S rRNA, o wielkosci 1338 p.z., ze szczepu 247 Pasteurella dagmatis izo-
lowanego od kota: HQ538836

« fragment genu 16S rRNA, o wielkosci 1338 p.z., ze szczepu 243 Pasteurella dagmatis izo-
lowanego od kota: HQ538837

« fragment genu rpoB, o wielkosci 501 p.z., ze szczepu 247 Pasteurella dagmatis izolowanego
od kota: HQ538838

« fragment genu rpoB, o wielkosci 501 p.z., ze szczepu 197 Pasteurella dagmatis izolowanego
od tygrysa: HQ538839
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4. WYNIKI

4.1. Wiasciwosci biochemiczne oraz identyfikacja fenotypowa pateczek
z rodziny Pasteurellaceae izolowanych od psow i kotéw

Na podstawie wstepnych badan fenotypowych (p. punkty 3.4 1 3.5) do rodziny Pasteurellaceae
zakwalifikowano izolaty bedace Gram-ujemnymi ziarniako-pateczkami lub matymi patecz-
kami, wytwarzajace na podtozu agarowym z krwig kolonie szare, o $§rednicy 1-2 mm, niehe-
molizujace, nierosngce na podtozu Mac Conkey’a, katalazo- i oksydazododatnie, fermentu-
jace glukoze na podlozu OF Medium. Dalsza identyfikacje przeprowadzano opierajac si¢ na
o wlasciwosciach biochemicznych przedstawionych w tabeli 2. Ogétem, wykonane badania
biochemiczne umozliwily identyfikacje 110 ze 150 analizowanych szczepéw bakterii (73,3%,
tab. 6).

Tabela 6
Table 6
Identyfikacja fenotypowa szczepow bakterii z rodziny Pasteurellaceae izolowanych od psow
i kotowatych*
Phenotypic identification of Pasteurellaceae strains isolated from dogs and felids*

Liczba (%) szczepow zidentyfikowanych

Gatunek/takson Liczba izolatéw ogotem® za pomoca metod fenotypowych
Species/taxon Total No. of isolates® No. (%) of strains identified
by phenotypic methods
Pasteurella multocida 68 66 (97,1)
Bisgaard Taxon 16 34 22 (64,7)
Pasteurella canis 19 2 (10,5)
Pasteurella dagmatis 16 16 (100)
Haemophilus - 0
haemoglobinophilus
Pasteurella stomatis 6 4 (66,7)
RAZEM - TOTAL 150 110 (73,3)

* szczepy izolowane od 72 kotow, 64 psow, 2 lwow oraz 1 tygrysa; ® przynaleznos¢ gatunkowa badanych izolatow
ustalona zostala za pomoca kombinacji metod fenotypowych, analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA oraz gatunko-
wo swoistych testow PCR

* strains isolated from 72 cats, 64 dogs, 2 lions and 1 tiger; ® strains have been finally identified using a combination
of phenotypic methods, 16S rRNA sequence analysis and PCR assays with species-specific primers
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Zastosowane metody fenotypowe okazaly sie najbardziej skuteczne w identyfikacji Pa-
steurella dagmatis oraz P. multocida - z wyjatkiem dwdch szczepoéw P. multocida wszystkie
izolaty nalezgce do tych gatunkow zostaly rozpoznane poprawnie. Odsetek szczepow zidenty-
fikowanych byt znacznie nizszy w przypadku P. stomatis i Bisgaard Taxon 16 (wynosil on od-
powiednio 66,7 i 64,7%), nie udalo si¢ natomiast rozpozna¢ ani jednego izolatu Haemophilus
haemoglobinophilus oraz wigkszo$ci badanych szczepow P. canis.

Wrhasciwosci biochemiczne badanych szczepéw nalezacych do rodziny Pasteurellaceae
przedstawione zostaly w tabeli 7. Wszystkie izolaty zakwalifikowane do gatunku Pasteurella
multocida byly indolododatnie oraz wytwarzaty kwas z glukozy, mannozy, sacharozy i man-
nitolu, przy czym reakcje te byly widoczne zazwyczaj juz po 24 godz. inkubacji. Zdecydowana
wigkszos¢ (97,1%) szczepow tej bakterii wytwarzata takze dekarboksylaze ornityny. Znacznie
rzadziej obserwowano zdolnos¢ rozkladu maltozy (jedynie u 19,1% szczep6w), natomiast za-
den badany izolat nie wytwarzal ureazy, ani nie fermentowat dulcytolu. W przypadku pozo-
stalych przeprowadzonych préb biochemicznych (produkcja kwasu z trehalozy i sorbitolu
oraz wytwarzanie a-glukozydazy) uzyskiwano zréznicowane wyniki, przy czym stwierdzo-
no pewne roznice dotyczace tych wlasciwoséci u obu izolowanych podgatunkéw P. multocida
(subsp. multocida i subsp. septica, p. punkt 4.5).

Badane izolaty P. canis cechowaly si¢ znacznie stabiej wyrazonymi wlasciwosciami bio-
chemicznymi, zwlaszcza w odniesieniu do reakcji tworzenia kwasu z weglowodanéw. Na
podiozu CTA jedynie w przypadku 10 szczepéw (52,6%) stwierdzono rozktad glukozy z wy-
tworzeniem kwasu; jeszcze mniejszy odsetek izolatow (5,3-36,8%) dal wynik dodatni w re-
akeji rozktadu maltozy, mannozy, sacharozy i trehalozy. Pozostale badane weglowodany nie
byly rozkladane w ogéle. Dlatego tez wlasciwosciami o najwigkszym znaczeniu w diagnostyce
fenotypowej P. canis byly proba na indol oraz na dekarboksylaze ornitynowa (wynik dodatni
stwierdzono u, odpowiednio, 100 i 84% szczepow).

W odréznieniu od poprzedniego gatunku szczepy nalezace do Pasteurella dagmatis oka-
zaly sie dos¢ fatwe do identyfikacji biochemicznej ze wzgledu na zdolno$¢ wytwarzania ure-
azy (cecha stwierdzona u wszystkich badanych izolatéw). P. dagmatis charakteryzowala sie
ponadto stosunkowo silnie wyrazonymi wlasciwosciami rozkltadu weglowodandéw (glukoza,
maltoza, mannoza, sacharoza i trehaloza trawione byly praktycznie przez wszystkie szcze-
py z wytworzeniem po 24 godz. inkubacji kwasu, a w niektérych przypadkach takze gazu).
Wszystkie szczepy produkowalty tez indol na podlozu tryptofanowym. Natomiast rzadko miat
miejsce rozklad sorbitolu (cecha stwierdzona w 2 przypadkach, w tym u szczepu izolowanego
od tygrysa) oraz mannitolu (w 1 przypadku). Jeden szczep (pochodzacy od psa) okazal sie
dodatni w prébie na dekarboksylaze ornitynowa.

Wrhasciwosci biochemiczne szczepéw nalezacych do Pasteurella stomatis oraz Bisgaard
Taxon 16 (BT16) byly czgsto do siebie podobne. Oba gatunki byly ureazo- i ODC-ujemne, nie
tworzyly tez kwasu z mannitolu (z wyjatkiem jednego szczepu BT16), sorbitolu i dulcytolu.
W przypadku pozostatych uzytych weglowodanéw nierzadko obserwowano reakcje stabg lub
opdzniona (wynik dodatni stwierdzano dopiero po 48—72 godz.; mialo to miejsce zwlaszcza
w przypadku BT 16). Badane szczepy P. stomatis nie tworzyly kwasu z maltozy, natomiast
izolaty nalezacych do Bisgaard Taxon 16 byty w zdecydowanej wigkszo$ci (94,1%) maltozo-
dodatnie. Zdolno$¢ do produkeji indolu przez Bisgaard Taxon 16 byla czesto zréznicowana
- stwierdzano szczepy indoloujemne, stabo dodatnie (wiekszos¢), a takze takie, ktére dawaty
reakcje mocna.
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Przeprowadzona diagnostyka fenotypowa nie pozwolila na identyfikacje ani jednego
z 7 szczepow rozpoznanych przy uzyciu metod genotypowych jako Haemophilus haemoglo-
binophilus. 1zolaty te cechowaly sie doé¢ zréznicowanymi wlasciwo$ciami biochemicznymi.
Wiszystkie wytwarzaty indol z tryptofanu oraz kwas z glukozy i sacharozy, a takze dawaly
reakcje ujemna na ureaze, sorbitol i dulcytol. Natomiast aktywnos¢ sacharolityczng w odnie-
sieniu do mannitolu, trehalozy i mannozy stwierdzono jedynie u stosunkowo niewielkiego
odsetka izolatow (14,3-42,9%). Jeden z badanych szczepdéw H. haemoglobinophilus (manni-
tolododatni i ODC-dodatni) zostal blednie rozpoznany jako Pasteurella multocida, natomiast
inny, mannitoloujemny i ODC-dodatni - jako P. canis.

Tabela 7
Table 7
Whadciwosci fenotypowe bakterii z rodziny Pasteurellaceae izolowanych od pséw i kotowatych*
Phenotypic characteristics of Pasteurellaceae strains isolated from dogs and felids*

Liczba (odsetek) szczepow dajacych wynik dodatni
No. (%) of strains giving a positive reaction

Whasciwosci H. ha- Biscaard
Characteristics P.multoci- | P.canis |P.dagmatis| P. stomatis | emoglo- Tax%)n 16
da (n=68) (n=19) (n=16) (n=6) binophilus
(n=34)
(n=7)
1 2 3 4 5 6 7
Indol - Indole 68 (100) 19 (100) 16 (100) 6 (100) 7 (100) 27 (79,4)
Ureaza — Urease 0 0 16 (100) 0 0 0
Dekarboksylaza
ornityny
Ornithine 66 (97,1) 16 (84,2) 1(6,3) 0 2 (28,6) 0
decarboxylase
Wytwarzanie kwasu
(gazu) z:
Acid (gas) from:
16 (100),
glukozy - glucose 68 (100) 10 (52,6) gaz: 4 5(83,3) 7 (100) 34 (100)
maltozy - maltose | 13(19,1) | 1(5,3) 16(52(‘;02) 0 6(857) | 32(94,1)
sacharozy - sucrose 68 (100) 7 (36,8) 1;;;98)’ 4 (66,7) 7 (100) 33 (97,1)
mannozy — mannose 68 (100) 3 (15,8) lsgg?f)’ 3 (50) 3(42,9) 32 (94,1)
16 (100),
trehalozy — trehalose | 20 (29,4) 3(15,8) gaz: 4 4(66,7) 1(14,3) 32(94,1)
mannitolu — mannitol | 68 (100) 0 1(6,3) 0 1(14,3) 1(2,9)
sorbitolu — sorbitol 58 (85,3) 0 2(12,5) 0 0 0
dulcytolu - dulcitol 0 0 0 0 0 0
a-glukozydaza 18 (26,5) NB NB NB NB NB

a-glucosidase

* przynalezno$¢ gatunkowa badanych izolatéw ustalona zostala za pomoca kombinacji metod fenotypowych, anali-
zy sekwencyjnej genu 16S rRNA oraz techniki PCR z uzyciem starteréw gatunkowo swoistych; NB, niebadane

* strains identified using a combination of phenotypic methods, 16S rRNA sequence analysis and PCR assays with
species-specific primers; NB, not determined
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4.2. Identyfikacja badanych szczepow pateczek Pasteurellaceae
przy uzyciu metody sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA

U 91 badanych szczep6w bakterii nalezacych do rodziny Pasteurellaceae, reprezentujacych
rézne biotypy (w tym u 40 izolatéw niezidentyfikowanych metodami fenotypowymi), prze-
prowadzone zostalo sekwencjonowanie fragmentu genu 16S rRNA. Analiza sekwencyjna
tego genu pozwolila na rozpoznanie wigkszego, w poréwnaniu z identyfikacja fenotypows,
odsetka izolatow (83,5%, tab. 8). W przypadku dwoéch szczepoéw nalezacych do P. stoma-
tis oraz jednego P. canis sekwencjonowanie 16S rRNA nie dalo jednoznacznych wynikéw.
Ponadto, 11 izolatéw pochodzacych od kotéw oraz 1 szczep izolowany od tygrysa, roz-
poznane metodami fenotypowymi jako P. dagmatis, zidentyfikowane zostaly przy uzyciu
programu BLAST jako P. pneumotropica. Sekwencje genu 16S rRNA tych izolatéw wyka-
zywaly bowiem bardzo wysoki (98,58-99,85%) stopien podobienstwa z sekwencja jednego
ze szczepow referencyjnych P. pneumotropica (AF224296) znajdujacy si¢ w GenBanku. Na
podstawie przeprowadzonych badan genotypowych (analiza sekwencyjna genéw 16S rRNA
oraz rpoB, testy PCR specyficzne dla P. dagmatis i P. pneumotropica) wspomniana grupa
izolatow zostala ostatecznie zakwalifikowana do P. dagmatis jako odrebna linia ewolucyjna
tego gatunku bakterii wystepujaca u zwierzat kotowatych. Kwestia ta poddana zostala do-
kladnej analizie w dalszej czesci pracy.

Tabela 8
Table 8
Identyfikacja bakterii z rodziny Pasteurellaceae, izolowanych od pséw i kotowatych,
za pomoca sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA*
Identification of Pasteurellaceae strains isolated from dogs and felids
by partial sequencing of the 16S rRNA gene*

Gsatugek/ takson Liczba bafianych izolatow inicgsr?t%i(j:\fjjs CO}:V
pecies/taxon No. of isolates tested No. (%) of strains identified
Pasteurella multocida 35 35 (100)
Bisgaard Taxon 16 19 19 (100)
Pasteurella canis 10 9 (90)
Pasteurella dagmatis 16 4 (25)°
Haemophilus haemoglobinophilus 6 6 (100)
Pasteurella stomatis 5 3 (60)

Razem - Total 91 76 (83,5)

* przynalezno$¢ gatunkowa szczepow ustalona zostata za pomocg kombinacji metod fenotypowych, analizy sekwen-
cyjnej genu 16S rRNA oraz gatunkowo swoistych testow PCR; ® szczepy tego gatunku izolowane od kotéw (n=11)
oraz od tygrysa (n=1) zostaly zidentyfikowane jako P. pneumotropica za pomocg programu BLAST

* strains identified using a combination of phenotypic methods, 16S rRNA sequence analysis and species-specific
PCR assays; * strains of this species isolated from cats (n=11) and from a tiger (n=1) were recognized as P. pneumo-
tropica using the BLAST algorithm
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Uzyskane wyniki sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA pozwolity takze na prze-
prowadzenie analizy poréwnawczej sekwencji nukleotyddéw tego genu u gatunkow bakterii
z rodziny Pasteurellaceae, ktére izolowane byty zaréwno od pséw, jak i od kotéw. Stwierdzono,
ze w jedynie w przypadku P. dagmatis izolaty pochodzace od kotéw wykazywaly znacznego
stopnia odrebno$¢ genotypowa w stosunku do izolatéw wyosobnionych od pséw (p. 4.7 oraz
4.8). Nie zaobserwowano natomiast takich réznic w obrebie 16S rRNA u pozostalych porow-
nywanych gatunkéw Pasteurellaceae (P. multocida, P. stomatis, Bisgaard Taxon 16).

4.3. Identyfikacja bakterii z rodziny Pasteurellaceae izolowanych od pséw i kotéw
przy uzyciu gatunkowo swoistych testow PCR

Na podstawie wynikéw identyfikacji badanych izolatéw za pomoca metod fenotypowych
oraz sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA wytypowane zostaly szczepy bakteryjne
o ustalonej przynaleznosci gatunkowej, ktére wraz ze szczepami referencyjnymi uzyte zostaly
do weryfikacji nowo opracowanych, gatunkowo swoistych testow PCR. Nowa procedura dia-
gnostyczna umozliwita rozpoznanie wszystkich 150 izolatéw nalezacych do rodziny Pasteu-
rellaceae analizowanych w niniejszej pracy, wsrod nich réwniez tych szczepdéw P. dagmatis
pochodzacych od kotéw oraz od tygrysa, w przypadku ktérych wyniki identyfikacji za pomo-
ca metod biochemicznych i sekwencjonowania genu 16S rRNA okazaly sie rozbiezne.

4.3.1. Identyfikacja Pasteurella multocida przy uzyciu gatunkowo swoistych reakcji PCR

Opisany przez Townsend i in. [1998] test PCR z uzyciem starteréw KMT1T7 oraz KMT1SP6
okazal si¢ mato przydatny w identyfikacji szczepéw P. multocida izolowanych od pséw i ko-
tow. Spodziewany produkt o masie 460 p.z. uzyskany zostat jedynie w przypadku 37,5% bada-
nych szczepéw tego gatunku; ponadto, otrzymywane w elektroforegramie prazki byly czesto
dos¢ stabe mimo stosowania réznych temperatur przylaczania starteréw w reakeji PCR.

W reakcjach PCR z uzyciem nowo zaprojektowanych starteréw: KMT]B-for i KMT]J-
B-rev produkt wielko$ci 168 p.z. otrzymano w przypadku wszystkich szczepéw rozpozna-
nych (na podstawie badan fenotypowych oraz sekwencjonowania genu 16S rRNA) jako
P. multocida (ryc. 1, $ciezki 1-4). Uzyskany produkt PCR byt identyczny u obu stwierdzonych
podgatunkow tej bakterii, tj. P. multocida subsp. multocida oraz P. multocida subsp. septica.
Przy zastosowaniu, jako matrycy, DNA pozostalych badanych izolatéw Pasteurellaceae ampli-
fikacja nie miafa miejsca.

4.3.2.1dentyfikacja pozostalych gatunkéw z rodzaju Pasteurella,
Haemophilus haemoglobinophilus oraz Bisgaard Taxon 16 za pomoca
gatunkowo swoistych reakcji PCR

Startery komplementarne do fragmentéw genu sodA, specyficznych w przypadku Pasteurella
canis, P. dagmatis oraz P. stomatis, pozwolily na otrzymanie w przeprowadzonych testach
PCR produktéw (o wielko$ci odpowiednio: 186, 184 i 218 p.z., ryc. 1-§ciezki 5-7 i 9-14)
jedynie wtedy, gdy uzywano matrycy DNA pochodzacej z odpowiedniego dla kazdej reakeji
gatunku bakterii. Nie obserwowano natomiast reakcji krzyzowych z pozostalymi szczepami
Pasteurellaceae ani z badanymi przedstawicielami innych grup bakterii. Na uwage zastuguje
fakt, ze w reakcji PCR z uzyciem starteréw specyficznych dla P. dagmatis wynik dodatni uzy-
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skano réwniez w przypadku szczepéw pochodzacych od kotéw, zidentyfikowanych poprzez
poréwnywanie sekwencji genu 16S rRNA (program BLAST) jako P. pneumotropica, nato-
miast fenotypowo rozpoznanych jako P. dagmatis.

Test PCR zastosowany do identyfikacji H. haemoglobinophilus pozwolil na uzyskanie
produktu wielkosci 329 p.z. jedynie w przypadku uzycia matrycy DNA pochodzacej ze szcze-
pu referencyjnego tego gatunku bakterii oraz izolatéw terenowych, rozpoznanych na podsta-
wie analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA (ryc. 1, $ciezki 15-17).

Analogicznie, w reakcji z uzyciem starteréw specyficznych dla Bisgaard Taxon 16, uzy-
skano amplifikacje wylacznie fragmentu genu 16S rRNA pochodzacego ze szczepu referen-
cyjnego oraz szczepow terenowych tej bakterii (ryc. 2, $ciezki 1-2). Opracowana metoda
okazala si¢ ponadto bardzo skuteczna do odrézniania Bisgaard Taxon 16 od podobnego do
niego (pod wzgledem wlasciwosci fenotypowych) gatunku P. stomatis. Do réznicowania obu
drobnoustrojéw wykorzystana zostala technika multiplex-PCR (ryc. 2, §ciezki 6-9).

4.3.3. Rdéznicowanie P. dagmatis oraz P. pneumotropica za pomocg gatunkowo
swoistych testéw PCR

Pochodzace od kotéw szczepy rozpoznane za pomocg badan biochemicznych oraz w gatun-
kowo swoistej reakcji PCR jako P. dagmatis posiadaly sekwencje genu 16S rRNA praktycznie
identyczne z sekwencjg szczepu NCTC10827 P. pneumotropica (oznaczong w GenBanku jako
AF224296). W celu wyjasnienia przyczyn braku zgodnosci pomigdzy zastosowanymi meto-
dami identyfikacji zaprojektowano dodatkowa pare starteréw, swoistych dla P. pneumotropi-
ca, komplementarnych do fragmentéw genu sodA tej bakterii. Do projektowania starteréw
wykorzystano sekwencje umieszczone w GenBanku, o numerach AY702504 oraz AY702541
- AY702544 [Gautier i in. 2005]. W odpowiedniej reakeji PCR produkt (wielkosci 116 p.z.)
uzyskano jedynie wtedy, gdy jako matrycy uzywano DNA szczepu referencyjnego P. pneu-
motropica wykorzystanego w niniejszej pracy (ryc. 1, $ciezka 8); nie stwierdzono natomiast
amplifikacji DNA w przypadku izolatéw zidentyfikowanych jako P. dagmatis (pochodzacych
zaréwno od kotéw, jak i pséw), jak réwniez w odniesieniu do pozostatych badanych szcze-
péw. Wyniki te moga wskazywaé, ze wspomniany szczep referencyjny NCTC10827 zostat
niewlasciwie zaklasyfikowany jako P. pneumotropica, co powodowalo z kolei btedna identyfi-
kacje ,,kocich” izolatéw P. dagmatis przy uzyciu programu BLAST.
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M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17

500bp -

100bp -

Sciezki 1-4: Pasteurella multocida, wielko$¢ produktu 168 p.z. (1: P. multocida multocida CCUG 26985, 2: P. mul-
tocida septica CCUG 27002, 3-4: szczepy terenowe); $ciezki 5-7: P. canis, wielko§¢ produktu 186 p.z. (5: P. canis
CCUG 32817, 6-7: szczepy terenowe); $ciezka 8: P. pneumotropica CCUG 47008, wielko$¢ produktu 116 p.z.; $ciezki
9-11: P. dagmatis, wielko$¢ produktu 184 p.z. (9: P. dagmatis CCUG 32658, 10-11: szczepy terenowe); Sciezki 12—14:
P. stomatis, wielko$¢ produktu 218 p.z. (12: P. stomatis CCUG 48849, 13—14: szczepy terenowe); Sciezki 15-17:
H. haemoglobinophilus, wielko$¢ produktu 329 p.z. (15: H. haemoglobinophilus CCUG 20967, 16—17: szczepy tereno-
we). M - wzorzec masy DNA (GeneRuler”100 bp DNA Ladder [Fermentas])

Lanes 1-4: Pasteurella multocida, amplicon size 168 bp (1: P. multocida multocida CCUG 26985, 2: P. multocida sep-
tica CCUG 27002, 3—4: field isolates); lanes 5-7: P. canis, amplicon size 186 bp (5: P. canis CCUG 32817, 6-7: field
isolates); lane 8: P. pneumotropica CCUG 47008, amplicon size 116 bp; lanes 9-11: P. dagmatis, amplicon size 184
bp (9: P. dagmatis CCUG 32658, 10-11: field isolates); lanes 12—14: P. stomatis, amplicon size 218 bp (12: P. stomatis
CCUG 48849, 13-14: field isolates); lanes 15—17: H. haemoglobinophilus, amplicon size 329 bp (15: H. haemoglobi-
nophilus CCUG 20967, 16—17: field isolates). M - size marker (GeneRuler”100 bp DNA Ladder [Fermentas])

Ryc. 1. Elektroforegram produktéw PCR otrzymanych w wyniku amplifikacji DNA badanych bakterii
z rodziny Pasteurellaceae. Do reakcji uzyto starteréw swoistych do sekwencji genéw odpowiednich
gatunkow Pasteurella oraz Haemophilus haemoglobinophilus
Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified from the DNA of various Pasteurellaceae
strains. Primers specific to gene sequences of appropriate Pasteurella species and Haemophilus haemo-
globinophilus were used

M1 2 3 45 6 7 89

500 bp-

200 bp-

Sciezki 1-2: BT16, wielkos¢ produktu 284 p.z. (1: Bisgaard Taxon 16 CCUG 55993, 2: szczep terenowy); Sciezka 3:
kontrola ujemna (PCR ze starterami dla BT16, gdzie jako matrycy uzyto DNA pochodzacy ze szczepu Neisseria we-
averi); $ciezki 4-5: P. stomatis, wielko$¢ produktu 218 p.z. (4: P. stomatis CCUG 48849, 5: szczep terenowy); $ciezki
6-9: reakcja multiplex PCR ze starterami dla BT16 i P. stomatis (6—7: Bisgaard Taxon 16, 8-9: Pasteurella stomatis).
M - wzorzec masy DNA (GeneRuler”100 bp DNA Ladder [Fermentas])

Lanes 1-2: BT16, amplicon size 284 bp (1: Bisgaard Taxon 16 CCUG 55993, 2: a field isolate); lane 3: a negative
control (PCR assay with primers specific to BT16 run with the DNA of Neisseria weaveri as a template); lanes 4-5:
P. stomatis, amplicon size 218 bp (4: P. stomatis CCUG 48849, 5: a field isolate); lanes 6-9: a multiplex PCR assay
with primers specific to BT16 and P. stomatis (6-7: Bisgaard Taxon 16, 8-9: Pasteurella stomatis). M - size marker
(GeneRuler*100 bp DNA Ladder [Fermentas])

Ryc. 2. Elektroforegram produktéw PCR otrzymanych w wyniku amplifikacji DNA Bisgaard Taxon 16
oraz Pasteurella stomatis. Do reakcji uzyto starteréw swoistych do odpowiednich fragmentéw gendw
tych bakterii
Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified from DNA of Bisgaard Taxon 16 and
Pasteurella stomatis. Primers specific to gene sequences of appropriate species were used
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4.4. Przynaleznos¢ gatunkowa pateczek z rodziny Pasteurellaceae izolowanych
od pséw i kotow

Wyniki identyfikacji 150 izolatéw z rodziny Pasteurellaceae, uzyskane na podstawie opisa-
nych w punktach 4.1-4.3 metod fenotypowych oraz genotypowych, przedstawione zostaly
w tabeli 9. Ogélem, sposréd wyizolowanych drobnoustrojéw najliczniej stwierdzana byla
P. multocida (68 szczepdw, w tym 56 od kotéw, 8 od psow, 3 od Iwéw i 1 od tygrysa). Dru-
gi pod wzgledem czestosci izolacji, Bisgaard Taxon 16, reprezentowany byt przez 34 izola-
ty, pochodzace w wigkszosci od pséw. W dalszej kolejnosci stwierdzono (w nawiasie liczba
szczepow od poszczegdlnych gatunkow zwierzat): P. canis (19, tylko od pséw), P. dagmatis
(16, w tym 11 od kotéw, 4 od psoéw oraz 1 od tygrysa), H. haemoglobinophilus (7, tylko od
psow) oraz P. stomatis (6, w tym 4 od kotéw i 2 od pséw). Ogétem, 83 (55,3%) badanych szcze-
péw pochodzito od zwierzat zdrowych (w tym 78 izolatéw od pséw i kotdw), natomiast 67
szczepow (44,7%) wyosobniono od zwierzat wykazujacych objawy infekcji. Pateczki z rodziny
Pasteurellaceae stwierdzano w przypadkach zakazen manifestujacych sie najczeéciej jako za-
palenie jamy nosowej (gléwnie u kotéw; izolowane byty przede wszystkim P. multocida oraz
P. dagmatis), zapalenie jamy ustnej, zapalenie gardla (nieco czgsciej u pséw; izolowane byly
P. canis oraz Bisgaard Taxon 16) oraz zapalenie ucha zewnetrznego (u kotéw powodowane
przez P. multocida, a u pséw przez P. multocida i P. canis).

4.5. ldentyfikacja genotypowa oraz wiasciwosci fenotypowe podgatunkéw
Pasteurella multocida

Analiza sekwencyjna genu 16S rRNA, przeprowadzona wsrod 35 izolatéw P. multocida, wyka-
zala, ze szczepy te nalezaly do 2 odrebnych genotypow; genotyp pierwszy wykazywal sekwen-
cje nukleotydéw charakterystyczna w przypadku P. multocida subsp. multocida, natomiast
genotyp drugi — dla P. multocida subsp. septica. Poniewaz oba te podgatunki wykazuja pewne
réznice sekwencji nukleotydéw w obrebie genu 16S rRNA (dotyczace szczegdlnie regionu
pomiedzy 973. i 1013. parg zasad, numeracja zgodna z sekwencja AF294410 w GenBanku)
(tab. 10), do ich réznicowania wykorzystano takze uzyskana w wyniku badan wtasnych pro-
cedure diagnostyczng oparta na metodzie PCR-RFLP. Stwierdzono, ze technika ta daje wyniki
w 100% zgodne z tymi, ktére otrzymano podczas sekwencjonowania DNA. Amplifikowa-
ny fragment genu 16S rRNA trawiony byl przez enzym restrykcyjny Ecl 13611 na fragmenty
o wielko$ciach: 102 i 403 p.z. (w przypadku P. multocida subsp. multocida) oraz 130 i 375 p.z.
(u P. multocida subsp. septica) (ryc. 3). Ogédlem, sposrod 68 badanych szczepdéw Pasteurella
multocida 39 zakwalifikowano do podgatunku P. multocida subsp. multocida (57,4%, wéréd
nich 28 izolatéw pochodzilo od kotéw, 7 od pséw, 3 od Iwéw i 1 od tygrysa), a 29 (42,6%) do
P. multocida subsp. septica (z tego 28 szczep6w izolowanych bylo od kotéw, a jeden od psa).
Najwazniejsze wlasciwosci biochemiczne, ktére mogtyby by¢ przydatne do identyfikacji feno-
typowej obu podgatunkéw, przedstawione zostaly w tabeli 11.
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Tabela 10
Table 10
Poréwnanie sekwencji nukleotydéw w obrebie fragmentu 973.-1013. p.z. genu 16S rRNA Pasteurella
multocida subsp. multocida oraz P. multocida subsp. septica*
Comparison of nucleotide sequences in a 973.-1013. bp-fragment of the 16S rRNA gene of Pasteurella
multocida subsp. multocida and P. multocida subsp. septica*

Pozycja nukleotydéw (wedlug sekwencji AF294410)
Nucleotide position (relative to the AF294410 sequence)

973
981
991
1001
1011

P. multocida

., | TAAGAAGA G|CTCAGAGAT GAGTTTGTGC CTTCGGGAAC TTA
subsp. multocida

P. multocida

. AGAGAAGC TTGCAGAGAT GCGAGTGTGC CTTCGGGAG|C TCT
subsp. septica

* Czcionka czerwong zaznaczono nukleotydy réznigce si¢ od przedstawionych w pierwszej sekwencji. Kolorem z6-
tym oraz strzatkg oznaczono miejsce dziatania enzymu restrykcyjnego Ecl 13611 w technice PCR-RFLP, opracowanej
w niniejszej pracy do roznicowania obu podgatunkéw Pasteurella multocida

* The nucleotides differing from those of the topmost sequence are shown in red font. The action site of Ecl 13611
restriction endocuclease, used for differentiation of both Pasteurella multocida subspecies, is indicated in yellow and
marked with an arrow

M1 2345678910112 13141516 M

Sciezki 1-8 przedstawiaja amplikony otrzymane z DNA czterech szczepow P. multocida subsp. multocida, $ciezki
9-16 - z DNA czterech szczepow P. multocida subsp. septica. W przypadku kazdego izolatu elektroforezie poddano
nietrawione produkty PCR ($ciezki oznaczone liczbami nieparzystymi) oraz produkty trawione enzymem Ecl13611
($ciezki oznaczone liczbami parzystymi). M — wzorzec masy DNA (GeneRuler”100 bp DNA Ladder [Fermentas])
Lanes 1-8 represent amplicons obtained from DNA of four P. multocida subsp. multocida strains, lanes 9-16 from DNA
of four P. multocida subsp. multocida strains. For each isolate, intact amplicons (lanes with odd numbers) and Ecl13611-
digested ones (lanes with even numbers) were run. M - size marker (GeneRuler”100 bp DNA Ladder [Fermentas])

Ryc. 3. Elektroforegram produktéw trawienia fragmentu genu 16S rRNA (wielkosci 505 p.z.)
szczepOw Pasteurella multocida
Fig. 3. Agarose gel electrophoresis of digestion products of a 505-bp fragment
of the Pasteurella multocida 16S rRNA gene

Badane izolaty P. multocida subsp. multocida w zdecydowanej wigkszoéci przypad-
kow (94,9%) wytwarzaly kwas z sorbitolu (tab. 11), natomiast bardzo rzadko produkowa-
ty kwas z trehalozy oraz enzym a-glukozydaze (wsrdd izolatow nalezacych do tego podga-
tunku stwierdzono tylko jeden szczep trehalozododatni, pochodzacy od kota, oraz jeden
a-glukozydazododatni - izolowany od lwa). Rozklad sorbitolu obserwowano jednak stosun-
kowo czgsto takze u P. multocida subsp. septica (u 72,4% szczepow). Wyniki badan wlasnych
nie wskazuja réwniez na duzg warto$¢ diagnostyczna pozostalych cech fenotypowych wyko-
rzystywanych przez innych autoréw do réznicowania podgatunkéw P. multocida (badania
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rozkladu trehalozy oraz produkcji a-glukozydazy). Obie te wlasciwosci zostaly stwierdzone
jedynie u nieco ponad polowy (odpowiednio, u 65,5 i 58,6%) badanych szczepdw nalezacych
do P. multocida subsp. septica. Zaobserwowano natomiast pewng korelacje pomiedzy zdol-
noscig do rozktadu trehalozy oraz produkcji a-glukozydazy: szczepy tworzace kwas z tre-
halozy (w przypadku P. multocida subsp. septica) byly, poza nielicznymi wyjatkami, takze
a-glukozydazododatnie, natomiast te izolaty (nalezace do zaréwno P. multocida subsp. sep-
tica, jak i P. multocida subsp. multocida), ktére nie rozkladaly wspomnianego weglowodanu,
wypadaly z reguly réwniez ujemnie w prébie na a-glukozydaze.

Tabela 11
Table 11
Wiasciwosci biochemiczne przydatne do réznicowania szczepdw Pasteurella multocida subsp.
multocida oraz P. multocida subsp. septica, izolowanych od pséw i kotowatych*
Differential characteristics for Pasteurella multocida subsp. multocida and P. multocida subsp.
septica strains isolated from dogs and felids*

Liczba (%) szczepow dajacych reakcje dodatnia

Wtasciwosci No. of strains displaying a positive reaction
Characteristics Pasteurella multocida subsp. | Pasteurella multocida subsp.
multocida (n=39) septica (n=29)

Wytwarzanie kwasu z sorbitolu
Acid from sorbitol 37(94.9) 21(724)
Wytwarzanie kwasu z trehalozy
Acid from trehalose 1(26) 19(65,5)
Wytwarzanie a- glukozydazy 1 (2,6) 17 (58,6)

a- glucosidase production

*Identyfikacji podgatunkow P. multocida dokonano opierajac si¢ na o metodach genotypowych (sekwencjonowanie
fragmentu genu 16S rRNA, PCR-RFLP) oraz fenotypowych (ujemna reakcja na dulcytol)

*Identification of P. multocida subspecies was made by both genotypic (partial sequencing of the 16S rRNA gene,
PCR-RFLP) and phenotypic methods (a negative reaction for dulcitol)

Podsumowujac, przeprowadzone badania wykazaly, ze przedstawione powyzej wlasci-
wosci biochemiczne P. multocida subsp. multocida oraz P. multocida subsp. septica nie sg dla
nich na tyle charakterystyczne, by mozliwe byto absolutnie pewne réznicowanie obu podga-
tunkow za pomoca rutynowo stosowanych metod fenotypowych.

4.6. Zastosowanie starteréw swoistych gatunkowo do identyfikacji szczepow
Pasteurellaceae przy uzyciu metody multiplex-PCR

Zaobserwowane réznice w wielkosciach produktéw otrzymywanych w wyniku opisanych
w punktach 4.3.1-4.3.3 reakcji PCR skionily do poszukiwania mozliwosci zastosowania
przedstawionej metody w postaci zestawu testow z uzyciem 2 lub wigcej par starterow (tzw.
multiplex-PCR). Pozwoliloby to na opracowanie procedury diagnostycznej, w ktérej metody
genotypowe bylyby uzupelnieniem wstepnego badania biochemicznego.

Uwzgledniajac uzyskane wyniki badan fenotypowych, wytypowane zostaty dwie reakcje bio-
chemiczne (wytwarzanie dekarboksylazy ornitynowej oraz préba na ureaze), na podstawie kto-
rych gatunki paleczek z rodziny Pasteurellaceae wystepujace u pséw i kotéw podzielone zostaly na
4 grupy fenotypowe. W obrebie kazdej z tych grup zaproponowane zostato dalsze postgpowanie
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diagnostyczne przy uzyciu odpowiednich reakeji PCR lub multiplex-PCR (tab. 12). Przeprowa-
dzone badania pozwolily na ustalenie optymalnych w kazdej z tych reakcji warunkow (zwlaszcza
temperatury przylaczania starteréw) i wykazaly, ze opisana procedura stanowi skuteczne narze-
dzie diagnostyczne do identyfikacji bakterii Pasteurellaceae wystepujacych u pséw i kotow.

Tabela 12
Table 12

Proponowany schemat identyfikacji bakterii z rodziny Pasteurellaceae izolowanych od pséw i kotow*
Flow chart proposed for the identification of Pasteurellaceae encountered in cats and dogs*

Wyniki
testow na Dalsz dura di . Int taci K6
ODCoraz | Wstepna identyfika- alsza procedura diagnostyczna | Interpretacja wyni 6w na
. przy uzyciu gatunkowo-swoistych podstawie wielkosci
ureaze cja fenotypowa . .
. reakcji PCR produktéow PCR
Results of | Presumptive pheno- . e .
. e Further identification procedure | Interpretation of the PCR
the ODC typic identification . . . . .
using species-specific PCRs based on amplicon size
and urease
tests
P. pneumotropica Multiplex-PCR przy uzyciu star-
lub (rzadko) . teréw d'la P. dagmatis i P. pnfau— 184 pz.: P. dagmatis
ODC-dodatnia motropica (temp. przylaczania 116 pz: P. pneumotropica
ODCH+, Ure+ | P. dagmatis starteréw 57°C) pz: P otropt
. . . . 184 bp: P. dagmatis
P. pneumotropica Multiplex PCR with primers for 116 bo: P. pnewmotropica
or (rarely) ODC- P. dagmatis and P. pneumotropica pe £.p P
-positive P. dagmatis | (annealing at 57°C)
168 p.z.: P. multocida
. N 186 p.z.: P. canis
P. multocida, P. canis Mu,ltlplex-PCR przy uzyau sta'r— Brak produktu: H. haemo-
teréw dla P. multocida i P. canis . . o
lub (rzadko) H. ha- . . globinophilus (potwierdzi¢
) . (temp. przylaczania starterow o .
emoglobinophilus odpowiednig reakcja PCR)
ODC+, Ure- . .| 57°C) )
P. multocida, P. canis . . . 168 bp: P. multocida
Multiplex PCR with primers for .
or (rarely) H. haemo- . . 186 bp: P. canis
. . P. multocida and P. canis (anneal- .
globinophilus ing at 57°C) No amplicons: H. haemo-
& globinophilus (confirm by
the specific PCR assay)
PCR przy uzyciu starteréw dla
P. dagmatis (temp. przylaczania ) .
ODC-, Ure+ | P. dagmatis starterow 57°C) igi EZ PP' dtfza% {;ZS
PCR with primers for P. dagmatis b+ 4ag
(annealing at 57°C)
. - 218 p.z.: P. stomatis
P. stomatis, H. ha- Mult1plex PCR pray Rzyet starte- | 39 p.z.: H. haemoglobino-
. . réw dla P. stomatis, H. haemoglo- .
emoglobinophilus lub binophilusi BT16 (temp. przyla- philus
Bisgaard Taxon 16 P . P-PIEVIF 1584 p.z.: Bisgaard Taxon 16
ODC-, Ure- . czania starterow 52°C) .
P. stomatis, H. ha- . . . 218 bp: P. stomatis
. . Multiplex PCR with primers for .
emoglobinophilus or . . .| 329 bp: H. haemoglobino-
. P. stomatis, H. haemoglobinophilus .
Bisgaard Taxon 16 and BT16 (annealing at 52°C) philus
& 284 bp: Bisgaard Taxon 16

*Wszystkie gatunki uwzglednione w tej tabeli s oksydazododatnie i indolododatnie. ODC, dekarboksylaza orni-
tynowa; Ure, ureaza; +, reakcja dodatnia; -, reakcja ujemna
*All species included here are oxidase- and indole-positive. ODC, ornithine decarboxylase; Ure, urease; +, positive
reaction; -, negative reaction
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4.7. Zréznicowanie genotypowe oraz analiza filogenetyczna szczepow Pasteurella
dagmatis izolowanych od pséw i kotowatych

Poréwnanie sekwencji nukleotydéw genu 16S rRNA izolatéw P. dagmatis przy uzyciu algo-
rytmu BLAST wykazalo, ze szczepy tego gatunku izolowane od pséw charakteryzowaly sie
znacznym podobienstwem (99,78-99,85%) do znajdujacej sie w GenBanku sekwencji P. dag-
matis AY362920, pochodzacej ze szczepu typowego tej bakterii (CCUG 12397"). Natomiast
wszystkie izolaty wyosobnione od kotéw mialy sekwencje 16S rRNA praktycznie identyczne
(99,58-99,85%) ze szczepem P. pneumotropica NCTC 10827 (sekwencja w GenBanku o nu-
merze AF224296). W przypadku szczepu P. dagmatis wyizolowanego od tygrysa, chociaz jego
sekwencja wykazywala najlepsze dopasowanie réwniez z sekwencja AF224296, to podobien-
stwo do niej bylo mniejsze i wynosito 98,58%.

Sekwencje genu 16S rRNA wszystkich jedenastu szczepéw izolowanych od kotow wy-
kazywaly duzego stopnia jednorodnos¢; jedyne miejsce polimorficzne dotyczylo pozycji
842 (zgodnie z numeracja nukleotydéw w sekwencji AF224296), gdzie u czesci szczepow
wystepowala adenina, a u czgsci tymina. Stwierdzono, ze w sekwencjach 16S rRNA kocich
izolatow P. dagmatis wystepowaly stale, charakterystyczne dla nich fragmenty, ktére réz-
nily te izolaty od szczepdw pochodzacych od pséw, a takze od szczepu wyizolowanego od
tygrysa (tab. 13).

Badania filogenetyczne, majace na celu ustalenie wzajemnego pokrewienstwa réznych
szczepOw P. dagmatis i pozostatych gatunkow nalezacych do rodzaju Pasteurella sensu stricto,
przeprowadzone zostaly na podstawie analizy sekwencji genéw 16S rRNA oraz rpoB. W przy-
padku genu 16S rRNA, analizie poddano 36 sekwencji, w tym 16 sekwencji P. dagmatis po-
znanych w tej publikacji oraz 20 sekwencji znajdujacych si¢ w GenBanku (14 sekwencji Pa-
steurella sensu stricto ,core group’, czterech P. pneumotropica oraz dwoch Bisgaard Taxon 46,
p. tab. 5). Na podstawie roznic w sekwencjach nukleotydéw sporzadzono drzewo filogene-
tyczne przedstawione na rycinie 4. Z 19 weztéw otrzymanego dendrogramu, 15 zostalo do-
datkowo zweryfikowanych warto§ciami wyzszymi niz 50% w probie bootstrap. Analizowane
sekwencje zostaly podzielone na 8 grup (clusters). Grupe IA tworzyly: szczep NCTC10827
P. pneumotropica, dwa szczepy izolowane od kotéw, oznaczone jako ,,P. dagmatis-like” 5/8
i 8/4 (sekwencje uzyskane zostaly z GenBanku) oraz 11 wtasnych izolatéw P. dagmatis po-
chodzacych od kotéw, analizowanych w biezacej pracy. Grupa IB zawierala szczep wilasny
izolowany od tygrysa (o numerze 197) i szczep koci ,,P. dagmatis-like” 1/1 (z GenBanku).
Pasteurella stomatis oraz P. canis stanowity, odpowiednio, grupe II i III. Cztery szczepy wla-
sne P. dagmatis izolowane od psow, jak réwniez szczep typowy tego gatunku (CCUG123977,
sekwencja uzyskana z GenBanku), tworzyly grupe IV. Przedstawiciele tej grupy wykazywali
jedynie 97% podobienstwa sekwencji nukleotydéw z grupa ,kocig” P. dagmatis (IA). Grupy
V, V1 i VII sktadaly si¢ odpowiednio z Bisgaard Taxon 46, Pasteurella multocida subsp. sep-
tica 1 kompleksu P. multocida subsp. multocida/P. multocida subsp. gallicida. Trzy pozostate
analizowane sekwencje P. pneumotropica (inne niz AF224296) zostaly zaszeregowane do od-
rebnych grup VIII i IX, wykazujacych znacznie nizszy stopien pokrewienstwa z gatunkami
nalezacymi do grupy Pasteurella sensu stricto.
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P. dagmatis 95 (F)

P. dagmatis 185/2 (F)

P. dagmatis 13/5 (F)

P. dagmatis 182/1 (F)

P. dagmatis 243 (F)

P. dagmatis 167/2 (F)

r P. dagmatis 246/1 (F)

P. pneumotropica NCTC10827 (AF224296)
P. dagmatis 247 (F)

P. dagmatis-like 5/8 (F)(GU177868)
P. dagmatis 6/4 (F)

P. dagmatis-like 8/4 (F) (GU177869)

61}

100

88

1l

100

64

P. dagmatis 15/1 (F)

P. dagmatis 223/2 (F)

P. dagmatis 197 (T)

P. dagmatis-like 1/1 (GU177867)

39
P. stomatis CCUG 17979T (AY362925)
P. stomatis ATCC 43327 (M75050)
Il |P. canisCCUG 124007 (AY362919)
100 = P. canis Group241/11 (EF579840)

P. dagmatis 505 (C)

P. dagmatis CCUG32658 (C)

P. dagmatis CCUG12397T (AY362920)
P. dagmatis 149/1(C)

P. dagmatis 123/2(C)

BT46 CDC F4646 (AY683492)

4"F
BT46 CDC A996 (AY683491)

100

VI 100 | Pm.septica CCUG 17977T (AF294411)
P.m.septica Clin126 (EF579834)

P.m.multocida CCUG 17976 T (AF294410)
P.m.gallicidaMCCM 00021 (AF224297)
P.m.multocida Group37/9 (EF579820)
P.m.gallicidaNCTC 102047 (AY078998)

P. pneumotropica NCTC 8141T (AF362924)
IX — P. pneumotropica CNP 160 (AF012090)

_
0.005

100 L— P. pneumotropica Q480011-V1(DQ875933)

Ryc. 4. Drzewo filogenetyczne rodzaju Pasteurella sensu stricto skonstruowane na podstawie poréw-
nania sekwencji genu 16S rRNA (fragmenty wielko$ci 1308 p.z.) 36 szczepdw bakterii. Dendrogram
otrzymany zostal przy uzyciu metody ,neighbour-joining”. Wartoéci procentowe ,,bootstrap” dla 500
powtdrzen zostaly przedstawione przy kazdym z weztéw. Sekwencje oznaczone czcionka pogrubiona

ustalane byly w niniejszej pracy. Oznaczenia: (F), szczepy izolowane od kotéw; (C), szczepy izolowane

od pséw; (T), szczep izolowany od tygrysa; *, szczep typowy
Fig. 4. Phylogenetic tree of the genus Pasteurella sensu stricto based on the comparison of 36 sequen-
ces of the 16S rRNA gene (1308 bp fragments). The tree was constructed using the neighbour-joining
method. Bootstrap values of 500 replications are indicated as percent confidence values for particular

branching. Sequences indicated in bold were determined in this study. Explanations: (F), isolates from

cats; (C), isolates from dogs; (T), the isolate from a tiger; 7, the type strain
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P. dagmatis 243 (F)
P. dagmatis 95 (F)
P. dagmatis 167/2 (F)
P. dagmatis 182/1 (F)
P. dagmatis 15/1 (F)
—{ P. dagmatis 185/2 (F)
P. dagmatis 6/4 (F)
P. dagmatis 246/1 (F)
97 P. dagmatis 223/2 (F)
P. dagmatis 247 (F)
P. dagmatis 13/5 (F)

P. dagmatis 505 (C)
86 | P. dagmatis 123/2 (C)

P. dagmatis CCUG12397T (AY362966)
73 57 P. dagmatis 149/1 (C)

60 P. dagmatis CCUG32658 (C)

35 | L—————— P. dagmatis 197 (T)

96

P. stomatis CCUG17979T (AY362971)
BT46 CDC A996 (AY683510)
[ P. canis CCUG12400T (AY314038)

100 (- P. canis Group241/11(EF579881)
100 P.m.septica CCUG17977 T(AY362970)

P.m.septica Clin126 (EF579875)
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Ryc. 5. Drzewo filogenetyczne rodzaju Pasteurella sensu stricto skonstruowane na podstawie poréwna-
nia sekwencji genu rpoB (fragmenty wielko$ci 501 p.z.) 28 szczepow bakterii. Dendrogram otrzymany
zostal przy uzyciu metody ,,neighbour-joining”. Wartosci procentowe ,,bootstrap” dla 500 powtdrzen
zostaly przedstawione przy kazdym z wezlow. Sekwencje oznaczone czcionka pogrubiong ustalane
byly w niniejszej pracy. Oznaczenia: (F), szczepy izolowane od kotow; (C), szczepy izolowane od pséw;
(T), szczep izolowany od tygrysa; 7, szczep typowy
Fig. 5. Phylogenetic tree of the genus Pasteurella sensu stricto based on the comparison of 28 rpoB
sequences (501 bp fragments). The tree was constructed using the neighbour-joining method. Boot-
strap values of 500 replications are indicated as percent confidence values for particular branching.
Sequences indicated in bold were determined in this study. Explanations: (F), isolates from cats; (C),
isolates from dogs; (T), the isolate from a tiger; %, the type strain

Poréwnanie sekwencji genu rpoB potwierdzilo odrebno$¢ genetyczng ,,kociej” subpopu-
lacji Pasteurella dagmatis. Wszystkie izolaty tej bakterii pochodzace od kotéw mialy taka sama
sekwencje nukleotydéw w obrebie analizowanego fragmentu rpoB. Wykazywaly one podobien-
stwo na poziomie 97,4% (12 niezgodno$ci na 501 poréwnywanych nukleotydéw) ze szczepem
typowym P. dagmatis CCUG12397" (oznaczenie w GenBanku: AY362966). Natomiast sekwen-
cje szczepow izolowanych od pséw, chociaz roznily sie nieznacznie pomiedzy soba, wykazy-
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waly wyraznie wyzszy stopien podobienstwa (98,6-99,6%, 2-7 niezgodnosci) do sekwencji
AY362966. Szczep ,tygrysi” P. dagmatis byl najbardziej odlegty filogenetycznie i wykazywat
tylko 94,4% zgodnosci ze szczepem CCUG12397" (28 rdznic na 501 nukleotydow).

Drzewo filogenetyczne, oparte na analizie sekwencyjnej genu rpoB (ryc. 5), skonstru-
owane zostalo na bazie 28 sekwencji (16 wlasnych i 12 z GenBanku). Uzyskane wyniki po-
twierdzone zostaly w znacznym stopniu poprzez wysokie wartosci ,,bootstrap” (powyzej 80%
dla 12 z 17 weztéw). W tym dendrogramie szczepy P. dagmatis pochodzace od pséw i kotoéw
réwniez zostaly zaszeregowane do odrebnych grup. Jednak w przeciwienstwie do analizy fi-
logenetycznej na bazie genu 16S rRNA, poréwnanie sekwencji rpoB wykazato, Ze obie subpo-
pulacje P. dagmatis (szczepy pochodzace od pséw i kotéw) sa ze sobg bardziej spokrewnione
niz z innymi przedstawicielami Pasteurella sensu stricto. Szczep 197, pochodzacy od tygrysa,
stanowit odrebny takson ,,P. dagmatis-like”, nieco bardziej odlegly filogenetycznie od obu
pozostalych subpopulacji P. dagmatis. Pozostale analizowane sekwencje genu rpoB tworzyly
grupy odrebne dla kazdego taksonu. W obu drzewach filogenetycznych szczepy P. pneumo-
tropica (inne niz NCTC10827) wykazywaly niski stopien pokrewienistwa z przedstawicielami
rodzaju Pasteurella sensu stricto.

4.8. Réznicowanie szczepow Pasteurella dagmatis przy uzyciu metody RFLP-PCR

Stwierdzone réznice w sekwencji nukleotydéw genu 16S rRNA u szczepdéw P. dagmatis po-
chodzacych od pséw i kotéw (p. tab. 13) pozwolily na zastosowanie metody RFLP-PCR do
szybkiego i dokladnego réznicowania obu subpopulacji tego gatunku bakterii. Zamplifikowa-
ne fragmenty genu 16S rRNA, o wielkoéci 476 p.z., trawione byly przez enzym restrykcyjny
Taql jedynie w przypadku izolatéw P. dagmatis pochodzacych od pséw. Jako produkty tra-
wienia otrzymywano 2 fragmenty o wielkosci 125 i 351 p.z. (ryc. 6). Produkty amplifikacji
DNA szczepdw tego gatunku bakterii izolowanych od kotéw (a takze szczepu 197 pochodza-
cego od tygrysa) pozostaly niestrawione.

M1 2 3 456 7 8 9 10 111213 1415 16 1718 M
- 1000bp

- Wy gy e g S —  — '500bp

Ryc. 6. Elektroforegram produktow trawienia fragmentu genu 16S rRNA (wielko$ci 476 p.z.) szczepdéw Pa-
steurella dagmatis izolowanych od réznych gatunkéw zwierzat. Sciezki 1-8 przedstawiaja amplikony z DNA
czterech szczepdw pochodzacych od psow, $ciezki 9-16 — z DNA czterech szczepéw izolowanych od kotow,
a §ciezki 17-18 - ze szczepu izolowanego od tygrysa. W przypadku kazdego izolatu, elektroforezie poddano

DNA nietrawione ($ciezki oznaczone liczbami nieparzystymi) oraz trawione enzymem Taql ($ciezki ozna-

czone liczbami parzystymi). M — wzorzec masy DNA (GeneRuler™100 bp DNA Ladder [Fermentas])
Fig. 6. Agarose gel electrophoresis of digestion products of a 476-bp fragment of the 16S rRNA gene of
P. dagmatis (strains isolated from different hosts). Lanes 1-8 represent amplicons obtained from the
DNA of canine isolates, lanes 9-16 from DNA of feline isolates, and lanes 17—18 from the DNA of the
isolate from a tiger. For each isolate, intact amplicons (lanes with odd numbers) and TaqI-digested ones
(lanes with even numbers) were run. M - size marker (GeneRuler™100 bp DNA Ladder [Fermentas])
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5. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Jednym z gltéwnych celéw diagnostyki bakteriologicznej jest mozliwie szybkie i dokfadne
rozpoznanie izolowanych drobnoustrojéw. Pozwala ono na ocen¢ roli wyosobnionych z ma-
teriatu klinicznego bakterii w procesie patologicznym oraz umozliwia podjecie wlasciwych
dziatan leczniczych i profilaktycznych. Ponadto, precyzyjna identyfikacja czynnika choro-
botwdrczego jest bardzo istotna w badaniach epidemiologicznych, szczegélnie w przypadku
mikroorganizméw powodujacych zakazenia odzwierzece u cztowieka.

Na btonach sluzowych ukladu oddechowego, uktadu moczopliciowego oraz poczatko-
wych odcinkéw przewodu pokarmowego zdrowych psow i kotéw wystepuje wiele gatunkow
bakterii nalezacych do rodziny Pasteurellaceae. Drobnoustroje te moga by¢ izolowane z r6z-
nego rodzaju materiatu klinicznego pochodzacego od tych zwierzat. Przedstawiciele oma-
wianej grupy bakterii odznaczajg si¢ stosunkowo duza réznorodnoscia cech fenotypowych,
a w niektorych przypadkach réwniez wlasciwosci genotypowych, co moze w duzym stopniu
utrudnia¢ ich identyfikacje.

W przedstawionych badaniach wlasnych do identyfikacji wybranych gatunkéw bakte-
rii z rodziny Pasteurellaceae izolowanych od pséw i kotéw zastosowano trzy niezalezne me-
tody: klasyczng diagnostyke biochemiczng, sekwencjonowanie fragmentu genu 16S rRNA
oraz nowo opracowane metody genotypowe na podstawie gatunkowo-swoistych reakcji PCR,
a w okreslonych przypadkach wykorzystujacych réwniez analize restrykcyjna odpowiednich
fragmentéw DNA bakterii (RFLP). Przeprowadzone badania umozliwily nie tylko poznanie
sktadu gatunkowego drobnoustrojéw z rodziny Pasteurellaceae wystepujacych u badanych
zwierzat, lecz réwniez opracowanie nowej procedury diagnostycznej, ktéra pozwala na szyb-
ka, dokladng i stosunkowo tania identyfikacje bakterii nalezacych do omawianej grupy.

Wykazano, ze diagnostyka tych drobnoustrojéw przy uzyciu dotychczas stosowanych
metod fenotypowych, a w niektorych przypadkach nawet genotypowych, moze by¢ mato sku-
teczna. Uzycie klasycznej procedury diagnostycznej opierajacej si¢ na badaniach biochemicz-
nych pozwolilo na rozpoznanie jedynie 73% badanych izolatéw; ponadto, metody te okazaly
sie malo przydatne do identyfikacji podgatunkéw Pasteurella multocida. Weze$niejsze bada-
nia wlasne, a takze doniesienia innych autoréw wskazuja, ze stosowane w wielu laboratoriach
zminiaturyzowane systemy identyfikacyjne réwniez maja malg warto$¢ diagnostyczng w od-
niesieniu do paleczek Pasteurellaceae [Hamilton-Miller 1993, Boot i in. 2004, Krél i in. 2004,
Guillard i in. 2009, Akahane i in. 2011]. Przykladowo, w bazie danych systemu API 20 NE
(BioMérieux), przeznaczonego do rozpoznawania Gram-ujemnych palteczek nie-Enterobacte-
riaceae, sposrdd gatunkoéw z rodziny Pasteurellaceae stwierdzanych normalnie u pséw i kotoéw
uwzgledniona zostata tylko P. multocida. Jednak identyfikacja tej bakterii przy uzyciu wspo-
mnianego systemu opiera si¢ na zaledwie 3 testach biochemicznych (wytwarzanie oksydazy
cytochromowej i indolu oraz redukcja azotandéw do azotynéw), ktdre to cechy sa wspolne
dla wiekszosci przedstawicieli rodzaju Pasteurella. Dodatkowo, zastosowane w mikroprobow-
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kach paska API podtoze moze by¢ niewystarczajace do wzrostu tej grupy drobnoustrojow, po-
niewaz omawiane bakterie czesto maja podwyzszone wymagania odzywcze. Utrudnia to tez
wykorzystanie poszczegdlnych reakcji biochemicznych, okreslanych przy uzyciu mikrotestu,
do rozpoznawania taksonéw nie uwzglednionych w bazie danych systemu API. Z kolei te nie-
liczne doniesienia, ktdre stwierdzaja wysoka wartos¢ diagnostyczng wspomnianych testow,
moga budzi¢ pewne watpliwosci co do poprawnosci identyfikacji badanych drobnoustrojow.
Przykltadowo, Freshwater [2008], identyfikujac szczepy Pasteurella izolowane z jamy ustnej
kotéw za pomoca testu API 20 NE, przyjela zdolnoé¢ fermentacji mannitolu jako jedyne kry-
terium roznicujace P. multocida (ktéra wytwarza kwas z tego weglowodanu) od P. stomatis.
Jednak w rzeczywistosci test na fermentacje mannitolu nie jest przeprowadzany przy uzyciu
zestawu API 20NE. Okreslana jest natomiast zdolno$¢ bakterii do asymilacji mannitolu (kto-
ra to reakcje, wedlug bazy danych systemu API, przeprowadza jedynie 1% szczepéw P. mul-
tocida). Dlatego jest dos¢ prawdopodobne, ze niektére szczepy w cytowanej powyzej pracy
mogly zosta¢ blednie rozpoznane, a skuteczno$¢ omawianego zestawu diagnostycznego jest
w rzeczywisto$ci mniejsza.

W poréwnaniu z diagnostyka fenotypowej, sekwencjonowanie fragmentu genu 16S
rRNA okazalo si¢ bardziej skuteczng metoda identyfikacji bakterii z rodziny Pasteurellaceae
wystepujacych u pséw i kotéw. Jednak na 91 szczepéw poddanych sekwencjonowaniu tego
genu w badaniach wlasnych jedynie w 76 przypadkach (83,5%) otrzymane wyniki byly zgod-
ne z ostatecznymi wynikami identyfikacji tych izolatéw, uzyskanymi przy uzyciu kombinacji
metod genotypowych (gatunkowo swoiste testy PCR) oraz biochemicznych. Brak poprawnej
identyfikacji pozostatych 15 szczepéw wynikat zaréwno z bledéw technicznych dotyczacych
samego procesu sekwencjonowania i/lub interpretacji uzyskanych chromatogramoéw, jak
i z faktu, Ze znajdujace sie¢ w bazach danych sekwencje DNA byly niedoktadne albo nieprawi-
dlowo oznaczone. Przyktadowo, dla 3 badanych izolatéw (dwdch nalezacych do P. stomatis
oraz jednego do P. canis) uzyskano wyniki niejednoznaczne: poréwnanie uzyskanych se-
kwencji z dostepnymi w GenBanku wykazalo, ze oba te gatunki byty wskazane przez pro-
gram BLAST z jednakowym prawdopodobienstwem. Przedstawiona sytuacja ma zwiazek ze
stosunkowo duzym stopniem homologii 16S rRNA tych bakterii (wynoszacym nawet 99%),
co sprawia, ze nawet pojedyncze nieprawidlowo rozpoznane (lub nieokreslone) nukleotydy
w uzyskanej sekwencji DNA moga spowodowa¢ bledna identyfikacje danego szczepu. Nie
stwierdzano natomiast tego typu probleméw w przypadku drobnoustrojéw wykazujacych
w mniejszym stopniu wzajemne podobienstwo 16S rRNA (P. multocida, Bisgaard Taxon 16
oraz H. haemoglobinophilus), u ktorych rezultat sekwencjonowania tego genu byl catkowicie
zgodny z wynikami identyfikacji pozostalymi metodami. Najwiekszy wplyw na relatywnie
niezbyt wysoka (83,5%) ogolna skutecznos¢ identyfikacji paleczek Pasteurellaceae za pomoca
analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA mial jednak fakt, Ze wszystkie izolaty zakwalifikowane
jako P. dagmatis, pochodzace od kotéw (oraz od tygrysa), zostaly rozpoznane jako P. pneu-
motropica. Bylo to spowodowane niewlasciwym oznaczeniem umieszczonej w GenBanku se-
kwencji jednego ze szczepdw referencyjnych P. pneumotropica (NCTC10827), wynikajacym
z jego wczesniejszej blednej identyfikacji (patrz dalsza cz¢$¢ dyskusji).

Podsumowujac, w niniejszej pracy stwierdzono, ze identyfikacja bakterii z rodziny Pa-
steurellaceae za pomocg sekwencjonowania genu 16S rRNA réwniez jest nie zawsze skutecz-
na. Poza stosunkowo wysokimi kosztami omawiana metoda wykazuje réwniez pewne nie-
dogodnosci. Zwracali na nie uwage takze inni autorzy, ktérzy identyfikowali w ten sposéb
drobnoustroje nalezace do pozostalych grup taksonomicznych: konieczno$¢ istnienia w ba-
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zach danych wlasciwie oznaczonych sekwencji [Clarridge 2004] oraz mozliwy niedostateczny
potencjal réznicujacy metody opartej na analizie sekwencyjnej genu 16S rRNA w przypadku
blisko ze sobg spokrewnionych gatunkéw bakterii [Mignard, Flandrois 2006]. Nalezy pod-
kresli¢, ze odsetek szczepdw zidentyfikowanych ta metoda w badaniach wlasnych jest porow-
nywalny z wynikami uzyskiwanymi przez innych autoréw [Drancourt i in. 2000, Mignard,
Flandrois 2006].

Zaprezentowane w badaniach wlasnych gatunkowo swoiste testy PCR pozwolily na
identyfikacje wszystkich wyizolowanych od pséw i kotéw szczepow bakterii z rodziny Pasteu-
rellaceae. Umozliwilo to opracowanie nowej procedury diagnostycznej, bedacej kombinacja
testow biochemicznych oraz badan genotypowych, mozliwej do wykorzystania w rutynowej
diagnostyce mikrobiologicznej. Postepowanie diagnostyczne, taczace charakterystyke feno-
typowa izolowanego szczepu z analiza genotypowa, jest wedlug aktualnych pogladéw roz-
wigzaniem optymalnym, pozwalajacym na szybkie, a jednocze$nie dokladne rozpoznawanie
drobnoustrojéw z omawianej rodziny [Christensen i in. 2005, Dziva i in. 2008]. W przypadku
powyzszego schematu diagnostycznego izolowany od psa lub kota szczep bakteryjny podda-
wany jest wstepnej identyfikacji fenotypowej, majacej na celu zakwalifikowanie go do Pasteu-
rellaceae (morfologia komorek i ich barwienie metoda Grama, morfologia kolonii na podlozu
agarowym z krwig, brak wzrostu na podlozu McConkey’a, dodatnia préba na indol) oraz za-
szeregowanie do jednej z czterech grup fenotypowych, utworzonych na podstawie wynikéw
reakcji na ureaz¢ i dekarboksylaze ornitynowa (ODC). Wlasciwosci te zostaly wytypowane
ze wzgledu na stwierdzony stosunkowo niski odsetek reakcji nietypowych, wykazywanych
przez badane izolaty w odniesieniu do tych proéb, a takze mozliwo$¢ réznicowania gatun-
kéw w obrebie kazdej grupy na podstawie charakterystycznych dla kazdego z nich produktéw
w reakcjach multiplex-PCR.

Przeprowadzone badania fenotypowe oraz genotypowe pozwolily na lepsze poznanie
sktadu gatunkowego drobnoustrojéw z rodziny Pasteurellaceae, z uwzglednieniem ich aktu-
alnej taksonomii, wystepujacych u pséw i zwierzat kotowatych. W przedstawionej pracy naj-
czedciej stwierdzanym przedstawicielem omawianej grupy bylta Pasteurella multocida. Bada-
nia wlasne potwierdzily wyniki uzyskane przez innych autoréw wskazujace, ze drobnoustroj
ten wystepuje bardzo czesto u kotéw (zaréwno zdrowych, jak i majacych objawy chorobowe),
natomiast stosunkowo rzadko u pséw [Hellmann i in. 1987, Baldrias i in. 1988, Biberstein
iin. 1991, Muhairwa i in. 2001a]. Stwierdzono ponadto obecno$¢ P. multocida u dzikich ga-
tunkow rodziny kotowatych — Iwa i tygrysa. Z uwagi na czeste wystepowanie omawianego
drobnoustroju u zwierzat oraz jego duze znaczenie kliniczne i epidemiologiczne laboratoria
diagnostyczne powinny dysponowa¢ odpowiednimi metodami do szybkiej i pewnej identyfi-
kacji P. multocida, a w niektdrych sytuacjach réwniez do okreslania jej podgatunkéw [Chen
iin. 2002, Dziva i in. 2008].

Klasyczna diagnostyka P. multocida opiera si¢ na badaniu kilku cech fenotypowych,
w tym morfologii kolonii, zdolno$ci wytwarzania indolu, ODC oraz kwasu z mannitolu, dul-
cytolu, trehalozy i sorbitolu [Dousse i in. 2008]. Jest to zwykle wystarczajace do identyfika-
cji tej bakterii. Stosunkowo czesto opisywane sg jednak szczepy P. multocida o nietypowych
wlasciwos$ciach biochemicznych, w tym mannitoloujemne, ODC-ujemne oraz indoloujemne
[Bisgaard i in. 1991, Kuhnert i in. 2000, Christensen i in. 2004, 2005, Miihldorfer i in. 2011],
co moze stanowi¢ przyczyne pomylek diagnostycznych. Réwniez w badaniach wlasnych izo-
lowano dwa szczepy P. multocida, ktore nie wytwarzaly dekarboksylazy ornitynowej. Poza
tym, relatywnie czesto (u 19% izolatéw tego gatunku badanych w niniejszym opracowaniu)
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obserwowano wytwarzanie kwasu z maltozy. Cecha ta, wedlug wielu wcze$niejszych donie-
sien, u P. multocida normalnie nie wystepuje [Mutters i in. 1985, Petersen i in. 1998]. Sto-
sunkowo duza zmiennos¢ cech fenotypowych pateczek Pasteurellaceae powoduje, ze takze
inne gatunki z omawianej rodziny moga by¢ mylnie identyfikowane jako P. multocida. Przy-
ktadowo, w niniejszej pracy stwierdzono izolaty H. haemoglobinophilus wytwarzajace dekar-
boksylaze ornitynows (jeden z nich byl réwniez mannitolododatni) oraz szczepy P. dagmatis
wytwarzajace ODC lub kwas z mannitolu (w tych ostatnich przypadkach identyfikacji feno-
typowej dokonano na podstawie dodatniej proby na ureaze).

Opisana réznorodnos¢ wlasciwosci biochemicznych P. multocida oraz pewne trudnosci
w rutynowej identyfikacji tej bakterii skfonily mikrobiologéw do poszukiwania metod alter-
natywnych, opartych na cechach genotypowych. Do tej pory opisano kilka tego typu testow
[Dziva i in. 2008], polegajacych na analizie sekwencyjnej wybranych genéw [Kuhnert i in.
2000, Gautier i in. 2005, Kuhnert i in. 2006] albo wykorzystujacych tradycyjna technike PCR
[Townsend i in. 1998, Miflin, Blackall 2001] lub real-time PCR [Corney i in. 2007]. Jednak
dotychczasowe metody oparte na reakcji PCR przeznaczone sa do wykrywania i identyfikacji
P. multocida pochodzacych od zwierzat gospodarskich (bydla, drobiu oraz $win), natomiast
ich skuteczno$¢ nie byla nigdy oceniana w odniesieniu do szczepéw tej bakterii wystepuja-
cych od psow i kotow.

Do identyfikacji genotypowej P. multocida w badaniach wlasnych préobowano zastoso-
wac technike PCR opisang przez Townsend i in. [1998], polegajaca na amplifikacji fragmentu
genu kmt przy uzyciu pary starteréw KMT1T7 i KMT1SP6. Chociaz metoda ta byfa opra-
cowana do rozpoznawania szczepdéw P. multocida izolowanych gtéwnie od bydta i trzody
chlewnej [Townsend i in. 1998, 2000], uwazana jest jednak za metode uniwersalng, pozwa-
lajaca na identyfikacje praktycznie wszystkich izolatéw tej bakterii [Hunt i in. 2000, Dziva
i in. 2008, Hotchkiss i in. 2011]. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg jednak, ze
opisana metoda identyfikacji P. multocida nie jest skuteczna w odniesieniu do szczepdw tego
gatunku izolowanych od pséw i kotéw, poniewaz spodziewany produkt o wielkosci 460 p.z.
zostal uzyskany tylko u czesci (37,5%) badanych izolatéw. Przeprowadzona analiza dostep-
nych w GenBanku sekwencji genu kmt wykazala, ze gen ten cechuje si¢ stosunkowo duza
zmiennoscig sekwencji nukleotydéw, a brak produktu reakcji PCR w badaniach wlasnych
moglt mie¢ zwigzek z odrebnoscia genetyczng analizowanych szczepow P. multocida, spowo-
dowang czynnikami geograficznymi i pochodzeniem od innych zwierzat-gospodarzy. Teze te
potwierdzajg dane z piSmiennictwa, wskazujace na bardzo duze zréznicowanie genotypowe
P. multocida, dotyczace nawet izolatéw wystepujacych u tego samego gatunku zwierzat na
stosunkowo niewielkim obszarze [Loubinoux i in. 1999, Petersen i in. 2001, Davies 2004,
Miihldorfer i in. 2011, Pors i in. 2011]. Hotchkiss i in. [2011] wykazali ostatnio, ze szczepy
P. multocida izolowane z uktadu oddechowego bydla stanowia grupe o charakterze klonal-
nym, réznigcg si¢ od izolatéw powodujacych posocznice krwotoczng u tych zwierzat. Z kolei
szczepy tej bakterii pochodzace od innych zwierzat (ptakéw, §win i owiec) reprezentowaly
odrebne typy sekwencyjne, wykazujace znacznie wigksze zréznicowanie genotypowe. Bylo
ono m.in. zwigzane z pochodzeniem geograficznym izolatéw. Przykladowo, stwierdzono réz-
nice pomiedzy szczepami P. multocida izolowanymi od owiec w Hiszpanii i Nowej Zelandii
[Hotchkiss i in. 2011].

Trudnosci w identyfikacji izolatéw wilasnych P. multocida przy uzyciu metody opisanej
przez Townsend i in. spowodowaly, ze w przedstawionej pracy postanowiono zaprojektowa¢
nowg pare starteréw (oznaczonych jako KMT]Bfor oraz KMT]Brev), oskrzydlajacych krotszy,
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specyficzny dla wszystkich dostepnych sekwencji DNA, fragment genu kmt tej bakterii. Wyka-
zano, ze dzigki nowo opracowanym starterom mozliwa byta identyfikacja szczepdw P. multoci-
da izolowanych nie tylko od pséw i kotow, ale takze od innych zwierzat, np. drobiu, bydta, $win
i krolikéw. Z drugiej strony, w przypadku szczepéw innych gatunkéw bakterii analizowanych
w badaniach wlasnych - nalezacych zaréwno do rodziny Pasteurellaceae, jak i blisko spokrew-
nionych rodzin - nie stwierdzono zaktadanego produktu PCR (o wielkosci 168 p.z.) w reak-
cji z nowo zaprojektowanymi starterami, co $wiadczy o wysokiej swoistosci przedstawione;
metody.

Podobnie jak w przypadku identyfikacji P. multocida metodami biochemicznymi duzy
problem diagnostyczny moze takze stanowi¢ fenotypowe réznicowanie podgatunkow tej
bakterii. Mutters i in. [1985], dokonujac reklasyfikacji rodzaju Pasteurella oraz wyroézniajac
w obrebie gatunku Pasteurella multocida 3 podgatunki (subsp. multocida, septica i gallicida),
zaproponowali schemat ich réznicowania na podstawie zdolno$ci do rozkladu dulcytolu oraz
sorbitolu. W nastepnych latach pojawilo si¢ wiele doniesien po$wieconych identyfikacji bio-
chemicznej P. multocida i charakterystyce jej podgatunkéw [Bisgaard i in. 1991, Korbel i in.
1992, Fegan i in. 1995, Blackall i in. 1997]. Badania te wykazaly, ze w przypadkach zakazen
u malych zwierzat oraz u cztowieka zdecydowanie dominujg 2 podgatunki dulcytoloujemne,
tj. P. multocida subsp. multocida oraz P. multocida subsp. septica, a ich identyfikacja w trak-
cie rutynowej diagnostyki mikrobiologicznej moze mie¢ pewne znaczenie kliniczne i epi-
demiologiczne [Biberstein i in. 1991, Holst i in. 1992]. We wszystkich wspomnianych pra-
cach zdolnos¢ do fermentacji sorbitolu byla jedynym kryterium odrézniajacym podgatunek
P. multocida subsp. multocida (ktéry uwazano za sorbitolododatni) od P. multocida subsp.
septica. Zastosowanie metod genotypowych (sekwencjonowanie genu 16S rRNA, REP-PCR,
PCR-fingerprinting) do réznicowania szczepéw P. multocida wykazato jednak, ze wyniki
badania rozktadu sorbitolu nie sa zgodne z identyfikacja genetyczna podgatunkow tej bak-
terii. Przykladowo, Kuhnert i in. [2000] stwierdzili, ze na 9 badanych fenotypowo izolatéw
P. multocida subsp. septica az 6 (66,7%) wykazuje zdolnos¢ do tworzenia kwasu z sorbito-
lu. Takze Hunt Gerardo i in. [2001], ktérzy poddali analizie fenotypowej oraz genotypowej
(metoda PCR z uzyciem pojedynczego startera M13) 35 izolatéw klinicznych P. multocida
pochodzacych z zakazonych ran kasanych u cztowieka, wykazali, ze rozktad sorbitolu nie jest
miarodajnym kryterium réznicowania obu podgatunkéw. Osiem (33,3%) z badanych przez
nich szczepdw P. multocida subsp. septica bylo sorbitolododatnich, 13 dawato wynik ujem-
ny w tej reakcji, natomiast w przypadku 3 pozostalych izolatéw uzyskano wyniki niejedno-
znaczne. Wspomniani autorzy zwrdcili przy tym uwage na fakt, ze na wynik wykonywanych
testow fermentacji weglowodandéw stosunkowo duzy wplyw ma uzyte do testu podloze oraz
wskaznik pH. Stanowi to dodatkowy problem w diagnostyce fenotypowej pateczek z rodziny
Pasteurellaceae, gdyz stosowane rutynowo metody biochemiczne nie sg na ogét ustandaryzo-
wane, a przez to wyniki uzyskiwane przez réznych autoréw sg nie zawsze poréwnywalne.

Poniewaz reakcja wytwarzania kwasu z sorbitolu okazala si¢ mie¢ malg wartos¢ diagno-
styczng przy réznicowaniu P. multocida subsp. multocida i P. multocida subsp. septica, Hunt
Gerardo i in. [2001] zaproponowali do tego celu dodatkowa prébe biochemiczng — wytwa-
rzanie a-glukozydazy. Cecha ta zdawala si¢ wykazywaé znacznie wigkszg — w pordwnaniu
z reakcja rozkladu sorbitolu - korelacje z wynikami badan genotypowych. Cytowani autorzy
stwierdzili, ze wszystkie szczepy zidentyfikowane przez nich na podstawie metody PCR jako
P. multocida subsp. septica byly a-glukozydazododatnie, natomiast wiekszo$¢ (81,8%) izola-
tow P. multocida subsp. multocida data wynik ujemny.
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Wykazana przez powyzszych autoréw zmiennos¢ fenotypowa obu tych podgatunkéow
P. multocida powoduje, ze moga by¢ one rozrézniane w sposéb absolutnie pewny jedynie
metodami genotypowymi. Oprdcz technik opartych na sekwencjonowaniu okreslonych ge-
néw opisano réwniez kilka innych metod wykorzystujacych reakeje fancuchowa polimerazy,
w tym RAPD-PCR [Hunt Gerardo i in. 2001] oraz REP-PCR [Chen i in. 2002]. Obie te tech-
niki sg znacznie prostsze i szybsze niz sekwencjonowanie DNA, majg jednak réwniez pewne
ograniczenia. W metodzie PCR-fingerprinting [Hunt Gerardo i in. 2001], przy zastosowaniu
stosunkowo niskiej temperatury przylaczania starteréw, w elektroforegramie otrzymuje sie
bardzo liczng i zréznicowana u poszczegélnych szczepow liczbe prazkow. Poniewaz identyfi-
kacja P. multocida subsp. septica i P. multocida subsp. multocida odbywa si¢ tu na podstawie
wystepowania lub braku ktéregos z 4 prazkéw (A, B, C, D) o okreslonych wielkosciach, od-
czyt i interpretacja wynikéw moga by¢ utrudnione. Réwniez w metodzie REP-PCR obserwo-
wano pewna zmienno$¢ dotyczaca ilosci i wielkosci otrzymanych produktéw reakcji [Chen
iin. 2002]. Twércy tej metody jako powdd nieregularnego wystepowania prazkéow w swoich
elektroforegramach podali réznice w intensywnosci zabarwienia poszczegdlnych produktéw
PCR bromkiem etydyny, jednak wydaje sie, ze istotng przyczyng moze by¢ réwniez zmien-
no$¢ genetyczna szczepOw Pasteurella multocida.

Stosunkowo wysoki koszt technik sekwencjonowania oraz przedstawione powyzej tru-
dnosci w interpretacji wynikéw przy istniejacych metodach PCR sklonity do opracowania
w badaniach wlasnych nowej techniki réznicowania P. multocida subsp. septica i P. multoci-
da subsp. multocida, mozliwej do zastosowania w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej.
Zaproponowana w niniejszej pracy metoda PCR-RFLP jest stosunkowo prosta i szybka, a jej
wyniki, calkowicie zgodne z wynikami sekwencjonowania, sg znacznie tatwiejsze do inter-
pretacji, gdyz amplifikowany jest fragment wzglednie konserwatywnego genu, jakim jest 16S
rRNA, a w wyniku trawienia enzymem restrykcyjnym Ecl 136 II uzyskuje sie jedynie 2 pro-
dukty (prazki), ktére u obu podgatunkéw maja rézne wielkosci.

Do identyfikacji trzeciego z wyréznionych w obrebie Pasteurella multocida podgatunku,
P. multocida subsp. gallicida, wykorzystuje si¢ gléwnie jego zdolnos¢ do fermentacji dulcyto-
lu [Mutters i in. 1985, Muhairwa i in. 2001, Davies 2004, Dousse i in. 2008]. Jedyna metoda
alternatywna, ktéra mogtaby by¢ zastosowana do odréznienia tego podgatunku od dwdch
pozostatych w diagnostyce mikrobiologicznej, jest analiza sekwencyjna niektorych gendw
konserwatywnych, np. 16S rRNA [Kuhnert i in. 2000] lub sodA [Gautier i in. 2005]. Jak jed-
nak wykazano, réznice genotypowe miedzy P. multocida subsp. gallicida oraz P. multocida
subsp. multocida sa czesto niewielkie (przyktadowo, niezgodnos$ci w obrebie genu 16S rRNA
pomiedzy tymi dwoma podgatunkami dotycza jedynie 2 nukleotydéw na 1364 poréwnywa-
nych) [Kuhnert i in. 2000], co przy uwzglednieniu znacznego zréznicowania sekwencji 16S
rRNA u szczepéw P. multocida pochodzacych od réznych zwierzat [Davies 2004] sprawia,
ze ten sposob identyfikacji jest niezbyt pewny. W dostepnym pismiennictwie brak jest poza
tym informacji na temat wystepowania szczepéw dulcytolododatnich u podgatunkéw innych
niz P. multocida subsp. gallicida (w przypadku gdy do ich identyfikacji stosowano zaréwno
metody genotypowe, jak i fenotypowe).

W niniejszym opracowaniu zaden szczep P. multocida poddany sekwencjonowa-
niu genu 16S rRNA nie mial typowej dla P. multocida subsp. gallicida sekwencji nukleoty-
déw, nie stwierdzono tez u badanych izolatéw zdolnosci do fermentacji dulcytolu. Zatem
przeprowadzone badania wlasne z wykorzystaniem zaréwno metod fenotypowych, jak
i genotypowych wykazaly, ze analizowane szczepy P. multocida nalezaty do 2 podgatunkéw:
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P. multocida subsp. multocida oraz P. multocida subsp. septica. Oba te podgatunki wystepo-
waly z mniej wiecej réwng czestoscia u kotow (zaréwno zdrowych, jak i z objawami zakazen),
natomiast u pséw czedciej byla izolowana P. multocida subsp. multocida. Nalezy zaznaczy¢,
ze dostepne dane literaturowe na temat czestotliwosci izolacji obu podgatunkow, zwlaszcza
od kotdéw, sa doé¢ rozbiezne oraz nie zawsze miarodajne. Wedlug niektérych autoréw [Hel-
Imann i in. 1987, Biberstein i in. 1991, Ganiere i in. 1993] u kotéw czeéciej wystepuje P.
multocida subsp. multocida (stanowiac od 58% do nawet 74% izolowanych szczepéw P. mul-
tocida). Odmienne wyniki uzyskali natomiast autorzy szwajcarscy [Kuhnert i in. 2000], kto-
rzy na podstawie analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA stwierdzili wytacznie izolaty nalezace
do P. multocida subsp. septica, uznajac go za podgatunek dominujacy u kotéw. Rozbieznos¢
tych wynikéw i rezultatéw badan wlasnych moze wynika¢ z réznych przyczyn. W przypadku
wcze$niej wymienionej grupy opracowan, opublikowanych w latach 80. 1 90. XX w., ich auto-
rzy stosowali wylacznie fenotypowe metody identyfikacji podgatunkéw P. multocida (m.in.
probe na sorbitol). Odsetek stwierdzonych izolatéw P. multocida subsp. multocida mégt przez
to zostac falszywie zawyzony i wynika¢ z blednego rozpoznania czeéci szczepéw sorbitolodo-
datnich, ktére w rzeczywistosci nalezaty do podgatunku P. multocida subsp. septica. Z kolei
autorzy szwajcarscy, wykorzystujacy technike sekwencjonowania 16S rRNA, przeprowadzili
swe obserwacje na stosunkowo malej grupie (11 szczepdw) P. multocida. Mozliwe tez, ze cze-
stotliwo$¢ wystepowania poszczegdlnych podgatunkéw omawianej bakterii jest rézna w po-
szczegolnych rejonach geograficznych.

Zastosowanie i poréwnanie w badaniach wlasnych dwdch alternatywnych sposobow
identyfikacji (za pomoca testéw biochemicznych oraz badan genotypowych) obu analizo-
wanych podgatunkéw P. multocida pozwolito na weryfikacje metod fenotypowych stosowa-
nych dotychczas w rutynowej diagnostyce mikrobiologicznej. Uzyskane wyniki potwierdzaja
wczedniejsze obserwacje innych autoréw, ze zdolno$¢ do tworzenia kwasu z sorbitolu nie jest
dobrym kryterium réznicujacym oba podgatunki, gdyz wigkszo$¢ izolatéw nalezacych za-
réwno do P. multocida subsp. multocida (95%), jak i do P. multocida subsp. septica (72%) dala
wynik dodatni w tej reakcji. Dodatkowo w przedstawionej pracy wykazano, ze stosunkowo
malg warto$¢ diagnostyczng maja rdwniez inne testy stosowane przez niektérych autordéw
do réznicowania P. multocida: proba na a-glukozydaze oraz na rozklad trehalozy [Hunt Ge-
rardo i in. 2001, Dousse i in. 2008]. Chociaz wiasciwosci tych praktycznie nie obserwowano
w przypadku izolatéw wlasnych P. multocida subsp. multocida, to jednak stwierdzono je tylko
u nieco powyzej potowy (odpowiednio 58,6 i 65,5%) izolatéw P. multocida subsp. septica.
Powoduje to, ze obecnie brak jest miarodajnych kryteriéw fenotypowych do identyfikacji
podgatunku P. multocida subsp. multocida, natomiast P. multocida subsp. septica moze by¢
rozpoznana na podstawie wlasciwosci biochemicznych tylko w przypadku pozytywnej proby
na trehaloze i/lub a-glukozydaze. Co ciekawe, przedstawiona sytuacja rodzi pewng sprzecz-
no$¢ z zaleceniami podkomitetu do spraw taksonomii Pasteurellaceae, wedlug ktérych przy
wyroéznianiu podgatunkéw w obrebie tej grupy bakterii powinna by¢ podana co najmniej
jedna cecha fenotypowa umozliwiajaca ich réznicowanie [Christensen i in. 2007].

Drugim pod wzgledem liczby izolatéw drobnoustrojem stwierdzonym w badaniach wia-
snych okazal si¢ Bisgaard Taxon 16 (BT16). Byl on izolowany przede wszystkim od pséw
(u ktorych okazat si¢ najczestszym przedstawicielem rodziny Pasteurellaceae), a znacznie rza-
dziej od kotéw. Mimo dos$¢ powszechnego wystepowania u pséw drobnoustrdj ten nie wydaje
sie mie¢ duzego znaczenia klinicznego; zdecydowana wigkszo$¢ izolatéw wiasnych pocho-
dzita od zwierzat klinicznie zdrowych. Przypuszczalnie z tego tez powodu omawiana bakteria
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czesto nie jest uwzgledniana w schematach identyfikacyjnych adresowanych do weterynaryj-
nych pracowni mikrobiologicznych [Dousse i in. 2008]. Brak jest tez doniesien dotyczacych
zakazen wywolanych przez Bisgaard Taxon 16 u czlowieka.

Omawiany drobnoustrdj wykazuje do$¢ duze podobienstwo wiasciwosci bioche-
micznych do Pasteurella stomatis [Bisgaard, Mutters 1986, Biberstein i in. 1991], co utrud-
nia, a nawet czesto uniemozliwia identyfikacje fenotypowa obu tych bakterii. Jak wynika
z badan wlasnych i doniesien innych autoréw [Muhairwa i in. 2001, Forsblom i in. 2002],
P. stomatis wystepuje u pséw i kotéw znacznie rzadziej niz Bisgaard Taxon 16, moze jed-
nak mie¢ duzo wigksze znaczenie kliniczne i epidemiologiczne [Holst i in. 1992, Dousse i in.
2008]. Dlatego kwestia dos¢ istotng jest szybkie i pewne réznicowanie tych drobnoustrojow.
W dostepnym pismiennictwie istniejg jednak kontrowersje dotyczace niektérych cech feno-
typowych obu gatunkéw. Wedlug czesci autoréw [Mutters i in. 1985, Muhairwa i in. 2001]
P. stomatis — w przeciwienstwie do BT16 — nie wytwarza kwasu z maltozy. Natomiast w innym
opracowaniu [Forsblom i in. 2002] wiekszos¢ badanych izolatéw P. stomatis (4 z 6 szczepdw
terenowych oraz szczep referencyjny tego gatunku) data wynik dodatni w tej reakcji. Wyniki
badan wlasnych potwierdzaja pierwsza z powyzszych opinii, gdyz zaden szczep zakwalifiko-
wany metodami genotypowymi jako P. stomatis nie rozkladal maltozy; stwierdzono jednak,
ze maltozoujemne okazaly si¢ réwniez niektére izolaty BT16. Proponowane przez niekto-
rych autoréw réznicowanie obu gatunkéw na podstawie proby na B-galaktozydaze (ONPG)
moze takze by¢ mylace, poniewaz wszystkie szczepy nalezace do BT16, analizowane w pracy
Forsblom i in. [2002], okazaly si¢ dodatnie w tej probie, podczas gdy inni autorzy [Muhairwa
iin. 2001] uzyskali wynik ujemny.

Dobrym rozwigzaniem dla przedstawionych powyzej trudnosci diagnostycznych oka-
zalo si¢ wykorzystanie nowo opracowanej w badaniach wtasnych techniki PCR z uzyciem
starteréw gatunkowo-specyficznych. Metoda ta umozliwia nie tylko szybka identyfikacje Pa-
steurella stomatis oraz BT 16, ale réwniez, przy zastosowaniu jednej reakcji multiplex-PCR,
jednoznaczne odréznianie obu tych gatunkéw od siebie.

Podobnie jak Bisgaard Taxon 16 Pasteurella canis nalezy do stosunkowo czesto stwier-
dzanych przedstawicieli rodziny Pasteurellaceae. Gatunek ten wystepuje na blonach §lu-
zowych jamy ustnej i gérnych drég oddechowych u réznych zwierzat, zwlaszcza psow
[Biberstein i in. 1991, Bisgaard 1993, Forsblom i in. 2002, Dousse i in. 2008], a takze moze
by¢ izolowany z przypadkéw zakazen u ludzi [Holst i in. 1992, Talan i in. 1999, Albert, Ste-
vens 2010]. W badaniach wlasnych P. canis izolowana byla wylacznie od pséw - zaréwno
klinicznie zdrowych, jak i wykazujacych objawy zapalenia ucha zewnetrznego lub gardla; nie
stwierdzono natomiast tej bakterii u kotéw. Podobne wyniki uzyskato réwniez wielu innych
autorow [Hellmann i in. 1987, Ganiere i in. 1993, Mohan i in. 1997, Muhairwa i in. 2001,
Dousse i in. 2008]. Biberstein i in. [1991] wykazali obecnosé¢ P. canis u kilku gatunkow zwie-
rzat (w tym u kotéw), jednak u tych ostatnich drobnoustréj wystepowat stosunkowo rzadko
(stanowil 5,4% ogolnej liczby szczepdw z rodziny Pasteurellaceae izolowanych przez cyto-
wanych badaczy). Zdecydowanie odmienne wyniki uzyskali natomiast Baldrias i in. [1988],
wedlug ktérych P. canis jest bardzo czestym skladnikiem mikroflory bakteryjnej btony
§luzowej gardla u kotéw (stanowiac az 18% izolowanych szczepdéw nalezacych do rodzaju
Pasteurella). Wyniki badan uwzgledniajacych identyfikacje genotypowa sugeruja jednak,
ze P. canis jest mikroorganizmem majacym wysoki stopien przystosowania ewolucyjnego
do blon §luzowych pséw. Chociaz drobnoustrdj ten moze by¢ czasem izolowany réwniez od
innych zwierzat, to tak czeste nosicielstwo u kotéw jest mato prawdopodobne. Mozna przy-
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puszczad, ze stwierdzony przez Baldrias i in. [1988] znaczny odsetek szczepéw P. canis u ko-
tow wynika raczej z blednej identyfikacji tego gatunku bakterii przez wspomnianych autoréw.
Trudno jest jednak zweryfikowac te dane, gdyz we wspomnianej pracy brakuje szczegétéw do-
tyczacych zaréwno stosowanej metodyki, jak i wlasciwosci biochemicznych poszczegélnych
izolatéw. Ponadto badacze ci nie stosowali Zadnych metod genotypowych w celu potwierdze-
nia uzyskanych wynikéw. Badania innych autoréw wykazuja, ze rozpoznawanie fenotypowe
P. canis moze by¢ niepewne; np. Kuhnert i in. [2000] zarejestrowali, ze spo$rdd 11 szczepdw
P. multocida subsp. septica, poddanych przez nich analizie metodami genotypowymi, trzy
byly wczesniej rozpoznane fenotypowo jako P. canis.

Identyfikacja biochemiczna P. canis w badaniach wlasnych réwniez okazala si¢ trudna
i stosunkowo matlo skuteczna. Byto to spowodowane przede wszystkim tym, ze wiekszos¢
izolatéw tego gatunku dawata bardzo staba lub opdzniong reakcje rozktadu weglowodandw
na podlozu CTA. W konsekwencji, czesto jedynag reakcja biochemiczng charakterystyczng dla
tej bakterii bylo wytwarzanie dekarboksylazy ornitynowej. Nie jest to jednak cecha wystepu-
jaca w kazdym przypadku, gdyz trzy z badanych szczepéw P. canis (15,8%) okazaly sie ODC-
yjemne. Z drugiej strony, jako P. canis zostal mylnie rozpoznany jeden z izolatéw Haemophi-
lus haemoglobinophilus (dodatni w prébie na ODC i niewytwarzajacy kwasu z mannitolu).
Opisane powyzej trudnosci diagnostyczne spowodowaty, ze tylko niewielki odsetek (ok. 10%)
badanych szczepdw P. canis zostal jednoznacznie zidentyfikowany przy uzyciu metod fenoty-
powych, natomiast w przypadku wigkszo$ci pozostatych rozpoznanie okreslono jako niepew-
ne. Warto podkresli¢, ze stwierdzona w przedstawionej pracy mata aktywnos¢ biochemiczna
izolatow tej bakterii w odniesieniu do rozktadu weglowodandw byla réwniez opisywana przez
innych autoréw [Ganiere i in. 1993]. Wydaje sie wiec, ze zjawisko to jest zwigzane nie tylko
z rodzajem zastosowanego podfoza lub wskaznika pH, ale moze tez wynikac ze specyficznych
wlasciwo$ci metabolicznych przynajmniej czesci szczepdw P. canis.

Kolejnym drobnoustrojem z rodziny Pasteurellaceae, ktorego identyfikacja fenotypowa
w badaniach wlasnych okazala si¢ praktycznie niemozliwa, byl Haemophilus haemoglobino-
philus. Chociaz za typowe miejsce bytowania tej bakterii uwaza si¢ blony §luzowe ukladu
rozrodczego pséw [Kilian, Frederiksen 1981, Garrity i in. 2005, Songer, Post 2005], wiekszos¢
szczepOw analizowanych w niniejszej pracy pochodzita z jamy ustnej i gardta tych zwierzat,
a tylko dwa izolowane byly z przypadkéw zapalenia pochwy (vaginitis). Nalezy podkresli¢,
ze H. haemoglobinophilus nie byl notowany w zadnym wcze$niejszym doniesieniu, w ktérym
przy uzyciu metod fenotypowych identyfikowane byly drobnoustroje wystepujace w jamie
ustnej u pséw [Ganiere i in. 1993, Muhairwa i in. 2001a, 2001b, Forsblom i in. 2002]. Ga-
tunek ten byl natomiast stwierdzony przez Elliota i in. [2005], kt6rzy rozpoznawali bakterie
izolowane z powierzchni dzigsel oraz ze §liny pséw za pomoca sekwencjonowania genu 16S
rRNA. Uwzgledniajac wyniki badan wlasnych, jest wiec bardzo prawdopodobne, ze H. ha-
emoglobinophilus wystepuje u pséw znacznie powszechniej niz do tej pory sadzono, a fakt, ze
jest on stosunkowo rzadko wykazywany przez innych autoréw, bierze sie gtéwnie z relatywnie
niskiej patogennosci tego drobnoustroju (zwlaszcza jesli chodzi o zakazenia zlokalizowane
poza ukfadem rozrodczym) oraz z trudnosci w jego identyfikacji fenotypowej. Przypuszczal-
nie tez z tych powodéw H. haemoglobinophilus nie jest zwykle uwzgledniany w schematach
rutynowej identyfikacji bakterii z rodziny Pasteurellaceae u zwierzat [Forsblom i in. 2002,
Dousse i in. 2008].

W badaniach wlasnych H. haemoglobinophilus okazal si¢ bakterig o stosunkowo dobrze
zaznaczone]j aktywnosci biochemicznej, jednak wsrod izolowanych szczepdéw obserwowano
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tez bardzo duze zréznicowanie wlasciwosci fenotypowych. Dodatkowo ani badania wlasne,
ani wyniki uzyskane przez innych autoréw [Piechulla i in. 1986] nie pozwalaja na ustale-
nie charakterystycznej dla tego gatunku cechy lub kombinacji cech, ktére umozliwilyby jego
rozpoznanie. W efekcie ani jeden z 7 badanych izolatéw H. haemoglobinophilus nie zostat
zidentyfikowany fenotypowo; wéréd nich dwa szczepy — dodatnie w prébie na dekarboksylaze
ornitynowa — rozpoznano blednie jako P. multocida oraz P. canis.

Podobnie jak w przypadku poprzednio omawianych gatunkéw nalezacych do rodziny
Pasteurellaceae, zastosowanie gatunkowo swoistych reakcji PCR pozwolilo na szybka i pew-
ng identyfikacje zaréwno P. canis, jak i H. haemoglobinophilus. Nowo opracowana metoda
okazala sie rownie skuteczna jak diagnostyka oparta na analizie sekwencyjnej odpowiednich
fragmentéw DNA bakterii, natomiast zdecydowanie szybsza i tanisza, a przez to tatwiejsza do
wykorzystania w rutynowej diagnostyce mikrobiologiczne;.

Kolejny gatunek z omawianej rodziny, Pasteurella dagmatis, identyfikowany jest zwykle
fenotypowo na podstawie dodatniej proby na ureaz¢ oraz ujemnej na dekarboksylaze orni-
tynowg [Dousse i in. 2008, Guillard i in. 2009, Sellyei i in. 2010]. Wykazano jednak, ze spo-
radycznie moga by¢ tez stwierdzane szczepy tej bakterii o nietypowych wlasciwosciach bio-
chemicznych, tj. ureazoujemne i ODC-dodatnie [Muhairwa i in. 2001]. Ponadto, P. dagmatis
wykazuje pewne podobienstwo cech fenotypowych (wytwarzanie ureazy) do Bisgaard Taxon
46 oraz P. pneumotropica, co moze stwarza¢ pewne problemy w rutynowej identyfikacji tych
3 gatunkow w laboratorium. Jak dotad, Taxon 46 izolowany byl wylacznie od ludzi z ran
kasanych powodowanych przez pantery [Christensen i in. 2005]. Natomiast P. pneumotro-
pica jest drobnoustrojem wystepujacym do$¢ powszechnie, a przez to izolowanym znacznie
czedciej. Chociaz gatunek ten stwierdzany jest przede wszystkim u zwierzat laboratoryjnych
- gléwnie myszy i szczuréw [Nozu i in. 1999, Songer, Post 2005, Dole i in. 2010], to jednak byt
réwniez izolowany od kota [Bisgaard 1993], a takze moze powodowac¢ zakazenia u czlowieka
[Frebourg i in. 2002]. Sprawia to, Ze w niektdrych sytuacjach, szczegélnie w przypadkach
szczepow o nietypowych wlasciwosciach biochemicznych lub przy badaniach epidemiolo-
gicznych, konieczna staje si¢ takze identyfikacja genotypowa izolatéw nalezacych do opisanej
grupy ureazododatnich palteczek Pasteurellaceae.

W badaniach wilasnych wyizolowano 16 szczepdw P. dagmatis, w tym 11 od kotdw,
4 od pséw i 1 od tygrysa. Ich wlasciwosci fenotypowe byty w wiekszosci przypadkow typowe
dla tego gatunku bakterii. Wyjatek stanowil jeden izolat dodatni w probie na dekarboksylaze
ornitynowa i jeden rozktadajacy mannitol (oba pochodzace od pséw) oraz 2 szczepy sorbi-
tolododatnie - od kota i od tygrysa. Wszystkie badane izolaty daty wynik dodatni w reakeji
PCR z nowo opracowanymi starterami specyficznymi w przypadku P. dagmatis. Okazalo sie
jednak, ze szczepy tego gatunku pochodzace od pséw oraz kotéw réznity sie dos¢ istotnie od
siebie pod wzgledem sekwencji nukleotydéw genu 16S rRNA. Zréznicowanie to miato swoje
odzwierciedlenie w wynikach identyfikacji przy uzyciu algorytmu BLAST. Szczepy wyizo-
lowane od pséw (w tym szczep referencyjny CCUG32658, badany w niniejszej pracy) mia-
ty sekwencje 16S rRNA praktycznie identyczne z sekwencjg szczepu typowego P. dagmatis
CCUGI12397" (oznaczong w GenBanku numerem AY362920). Natomiast izolaty pochodza-
ce od kotéw wykazywaly 99,5-99,9% podobienstwa do jednego ze szczepdw referencyjnych
Pasteurella pneumotropica (NCTC10827, sekwencja 16S rRNA oznaczona jako AF224296),
co powodowalo, ze byly one identyfikowane jako P. pneumotropica przy uzyciu programu
BLAST. W celu wyjasnienia powstalej niezgodnosci, w badaniach wlasnych zostaly dodat-
kowo zaprojektowane startery specyficzne w przypadku P. pneumotropica. W przeprowa-
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dzonej reakcji PCR wynik dodatni otrzymano jedynie w przypadku szczepu referencyjnego
P. pneumotropica (CCUG47008), uzytego jako kontrola dodatnia metody. Produktu reakeji
nie stwierdzono natomiast w przypadku izolatéw P. dagmatis (zaréwno od psow, jak i kotow,
a takze od tygrysa), rozpoznanych za pomocg metod fenotypowych oraz przy uzyciu nowo
opracowanej metody PCR. Uzyskane w ten sposob wyniki wskazuja, ze analizowane szczepy
pochodzace od kotéw, chociaz identyfikowane jako P. pneumotropica na podstawie programu
BLAST, sa w rzeczywistoéci odrebna subpopulacja P. dagmatis, rézniaca sie genetycznie od
izolatéw tego gatunku pochodzacych od pséw. W celu jednoznacznego wyjasnienia tego pro-
blemu przeprowadzono w prezentowanej pracy dodatkowo seri¢ badan filogenetycznych, aby
ustali¢ pozycje taksonomiczng szczepow izolowanych od kotéw i uznanych za subpopulacje
P. dagmatis oraz okresli¢ stopien ich pokrewienstwa z izolatami P. dagmatis pochodzacymi
od pséw, a takze z réznymi szczepami P. pneumotropica (innymi niz NCTC10827).
Wykonane poréwnanie sekwencji nukleotydéw dwdch genéw: 16S rRNA oraz rpoB po-
twierdzilo, ze szczepy P. dagmatis izolowane od kotdéw stanowig jednorodna i spdjng grupe,
wyraznie wyodrebniong wérdd gatunkéw nalezacych do Pasteurella sensu stricto. Wykazano
ponadto, ze izolat 197 pochodzacy z jamy ustnej tygrysa syberyjskiego réznit sie pod wzgle-
dem genetycznym od pozostalych badanych szczepéw omawianego gatunku bakterii. Co cie-
kawe, chociaz drobnoustroje nalezace do P. dagmatis moga by¢ izolowane od réznych zwie-
rzat [Bisgaard 1993, Songer, Post 2005, Dousse i in. 2008], przedstawione zjawisko zréznico-
wania genetycznego szczepow tej bakterii w zaleznosci od gatunku gospodarza, jak dotad, nie
bylo przedmiotem dokiadniejszych badan. Temat ten zostal poruszony jedynie w niedawno
opublikowanej pracy autoréw wegierskich [Sellyei i in. 2010], ktérzy opisali nietypowe szcze-
py P. dagmatis izolowane od kotéw. Podczas gdy wiasciwoséci biochemiczne wspomnianych
izolatéw byly charakterystyczne dla tego gatunku bakterii, z uwagi na nietypowy wyglad ich
kolonii zostaly one okreslone jako ,,P. dagmatis-like”. Przeprowadzona przez tych badaczy
analiza sekwencyjna genu 16S rRNA kilku wybranych szczepdéw wykazala, ze podobnie jak
w przypadku analizowanych w badaniach wtasnych izolatéw pochodzacych od kotéw se-
kwencje te byly tylko w 97% zgodne ze znanymi sekwencjami P. dagmatis, cechowaly si¢ na-
tomiast duzym (okoto 99,5%) podobienstwem do genu 16S rRNA Pasteurella pneumotropica
NCTC10827. Jednak oprocz stwierdzenia samego faktu istnienia u kotéw odrebnych gene-
tycznie szczepdéw podobnych do P. dagmatis wspomniani autorzy nie wyciagneli wnioskéw
dotyczacych znaczenia ekologicznego i epidemiologicznego tego zjawiska. Prawdopodobnie
wynikalo to z faktu, ze poddali oni sekwencjonowaniu gen 16S rRNA zaledwie trzech (z 12
wyizolowanych) szczepdw ,,P. dagmatis-like”. Ponadto, w przeprowadzonych przez nich ba-
daniach poréwnawczych nie uwzglednili sekwencji tych szczepéw P. dagmatis, ktore mialy
udokumentowane pochodzenie od pséw. Wiekszos¢ autoréw w przeprowadzanych przez sie-
bie analizach filogenetycznych wykorzystuje bowiem sekwencje DNA otrzymane ze szcze-
péw typowych danego gatunku bakterii; w przypadku P. dagmatis jest to szczep ATCC43325
(oznaczony w innych kolekcjach jako NCTC11617 lub CCUG12397), wyizolowany z ukladu
oddechowego cztowieka. Jak sie przyjmuje, w normalnych warunkach ludzie nie sg nosicie-
lami drobnoustrojéw z rodzaju Pasteurella [Garrity i in. 2005]. Wspomniany szczep typowy
ma wiec niewatpliwie pochodzenie odzwierzece, jednak brak znajomosci jego pierwotnego
zrodla powoduje, ze w badaniach nad wystepowaniem okreslonych populacji P. dagmatis
u zwierzat szczep ten jest mato przydatny. Przeprowadzone w badaniach wlasnych poréwna-
nie sekwencji 16S rRNA i rpoB u izolatéw P. dagmatis wyosobnionych od kotéw oraz u szcze-
péw izolowanych od pséw (w tym zastosowanego w niniejszej pracy szczepu referencyjnego
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CCUG 32658, réwniez pochodzacego od psa) udowodnilo, ze P. dagmatis jest gatunkiem
heterogennym, zréznicowanym genetycznie na dwie linie ewolucyjne, z ktérych kazda jest
specyficzna dla okreslonego gatunku zwierzecia-gospodarza.

Jest prawdopodobne, ze izolowany od tygrysa szczep 197 reprezentuje jeszcze inng, do
tej pory nie opisang, subpopulacje P. dagmatis. W celu potwierdzenia tej tezy niezbedne sa
jednak dalsze badania, uwzgledniajace wieksza liczbe izolatéw pochodzacych od tygrysow,
jak réwniez ewentualne kolejne szczepy ,,P. dagmatis-like” od innych dzikich kotowatych.
Poréwnanie sekwencji nukleotydéw genu 16S rRNA szczepu 197 z sekwencjami dostepnymi
w GenBanku wykazalo, ze izolat od tygrysa jest genetycznie najbardziej zblizony do wyosob-
nionego przez badaczy wegierskich [Sellyei i in. 2010] od kota szczepu ,,P. dagmatis-like”
1/1 (GU177867) oraz szczepu referencyjnego P. pneumotropica NCTC10827 (podobienstwo
wynosi, odpowiednio, 99,08 i 98,58%). Stwierdzono takze relatywnie wysoki (97,78-98,15%)
stopienn homologii 16S rRNA pomiedzy szczepem 197 a opisanym wczesniej Bisgaard Taxon
46 (BT46), izolowanym z ran kasanych powodowanych przez pantery. Oba te pochodzace
od duzych kotéw drobnoustroje wykazuja pewne podobienstwo wlasciwosci biochemicznych
(m.in. dodatnig reakcje na ureaze); szczep 197 rdéznit si¢ jednak fenotypowo od BT46 zdol-
noscia do fermentacji sacharozy. Ponadto, wyniki analiz filogenetycznych, opierajace sie na
poréwnaniu sekwencji gendéw 16S rRNA i rpoB wskazuja, ze szczep izolowany od tygrysa
spokrewniony jest bardziej z P. dagmatis niz z BT46.

Podsumowujac, w niniejszej pracy wykazano, ze wszystkie szczepy P. dagmatis izolo-
wane od kotdw stanowia genetycznie spdjng grupe, wykazujaca blisko 100% podobienstwa
sekwencji genu 16S rRNA z wegierskimi szczepami ,,P. dagmatis-like” 5/8 i 8/4 (sekwencje
w GenBanku o numerach GU177868 i GU177869) oraz szczepem oznaczonym jako P. pneu-
motropica NCTC10827, wyraznie za$ rézniaca sie od szczepdéw P. dagmatis wyosobnionych
od pséw. Nie wiadomo, czy ta odmiennos$¢ genetyczna dotyczy tylko szczepow wystepuja-
cych u zwierzat w Europie Srodkowej, czy tez ma charakter bardziej powszechny. Pewne fak-
ty wskazuja jednak, ze specyficzne dla kotéw szczepy P. dagmatis stwierdzane byty réwniez
w Europie Zachodniej. Jako przyklad moze postuzy¢ opisany w literaturze przypadek zapa-
lenia otrzewnej u czlowieka, spowodowany przez P. dagmatis [Wallet i in. 2000]. Na podsta-
wie danych z wywiadu za zrédto zakazenia uznano przebywajace w otoczeniu pacjentki koty,
od ktérych bakteria zostala przeniesiona na elementy wchodzace w sktad aparatu do dializy
otrzewnowej. Wyizolowany szczep poddany zostal badaniu metodami fenotypowymi oraz
genotypowymi (sekwencjonowanie genu 16S rRNA), a stwierdzony stopienn podobienistwa
(97%) tego genu do istniejacych w GenBanku sekwencji P. dagmatis byl identyczny z tym,
jaki obserwowano w przypadku grupy ,kociej” tej bakterii (w badaniach wlasnych) oraz
»P. dagmatis-like” (u autoréw wegierskich [Sellyei i in. 2010]). Poniewaz jednak wspomniany
szczep izolowany od cztowieka nie zostal przekazany do zZadnej publicznej kolekgji ani uzy-
skanej od niego sekwencji DNA nie umieszczono w ogdlnie dostepnej bazie danych, potwier-
dzenie powyzszej hipotezy jest na tej podstawie niemozliwe.

Przedstawione wyniki badan wlasnych oraz wykonanych przez Sellyei i in. [2010] wska-
zuj3, ze szczep referencyjny znajdujacy sie¢ w National Collection of Type Cultures (Wielka
Brytania), oznaczony jako NCTC10827, zostal biednie zidentyfikowany jako P. pneumotropi-
ca, a co za tym idzie, sekwencje jego genu 16S rRNA (AF224296) blednie opisano w GenBan-
ku; w rzeczywisto$ci nalezy on do tej samej subpopulacji P. dagmatis, ktéra wystepuje u ko-
tow. Szczep NCTC10827, wyizolowany w roku 1971 z przypadku posocznicy u czlowieka,
zostal oznaczony jako P. pneumotropica na podstawie wlasciwosci biochemicznych (gltéwnie
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dodatniej reakeji na ureaze) [Rogers i in. 1973]. W wyniku reklasyfikacji rodzaju Pasteurel-
la [Mutters i in. 1985] niektére izolaty P. pneumotropica (nalezace do biotypu Henriksen)
zostaly przeniesione do nowo utworzonego gatunku P. dagmatis. Prawdopodobnie z uwagi
na genetyczng odrebnosé¢ szczepu NCTC10827 od ,klasycznych” izolatéw P. dagmatis pozo-
stal on w dalszym ciaggu w grupie P. pneumotropica - chociaz traktowany byl jako nietypo-
wy przedstawiciel tego gatunku [Garrity i in. 2005, Sasaki i in. 2006]. Nalezy podkredli¢, ze
réwniez wlasciwosci biochemiczne szczepu NCTC10827 sg charakterystyczne bardziej dla P.
dagmatis niz dla P. pneumotropica. Nie wytwarza on dekarboksylazy ornitynowej [Sellyei i in.
2010] - podczas gdy P. pneumotropica jest zwykle ODC-dodatnia [Guillard i in. 2009, Sasaki
iin. 2006]. Ponadto, stwierdzona w przypadku omawianego szczepu zdolnos¢ produkeji gazu
z niektorych weglowodandéw [Rogers i in. 1973] réwniez przemawia za tym, ze nalezy on ra-
czej do grupy ,,P. dagmatis-like” niz do P. pneumotropica.

Kwestig otwarta pozostaje na razie pozycja taksonomiczna nowo opisanej subpopulacji
P. dagmatis wystepujacej u kotéw. Analizy filogenetyczne, przeprowadzone na podstawie po-
réwnywania sekwencji genéw 16S rRNA i rpoB, daly niejednoznaczne wyniki odnosnie stopnia
odrebnosci genetycznej grupy ,,kociej” P. dagmatis od pozostatych gatunkéw z rodzaju Pasteu-
rella. W dendrogramie uzyskanym na podstawie sekwencjonowania genu 16S rRNA szczepy
P. dagmatis izolowane od kotéw nie tylko wykazujg stosunkowo niski stopien pokrewienistwa
z izolatami tego gatunku pochodzacymi od pséw, ale jeszcze wydaja si¢ by¢ bardziej spokrew-
nione z Pasteurella stomatis oraz P. canis. Podobienstwo sekwencji w obrebie genu 16S rRNA
u obu badanych grup (psiej i kociej) P. dagmatis wynosi jedynie 97% — znacznie mniej, niz moz-
na by sie spodziewa¢, bioragc pod uwage ich praktycznie jednakowe wlasciwosci biochemiczne.
Podobne wartosci (96,7-97,2%) stwierdzili réwniez badacze wegierscy w odniesieniu do swoich
szczepow P. dagmatis-like [Sellyei i in. 2010]. Wedlug wspodlczesnych kryteriéw taksonomicz-
nych, jest to wartos¢ graniczna, przyjeta w celu definiowania i rozrézniania gatunkéw bakteryj-
nych [Stackebrandt , Goebel 1994]. Wyniki badan tych ostatnich autoréw wskazujg bowiem, ze
dwa poréwnywane drobnoustroje, wykazujace wysoki (wynoszacy co najmniej 70%) stopien
reasocjacji DNA-DNA i w zwigzku z tym uznane za przedstawicieli tego samego gatunku, beda
mialy poziom homologii 16S rRNA wynoszacy co najmniej 97%. W opisywanym przypad-
ku stwierdzony stopienn podobienistwa sekwencji genu 16S rRNA nie moze zatem decydowa¢
0 uznaniu szczepéw izolowanych od kotdw za odrebny gatunek w obrebie rodzaju Pasteurella
sensu stricto. W tego typu sytuacjach watpliwych sugerowane sa inne metody genetyczne: okre-
$lanie stopnia homologii DNA-DNA lub analiza sekwencyjna tzw. housekeeping genes (MLSA
— Multilocus Sequence Analysis oraz MLST - Multilocus Sequence Typing) [Stackebrandt,
Goebel 1994, Stackebrandt i in. 2002, Christensen i in. 2004, 2007]. Przeprowadzone poréwna-
nie sekwencji dwdch takich gendw: rpoB (w prezentowanej publikacji) oraz sodA [Sellyei i in.
2010] wykazaly, ze wystepujaca u kotdéw subpopulacja jest jednak najbardziej spokrewniona
z P. dagmatis, a wykazana w badaniach wtasnych odrebno$¢ genetyczna tej grupy przemawia za
przyznaniem jej rangi co najmniej podgatunku. W tym celu konieczne sg jednak dalsze badania,
m.in. doktadniejsza charakterystyka fenotypowa izolowanych szczepéw. Zgodnie z zalecenia-
mi podkomitetu do spraw taksonomii Pasteurellaceae [Christensen i in. 2007], aby genetycznie
spojna grupe szczepdw mozna bylo uznac za nowy podgatunek, musi by¢ takze okreslona cho-
ciaz jedna cecha fenotypowa, réznigca te grupe od taksondéw istniejacych dotychczas i umoz-
liwiajaca jej identyfikacje metodami konwencjonalnymi. Niestety, dotychczasowe badania nie
pozwolily na ustalenie takiej wlasciwos$ci biochemicznej, ktéra odrdznialaby od siebie izolaty
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P. dagmatis pochodzace od pséw oraz od kotéw. Stad w niniejszej pracy obie te grupy traktowa-
ne s3 jako subpopulacje nalezace do tego samego gatunku.

Poniewaz Pasteurella dagmatis moze by¢ przyczyng réznych zakazen u czlowieka [Holst
iin. 1992, Sorbello i in. 1994, Talan i in. 1999, Wallet i in. 2000, Rosenbach i in. 2001, Ashley
iin. 2004], wykazane w badaniach wlasnych zréznicowanie genetyczne szczepdéw tej bakterii
ma pewne znaczenie z epidemiologicznego punktu widzenia, zwlaszcza w przypadkach gdy
zrodlo infekcji pozostaje nieznane. Drobnoustroje z rodziny Pasteurellaceae z reguly powodu-
ja u czlowieka zakazenia oportunistyczne; infekcje te stwierdzane sg gtéwnie u oséb starszych
lub z uposledzong funkcjg uktadu immunologicznego i maja czgsto sktonnoé¢ do nawrotoéw
[Fajfar-Whetstone i in. 1995, Cooke i in. 2004, Allison , Clarridge 2005]. Zaproponowana me-
toda réznicowania obu subpopulacji P. dagmatis przy uzyciu techniki PCR-RFLP pozwala na
szybkie i dokladne ustalenie zrédla pochodzenia izolowanego szczepu, a przez to na podjecie
skuteczniejszych dzialan profilaktycznych.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wlasne pozwolily na opracowanie schematu
diagnostycznego, ktory umozliwia w sposéb kompleksowy rozpoznawanie drobnoustrojow
nalezacych do rodziny Pasteurellaceae wystepujacych u psoéw i kotéw. Dokladna identyfikacja
gatunkowa bakterii z tej grupy moze si¢ przyczyni¢ do lepszego poznania i zrozumienia za-
gadnien dotyczacych wystepowania oraz znaczenia epidemiologicznego paleczek Pasteurella-
ceae u zwierzat towarzyszacych.



6. WNIOSKI

1. Wéréd drobnoustrojow z rodziny Pasteurellaceae wystepujacych u malych zwie-
rzat dominujg Bisgaard Taxon 16 i Pasteurella canis (u pséw) oraz Pasteurella multocida
(u kotow).

2. Z uwagi na duza zmiennos$¢ wlasciwosci biochemicznych oraz zréznicowanie geno-
typowe przedstawicieli omawianej grupy bakterii stosowane dotychczas metody identyfikacji
fenotypowej oraz za pomoca analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA s nie zawsze skuteczne.

3. Przedstawiony w niniejszej pracy schemat identyfikacji pateczek Pasteurellaceae wy-
stepujacych u pséw i kotéw, stanowiacy kombinacje metod biochemicznych oraz reakcji PCR
ze starterami gatunkowo swoistymi, ma duzg warto$¢ diagnostyczna i moze by¢ z powodze-
niem zastosowany w rutynowej pracowni mikrobiologiczne;.

4. Izolowane od kotéw szczepy Pasteurella dagmatis stanowig pod wzgledem genetycz-
nym zwartg grupe, wyraznie rézniaca si¢ od szczepdw tej bakterii pochodzacych od psow.
Do ustalenia jej pozycji taksonomicznej niezbedne sa jednak dalsze badania fenotypowe
i genotypowe.
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WLASCIWOSCI FENOTYPOWE ORAZ IDENTYFIKACJA GENOTY-
POWA BAKTERII Z RODZINY PASTEURELLACEAE 1ZOLOWANYCH
OD PSOW I KOTOW

Streszczenie

Bakterie nalezace do rodziny Pasteurellaceae s3 matymi Gram-ujemnymi paleczkami lub ziar-
niakopaleczkami, zasiedlajacymi blony sluzowe, zwlaszcza uktadu oddechowego i rozrodcze-
go, wielu gatunkow zwierzat. Niektore gatunki z tej grupy sa znanymi patogenami pierwot-
nymi lub oportunistycznymi dla swoich gospodarzy, powodujac znaczne straty ekonomiczne,
szczegolnie w hodowli bydta i drobiu. Przedstawiciele rodziny Pasteurellaceae wystepuja takze
czesto u psow i kotdéw, wywolujac réznorodne stany patologiczne u tych zwierzat. Ponadto,
bakterie te maja dos¢ duze znaczenie epidemiologiczne, gdyz moga powodowa¢ infekeje u lu-
dzi, zwlaszcza w wyniku zakazen ran kasanych lub transmisji droga aerogenng. Dlatego tez
szybka i dokfadna identyfikacja omawianych drobnoustrojow jest istotna zaréwno z punktu
widzenia bakteriologii weterynaryjnej, jak i medycznej.

Tradycyjna identyfikacja fenotypowa bakterii z rodziny Pasteurellaceae sprawia wcigz
wiele trudnosci. Korzystng alternatywa s metody identyfikacji oparte na badaniach DNA
bakterii, a zwlaszcza analiza sekwencyjna genu 16S rRNA lub genu sodA. Sekwencjonowanie
DNA jest jednak technika zbyt kosztowng i klopotliwa w przypadku diagnostyki rutynowe;j.
Bardziej przydatna do tego celu moglaby by¢ reakcja tancuchowej polimerazy, lecz istniejace
do tej pory metody PCR przeznaczone sg gléwnie do wykrywania lub identyfikacji szcze-
pow Pasteurella multocida wystepujacych u zwierzat gospodarskich. Biorac pod uwage aspekt
ekonomiczny diagnostyki bakteriologicznej oraz fakt, ze jak dotad nie ma kompleksowego
systemu identyfikacji pateczek z rodziny Pasteurellaceae u pséw i kotdw, opierajac sie na me-
todzie PCR, gtéwnym celem podjetych badan byto opracowanie testow PCR pozwalajacych
na precyzyjne rozpoznawanie bakterii nalezacych do poszczegdlnych gatunkéw omawianej
rodziny. Ponadto, w przedstawionej pracy zbadano wlasciwosci fenotypowe drobnoustrojoéw
nalezacych do Pasteurellaceae izolowanych od zwierzat towarzyszacych, a takze zapropono-
wano nowg procedure diagnostyczna, bedaca kombinacja metod fenotypowych oraz genoty-
powych, umozliwiajacg identyfikacje omawianej grupy bakterii w trakcie rutynowej diagno-
styki mikrobiologicznej.

Do badan wykorzystano 150 terenowych izolatéw Pasteurellaceae izolowanych od 72
kotéw, 64 pséw, 2 Iwow i 1 tygrysa. Wérdd tych szczepow 83 bylo wyizolowanych z blony
§luzowej jamy ustnej lub gardla zwierzat zdrowych, natomiast pozostale 67 izolatéw wyosob-
niono z materiatu klinicznego (gléwnie z przypadkéw zapalenia jamy nosowej, jamy ustnej
oraz gardta). Do hodowli drobnoustrojéow uzyto podloza tryptozowo-sojowego z dodatkiem
5% krwi baraniej. Badane szczepy identyfikowane byly za pomocg metod fenotypowych oraz
analizy sekwencyjnej genu 16S rRNA. Startery do gatunkowo-swoistych reakcji PCR zosta-



ty zaprojektowane poprzez poréwnanie dostepnych w GenBanku sekwencji genéw: sodA
w przypadku Pasteurella canis, P. dagmatis, P. stomatis i P. pneumotropica oraz kmt dla
P. multocida. Z kolei startery specyficzne dla Haemophilus haemoglobinophilus oraz Bisgaard
Taxon 16, oskrzydlajace fragmenty genu 16S rRNA, zostaly opracowane na podstawie zaréw-
no sekwencji dostepnych w GenBanku, jak i uzyskanych z izolatéw wlasnych.

Zastosowane metody fenotypowe oraz poréwnanie sekwencji genu 16S rRNA za pomo-
ca programu BLAST pozwolily na identyfikacje, odpowiednio, 73,3 i 83,5% analizowanych
szczepow. Znacznie skuteczniejsza okazala si¢ nowo opracowana metoda diagnostyczna,
stanowigca polaczenie wstepnej identyfikacji fenotypowej i techniki PCR z wykorzystaniem
starteréw gatunkowo-swoistych, gdyz umozliwila rozpoznanie wszystkich badanych izolatow.
Sposrod 150 szczepow Pasteurellaceae poddanych identyfikacji 68 (45,3%) nalezalo do gatun-
ku P. multocida (w tym 39 zaliczono do podgatunku P. multocida subsp. multocida oraz 29
do P. multocida subsp. septica), 34 (22,7%) do Bisgaard Taxon 16, 19 (12,7%) do P. canis, 16
(10,7%) do P. dagmatis, 7 (4,7%) do H. haemoglobinophilus oraz 6 (4%) do P. stomatis. Dodat-
kowo, w niniejszej pracy przedstawiono nowa metode identyfikacji obu stwierdzonych pod-
gatunkow P. multocida opierajac sie na analizie polimorfizmu dlugosci fragmentéw restryk-
cyjnych (PCR-RFLP). Stwierdzono, ze stosowane dotychczas metody fenotypowe (badanie
rozkladu sorbitolu oraz préba na a-glukozydaze) nie sa skutecznym sposobem réznicowania
tych podgatunkéw.

Przeprowadzona analiza sekwencyjna genu 16S rRNA u szczepéw P. dagmatis izolo-
wanych od kotéw wykazala, ze rdzniag si¢ one do$¢ istotnie (stopien podobienstwa wynosit
97%) od szczepdw tego gatunku pochodzacych od pséw. Wykonane dodatkowo badania filo-
genetyczne poroéwnujace sekwencje nukleotydéw genu rpoB potwierdzily, ze P. dagmatis jest
gatunkiem genetycznie niejednorodnym. Obejmuje on dwie linie ewolucyjne, o randze co
najmniej podgatunku, z ktérych jedna wystepuje u pséw, a druga u kotéw. Obie te subpopu-
lacje moga by¢ rozrézniane wylacznie za pomocg metod genotypowych, a opracowana w tym
celu technika PCR-RFLP moze znalez¢ praktyczne zastosowanie w badaniach epidemiolo-
gicznych, w przypadku zakazen u cztowieka powodowanych przez P. dagmatis.

Stowa kluczowe: koty, psy, diagnostyka bakteriologiczna, Pasteurellaceae, reakcja tancucho-
wa polimerazy, 16S rRNA, rpoB
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PHENOTYPIC PROPERTIES AND GENOTYPE-BASED IDENTYFICA-
TION OF BACTERIA BELONGING TO PASTEURELLACEAE
ISOLATED FROM DOGS AND CATS

Summary

Bacteria belonging to the family Pasteurellaceae are small Gram-negative bacilli or coccoba-
cilli that inhabit the mucosal membranes, mainly of the respiratory and reproductive systems,
in many animals. Some members of this group are known as primary or opportunistic patho-
gens of their hosts and may account for significant economic losses, especially in cattle and
poultry farming. Several species of Pasteurellaceae are also encountered in dogs and cats and
may be involved in a range of pathological conditions in these animals. In addition, these
bacteria are also of epidemiological significance as they may cause human infections, particu-
larly as a result of bite wounds or inhalation. Thus, a rapid and accurate identification of the
microorganisms is important from both veterinary and medical points of view.

The conventional identification of Pasteurellaceae remains difficult for many laborato-
ries. DNA-based methods, especially 16S rRNA or sodA genes sequence analysis, provide
a useful alternative; however, sequencing methods are often too expensive and cumbersome
for routine use. Polymerase chain reaction methods might be a valuable tool for this purpose;
however, the already existing PCRs focus mainly on detection or identification of Pasteurella
multocida, especially in farm animals. Considering the economic aspect of bacterial diag-
nostics and the fact that so far there is no comprehensive PCR-based approach to identifying
Pasteurellaceae species encountered in dogs and cats, the present study aimed at developing
PCR assays that would allow accurate recognition of clinically and epidemiologically relevant
canine and feline isolates within this group of bacteria. In addition, the research presented
here focused on determining phenotypic characteristics of Pasteurellaceae occurring in com-
panion animals as well as on development of a new diagnostic procedure for these bacteria
using a combination of both phenotype- and genotype-based methods.

A total of 150 field strains belonging to the family Pasteurellaceae, isolated from 72 cats,
64 dogs, 2 lions and one tiger, were investigated. Among these isolates, eighty-three originated
from the mucosal membrane of the oral cavity or throat of healthy animals, and remaining
were recovered from various cases of infection (particularly rhinitis, stomatitis and pharyn-
gitis). Strains were grown on 5% sheep blood trypticase soy agar and subsequently identified
phenotypically and by 16S rRNA gene sequence comparison. For Pasteurella species-specific
PCRs, oligonucleotide primers designed by comparing available sequences of the sodA gene
(for Pasteurella canis, P. dagmatis, P. stomatis and P. pneumotropica) or kmt gene (for P. mul-
tocida) were used. For species-specific detection of Haemophilus haemoglobinophilus and Bis-
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gaard Taxon 16, primers constructed on the basis of 16SrRNA gene sequences available in
GenBank and of those obtained from the authors’ isolates, were employed.

Phenotypic methods and 16S rRNA gene sequence comparison (using the BLAST algo-
rithm) allowed identification of 73.3 and 83.5%, respectively, of isolates analyzed. The newly
developed diagnostic procedure, constituting a combination of a preliminary phenotypic
identification and species-specific PCRs, has proved to be a much more effective method as
all strains were correctly recognized using it. Among 150 strains of Pasteurellaceae tested,
sixty-eight (45.3%) were assigned to P. multocida (including 39 of P. multocida subsp. mul-
tocida and 29 of P. multocida subsp. septica), 34 (22.7%) to Bisgaard Taxon 16, 19 (12.7%) to
P. canis, 16 (10.7%) to P. dagmatis, 7 (4.7%) to Haemophilus haemoglobinophilus and 6 (4%)
to P. stomatis. In addition, the present work describes a new method of identification of both
subspecies of P. multocida, detected in dogs and cats, on the basis of PCR-restriction fragment
length polymorphism (PCR-RFLP). It was noticed that phenotypic tests used to date for the
differentiating of these subspecies (production of acid from sorbitol as well as a-glucosidase
activity) were not reliable.

16S rRNA gene sequence analysis revealed that P. dagmatis strains isolated from cats
differed substantially (the similarity level was only 97%) from those originated from dogs.
Subsequent phylogenetic analysis, performed by comparison of nucleotide sequence of the
rpoB gene, confirmed that P. dagmatis is a heterogeneous species. It includes two evolution-
ary lineages, at least at the subspecies rank, of which one has been found in dogs and another
in cats. Both subpopulations can be only distinguished by genotypic methods, and a newly
developed PCR-RFLP based diagnostic technique may find a practical application in epide-
miologic investigations, in cases dealing with P. dagmatis infections in humans.

Key words: cats, dogs, bacteriological diagnostics, Pasteurellaceae, polymerase chain reac-
tion, 16S rRNA, rpoB
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Nr szczepu
Strain number

6/3
9/3
10/2
13/6/3
20/6
22/1
23
25/1
27/3
80
82

93
96
111

128
131
132
134
143
147
154
155
158/1

160
165
167/1
169/1
170
172
183
184
186
187
190
193

Zakacznik 1
Annex 1
Lista szczepow terenowych badanych w niniejszej pracy
List of field isolates examined in the present work
Miejsce izolacji
Isolation site
Pasteurella multocida
kot zdrowy, gardto — healthy cat, throat
kot zdrowy, gardto — healthy cat, throat
kot zdrowy, gardto — healthy cat, throat
kot zdrowy, gardto — healthy cat, throat
kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
kot zdrowy, gardio - healthy cat, throat
kot zdrowy, gardfo — healthy cat, throat
kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
kot zdrowy, gardto — healthy cat, throat
kot zdrowy, gardto — healthy cat, throat
kot, zapalenie jamy nosowej (rhinitis) — cat, inflammation of the nasal cavity
(rhinitis)
pies, zapalenie dzigsel (gingivitis) - dog, gingivitis
kot, rhinitis — cat, rhinitis
pies, zapalenie ucha zewn. (otitis externa) — dog, inflammation of the external ear
(otitis externa)
kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
kot, zmiany zapalne na opuszkach lap - cat, inflammatory lesions on foot pads
pies, pharyngitis — dog, pharyngitis
kot, rhinitis — cat, rhinitis
kot, rhinitis — cat, rhinitis
kot, otitis externa — cat, otitis externa
kot, rhinitis — cat, rhinitis
kot, zapalenie blony §luzowej jamy ustnej (stomatitis) - cat, inflammation of the
oral mucosa (stomatitis)
kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
kot, rhinitis — cat, rhinitis
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
kot, empyema pleurae — cat, empyema pleurae
kot zdrowy, gardto — healthy cat, throat
kot, zapalenie spojowek (conjunctivitis) — cat, conjunctivitis
kot, rhinitis - cat, rhinitis
kot, rhinitis - cat, rhinitis
kot, rhinitis — cat, rhinitis
kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
pies, rhinitis — dog, rhinitis
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194
198
199
200
201
202
204
206
208
210
215
216
217/1
218
219/1
219/2
220
222
224
225
226
228
230
231
235
239/1
239/2
240
250/1

251

254/2
255/1
257/1

kot, rhinitis — cat, rhinitis

tygrys syberyjski, jama ustna - siberian tiger, oral cavity
kot zdrowy, jama ustna - healthy cat, oral cavity

kot, stomatitis — cat, stomatitis

kot zdrowy, jama ustna - healthy cat, oral cavity

kot zdrowy, jama ustna — healthy cat, oral cavity

kot, otitis externa — cat, otitis externa

kot, otitis externa — cat, otitis externa

kot, ropien skory (abscess) - cat, abscess

kot, ropniak optucnej (empyema pleurae) - cat, pleural empyema
kot zdrowy, gardio - healthy cat, throat

kot otitis externa — cat, otitis externa

kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat

lew, jama ustna - lion, oral cavity

lew, jama ustna - lion, oral cavity

lew, jama ustna - lion, oral cavity

kot, przetoka zgba (fistula dentis) — cat, dental fistula
kot, gingivitis — cat, gingivitis

kot zdrowy, gardio - healthy cat, throat

kot, abscess — cat, abscess

kot, rhinitis — cat, rhinitis

kot, rhinitis — cat, rhinitis

kot, gingivitis — cat, gingivitis

kot, rhinitis — cat, rhinitis

kot, rhinitis — cat, rhinitis

pies, stomatitis — dog, stomatitis

pies, stomatitis — dog, stomatitis

kot, conjunctivitis — cat, conjunctivitis

kot, zapalenie Zoledzi pracia i napletka (balanoposthitis) - cat, inflammation of the
glans penis and the foreskin (balanoposthitis)

kot, rhinitis — cat, rhinitis

kot, rhinitis — cat, rhinitis

kot, pharyngitis — cat, pharyngitis

kot, zapalenie blony §luzowej pochwy (vaginitis) — cat, inflammation of the vaginal
mucosa (vaginitis)

Liczba szczepéw ogdtem: 68
Total number of strains: 68

78
85/2
89/1
90/1
98

99
100/1

76

Bisgaard Taxon 16
pies, rhinitis — dog, rhinitis
pies zdrowy, gardio - healthy dog, throat
pies zdrowy, gardlo — healthy dog, throat
pies, pharyngitis - dog, pharyngitis
pies zdrowy, jama ustna — healthy dog, oral cavity
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat



109/3
127
130
135/4
142
146
156
162/1
166
168/1
174
175
195
209
212
229
232
5/1
7/3
238

241
242
245
248/2
253
25/3
258/2

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

kot zdrowy, jama ustna - healthy cat, oral cavity
pies, vaginitis — dog, vaginitis

pies zdrowy, jama ustna — healthy dog, oral cavity
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies zdrowy, jama ustna — healthy dog, oral cavity
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies zdrowy, jama ustna - healthy dog, oral cavity
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies, pharyngitis - dog, pharyngitis

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies, pharyngitis — dog, pharyngitis

pies zdrowy, jama ustna — healthy dog, oral cavity
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

pies, zapalenie blony sluzowej krtani (laryngitis) — dog, inflammation of the laryngeal
mucosa (laryngitis)

pies zdrowy, gardfo — healthy dog, throat

pies zdrowy, jama ustna — healthy dog, oral cavity
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

kot, gingivitis — cat, gingivitis

pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

kot zdrowy, jama ustna - healthy cat, oral cavity
kot, gingivitis — cat, gingivitis

Liczba szczepdw ogotem: 34
Total number of strains: 34

87/2
88/2
108/1
139
157
162/2
164/2
168/5
171
181
192
211/1
221
233

Pasteurella canis
pies, otitis externa — dog, otitis externa
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
pies, pharyngitis — dog, pharyngitis
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
pies zdrowy, gardio - healthy dog, throat
pies zdrowy, gardfo — healthy dog, throat
pies zdrowy, gardfo - healthy dog, throat
pies, otitis externa — dog, otitis externa
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
pies, pharyngitis — dog, pharyngitis
pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
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308 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

249/2 pies, pharyngitis — dog, pharyngitis

252 pies, laryngitis — dog, laryngitis

507 pies zdrowy, gardfo — healthy dog, throat
501 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

Liczba szczepdw ogotem: 19
Total number of strains: 19

Pasteurella dagmatis

6/4 kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
13/5 kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
15/1 kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
95 kot, stomatitis - cat, stomatitis

100/2 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
123/2 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
149/1 pies zdrowy, gardfo — healthy dog, throat
167/2 kot, rhinitis — cat, rhinitis

182/1 kot, conjunctivitis — cat, conjunctivitis
185/2 kot, rhinitis — cat, rhinitis

197 tygrys syberyjski, jama ustna - siberian tiger, oral cavity
223/2 kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
243 kot, stomatitis - cat, stomatitis

246 kot, rhinitis — cat, rhinitis

247 kot, rhinitis — cat, rhinitis

505 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat

Liczba szczepéw ogdtem: 16
Total number of strains: 16

Haemophilus haemoglobinophilus

161/2 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
173 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
176 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
177 pies zdrowy, gardio — healthy dog, throat
205 pies, vaginitis — dog, vaginitis

211/2 pies zdrowy, gardfo — healthy dog, throat
213 pies, vaginitis — dog, vaginitis

Liczba szczepéw ogdtem: 7
Total number of strains: 7

Pasteurella stomatis
88/1 pies zdrowy, gardlo - healthy dog, throat
158/2 kot, stomatitis - cat, stomatitis
169/2 pies zdrowy, gardio - healthy dog, throat
203 kot, rhinitis — cat, rhinitis
244 kot zdrowy, gardlo - healthy cat, throat
248/3 kot, gingivitis — cat, gingivitis

Liczba szczepéw ogdtem: 6
Total number of strains: 6
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Sekwencje gendw 16S rRNA oraz rpoB otrzymane ze szczepow Pasteurella dagmatis badanych

w niniejszej pracy i przekazane do GenBanku
16S rRNA- and rpoB gene sequences obtained from Pasteurella dagmatis strains analyzed
in the present work that have been deposited in the GenBank database

Zalacznik 2
Annex 2

1. Fragment genu 16S rRNA szczepu 197 izolowanego od tygrysa (nr w GenBanku: HQ538835)

A fragment of the 16SrRNA gene from the strain 197 isolated from a tiger (GenBank accession

number HQ538835)

1 catgcaagtc

61 ggtgagtaat
121 ataccgcgta
181 gcccaagtgg
241 ggtctgagag
301 cagcagtggg
361 agaaggcctt
421 agcatcattg
481 aatacggagg
541 tttaagtgag
601 tagagtactt
661 aggaataccg
721 tggggagcaa
781 gattgggctt
841 ggccgcaagg
901 gtttaattcg
961 agatgagttt
1021 gttgtgaaat
1081 attaggtcgg
1141 tcaagtcatc
1201 ggcggcgaga
1261 ctgcaactcg
1321 aatacgttcc

gaacggtagc
gcttgggaat
atctctgagg
gattaggtag
gatgaccagc
gaatattgcg
cgggttgtaa
acgttaatta
gtgcgagcgt
atgtgaaatc
tagggagggg
aaggcgaagg
acaggattag
taagcttggt
ttaaaactca
atgcaacgcg
gtgccttecgg
gttgggttaa
gaactcaaag
atggccctta
cggcgacgtt
actccatgaa
cgggcctt

aggaagaaag
ctggcttatg
agcaaagggt
ttggtggggt
cacactggga
caatgggggg
agttctttcg
cagaagaagc
taatcggaat
cctgggctta
tagaattcca
cagcccecttg
ataccctggt
gcccgaagcet
aatgaattga
aagaacctta
gaacttagag
gtcccgcaac
gagactgcca
cragtagggc
gagcgaatct
gtcggaatcg

cttgctttct
gagggggata
gggaccttag
aaaggcctac
ctgagacacg
aaccctgacg
gtaatgagga
accggctaac
aactgggcgt
acctaggaac
cgtgtagcgg
ggaatgtact
agtccacgct
aacgtgataa
cgggggcccg
cctactcttg
acaggtgctg
gagcgcaacc
gtgacaaact
tacacacgtg
cagaaagtgc
ctagtaatcg

ttgctgacga
actgcgggaa
ggccacctgc
caagccgacg
gcccagactce
cagccatgcc
aggggtgtta
tccgtgecag
aaagggcacg
tgcatttcag
tgaaatgcgt
gacgctcatg
gtaaacgctg
atcgaccgcc
cacaagcggt
acatcctaag
catggctgtc
cttatccttt
ggaggaaggt
ctacaatggt
atctaagtcc
caaatcagaa

gtggcggacyg
actgcagcta
cataagatga
atctctagct
ctacgggagg
gcgtgaatga
ttgaatagat
cagccgcggt
caggcggact
actgggagtc
agagatgtgg
tgcgaaagcg
tcgatttggg
tggggagtac
ggagcatgtg
aagaactcar
gtcagctcgt
gttgccagcg
ggggatgacg
gcatacagag
ggattggagt
tgttgcggtg

2. Fragment genu 16S rRNA szczepu 247 izolowanego od kota (nr w GenBanku: HQ538836)
A fragment of the 16SrRNA gene from the strain 247 isolated from a cat (GenBank accession num-

ber HQ538836)

1 catgcaagtc

61 ggtgagtaat
121 ataccgcgta
181 gcccaagtgg
241 ggtctgagag
301 cagcagtggg
361 agaaggcctt
421 agtatcattg
481 aatacggagg
541 tttaagtgag
601 tagagtactt
661 aggaataccg
721 tggggagcaa
781 gattgggctt
841 ggccgcaagg
901 gtttaattcg
961 agatgagttt
1021 gttgtgaaat
1081 attcggtcgg
1141 tcaagtcatc
1201 ggcggcgaga
1261 ctgcaactcg
1321 aatacgttcc

gaacggtagc
gcttgggaat
ttatcgtaag
gattaggtag
gatgaccagc
gaatattgcg
cgggttgtaa
acgttaatta
gtgcaagcgt
atgtgaaatc
tagggagggg
aaggcgaagg
acaggattag
tatgcttggt
ttaaaactca
atgcaacgcg
gtgccttcegg
gttgggttaa
gaactcaaag
atggccctta
cggcgacgtt
actccatgaa
cgggcctt

aggaagaaag
ctggcttatg
atgaaagggt
ttggtggggt
cacactggga
caatgggggg
agttctttcg
cagaagaagc
taatcggaat
cctgggctta
tagaattcca
cagccccttg
ataccctggt
gcccgaagct
aatgaattga
aagaacctta
gaacttagag
gtcccgcaac
gagactgcca
cgagtagggc
gagcgaatct
gtcggaatcg

cttgctttct
gagggggata
gggaccattt
aaaggcctac
ctgagacacg
aaccctgacg
gtaatgagga
accggctaac
aactgggcgt
acctaggaac
cgtgtagcgg
ggaatgtact
agtccacgct
aacgtgataa
cgggggcccg
cctactcttg
acaggtgctg
gagcgcaacc
gtgacaaact
tacacacgtg
cagaaagtgc
ctagtaatcg

ttgctgacga
actgcgggaa
ggccacctgc
caagccgacg
gcccagactc
cagccatgcecc
agggatatta
tccgtgecag
aaagggcacg
tgcatttcag
tgaaatgcgt
gacgctcatg
gtaaacgctg
atcgaccgcc
cacaagcggt
acatcctaag
catggctgtc
cttatccttt
ggaggaaggt
ctacaatggt
atctaagtcc
caaatcagaa

gtggcggacyg
actgcagcta
cataagatga
atctctagct
ctacgggagg
gcgtgaatga
tttaatagat
cagccgcggt
caggcggact
actgggagtc
agagatgtgg
tgcgaaagcg
tcgatttggg
tggggagtac
ggagcatgtg
aagaactcar
gtcagctcgt
gttgccagcg
ggggatgacg
gcatacagag
ggattggagt
tgttgcggtg
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3. Fragment genu 16S rRNA szczepu 243 izolowanego od kota (nr w GenBanku: HQ538837)
A fragment of the 16STRNA gene from the strain 243 isolated from a cat (GenBank acces-
sion number HQ538837)

1 catgcaagtc gaacggtagc aggaagaaag cttgctttct ttgctgacga gtggcggacg
61 ggtgagtaat gcttgggaat ctggcttatg gagggggata actgcgggaa actgcagcta
121 ataccgcgta ttatcgtaag atgaaagggt gggaccattt ggccacctgc cataagatga
181 gcccaagtgg gattaggtag ttggtggggt aaaggcctac caagccgacg atctctagcet
241 ggtctgagag gatgaccagc cacactggga ctgagacacg gcccagactc ctacgggagg
301 cagcagtggg gaatattgcg caatgggggg aaccctgacg cagccatgcc gcgtgaatga
361 agaaggcctt cgggttgtaa agttctttcg gtaatgagga agggatatta tttaatagat
421 agtatcattg acgttaatta cagaagaagc accggctaac tccgtgccag cagccgcggt
481 aatacggagg gtgcaagcgt taatcggaat aactgggcgt aaagggcacg caggcggact
541 tttaagtgag atgtgaaatc cctgggctta acctaggaac tgcatttcag actgggagtc
601 tagagtactt tagggagggg tagaattcca cgtgtagcgg tgaaatgcgt agagatgtgg
661 aggaataccg aaggcgaagg cagccccttg ggaatgtact gacgctcatg tgcgaaagcg
721 tggggagcaa acaggattag ataccctggt agtccacgct gtaaacgctg tcgatttggg
781 gattgggctt taagcttggt gcccgaagct aacgtgataa atcgaccgcc tggggagtac
841 ggccgcaagg ttaaaactca aatgaattga cgggggcccg cacaagcggt ggagcatgtg
901 gtttaattcg atgcaacgcg aagaacctta cctactcttg acatcctaag aagaactcar
961 agatgagttt gtgccttcgg gaacttagag acaggtgctg catggctgtc gtcagctcgt
1021 gttgtgaaat gttgggttaa gtcccgcaac gagcgcaacc cttatccttt gttgccageg
1081 attcggtcgg gaactcaaag gagactgcca gtgacaaact ggaggaaggt ggggatgacg
1141 tcaagtcatc atggccctta cgagtagggc tacacacgtg ctacaatggt gcatacagag
1201 ggcggcgaga cggcgacgtt gagcgaatct cagaaagtgc atctaagtcc ggattggagt
1261 ctgcaactcg actccatgaa gtcggaatcg ctagtaatcg caaatcagaa tgttgcggtg
1321 aatacgttcc cgggcctt

4. Fragment genu rpoB szczepu 247 izolowanego od kota (nr w GenBanku: HQ538838)
A fragment of the rpoB gene from the strain 247 isolated from a cat (GenBank accession
number HQ538838)

1 atggatcaaa acaacccgtt atcagaagtc acgcacaaac gtcgtatttc tgcattaggt

61 ccgggtggtt tgactcgtga acgtgcaggc ttcgaggttc gagacgttca cgctactcac
121 tacggtcgtg tgtgtccaat cgaaacccca gagggtccaa acatcggttt gatcaactca
181 ctttctgttt acgcacgtac taacgactac ggtttcttag aaacgccata ccgtaaagta
241 gtaaacggtc aagtgactga agaaattgaa tatttatctg cgattgaaga aggtaaatat
301 gtgatcgcac aggcgaactc aaatcttgat gaagagttac gctttactga tgcgttcgta
361 acttgtcgtg gtgaacacgg tgaatctggt ttatatcgtc cagatgaaat ccactatatg
421 gacgtttcaa ctcaacaagt tgtatctgtt gcggctgcgt taattccgtt ccttgagcac
481 gacgatgcga accgtgcgtt g

5. Fragment genu rpoB szczepu 197 izolowanego od tygrysa (nr w GenBanku: HQ538839)
A fragment of the rpoB gene from the strain 197 isolated from a tiger (GenBank accession
number HQ538839)

1 atggatcaaa acaacccgtt atcagaggtc acgcacaaac gtcgtatttc tgcattaggt

61 ccgggtggtt taacccgtga acgtgcgggc ttcgaggttc gagacgttca cgcaactcac
121 tatggtcgtg tatgtccaat cgaaacccca gagggtccaa acatcggttt gatcaactca
181 ctttctgttt acgcgcgcac taatgattac ggtttcttag aaacgccata tcgtaaagta
241 gtaaacggtc aagtgactga agaaattgaa tatttgtctg cgattgaaga aggtaaatat
301 gttatcgcac aggcgaactc caatctcgac gaagagttac gctttactga tgcattcgtc
361 acttgtcgtg gtgaacacgg tgaatctggt ttatatcgtc cagatgaaat ccactatatg
421 gacgtttcaa ctcaacaagt ggtatctgtt gcggctgcgt taattccgtt ccttgagcac
481 gacgatgcga accgtgcgtt g
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