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Pasteurellaceae

Tot 1970 omvatte de familie Pasteurellaceae de drie geslachten (genera) Haemophilus, Actino-
bacillus en Pasteurella. Alternatief werd wel gesproken van de ‘HAP-groep.

P. pneumotropica is wellicht de meest gerapporteerde Pasteurellaceae-soort uit kleine knaag-
dieren. Na de introductie van 16S rRNA gensequencing (1) is de taxonomie van bacterién pri-
mair gebaseerd op genetisch onderzoek en is ook de structuur van de Pasteurellaceae familie
steeds verder opgehelderd; eind 2017 werden ruim 25 genera onderscheiden (2).

Ook isolaten uit knaagdieren zijn de laatste 10 jaar onderworpen aan uitgebreid genetisch en
fenotypisch onderzoek. De resultaten van dit onderzoek zijn tot nu toe uitsluitend gepubli-
ceerd in het voor de bacteriéle taxonomie belangrijkste tijdschrift International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM). Omdat dit tijdschrift in de proefdierkundi-
ge wereld weinig bekend is, werd op deze publicaties gewezen in een short note in Labora-
tory Animals (3).

De bacterién uit knaagdieren horen vooralsnog tot een van de zes genera (Tabel 1): Crice-
tibacter (uit hamsters); Mannheimia (cavia); Mesocricetibacter (hamster); Muribacter (muis);
Necropsobacter (cavia) en Rodentibacter (muis, rat en Apodemus (bosmuis, red.). Ze horen dus
niet tot de drie klassieke genera Haemophilus, Actinobacillus en Pasteurella. De resultaten van
het taxonomisch onderzoek bevestigen opnieuw de sterke gastheerspecificiteit van Pasteurel-
laceae-infecties (4).

Nieuwe of verbeterde namen, opgenomen in wetenschappelijke tijdschriften of boeken

(= effective publication), worden na enige tijd gepubliceerd in de ‘Validation Lists'van het
tijdschrift IJSEM (5). Alle oude namen, zoals Pasteurella pneumotropica (Tabel 1), komen dan te
vervallen.

De nieuwe inzichten in de taxonomie hebben gevolgen voor de monitoring van proefdierko-
lonies met behulp van PCR.
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Tabel 1: Pasteurellaceae uit knaagdieren horen tot de geslachten Cricetibacter, Mannheimia,
Mesocricetibacter, Muribacter, Necropsobacter en Rodentibacter per eind 2017.

Species
Muribacter muris
Rodentibacter
pneumotropicus
R. heylii

R. ratti

R. heidelbergensis

R. rarus

R. myodis

R. mrazii

R. genomospecies 1
R. genomospecies 2
Cricetibacter
osteomyelitidis
Mesocricetibacter
intestinalis

Mannheimia caviae

Necropsobacter rosorum

Opgenomen taxa
Actinobacillus muris

P. pneumotropica biotype
Jawetz

P. pneumotropica biotype
Heyl

P. pneumotropica; Taxon B
(V factor afh); Taxon 22

Haemophilus (V-factor afh).

Taxon 17
Actinobacillus-like; Taxon 41
P. pneumotropica-like
Taxon 48

Taxon 23; Pasteurella sp

Taxon 24; Pasteurella sp

SP-group; Taxon 24
Taxon 25

Primaire gastheer
muis (M)

u

Myodes glareolus
Apodemus sylvaticus
Apodemus sp
Apodemus sp
Europese hamster

SyH

cavia

u

Ook bij

R, Sy H, kip

R

R. Sy H, Apodemus

M, Sy H, cavia, kip

R
M, M. glareolus

konijn, mens

M = muis, R = rat, Sy H = Syrische hamster.

PCR-monitoring van dierkolonies: huidige situatie

De FELASA-aanbevelingen voor de monitoring van knaagdieren zijn wisselvallig geweest.
Aanvankelijk werd alleen monitoring aanbevolen op P. pneumotropica (6), vervolgens op ‘alle
Pasteurellaceae’ (7) en nu weer alleen op P. pneumotropica (8).

Alle EU-proefdierleveranciers claimen hun kolonies te monitoren volgens of op basis van de
laatste FELASA-aanbevelingen. Dit betekent dat muizen, ratten, cavia’s en hamsters zouden
worden getest op P. pneumotropica. Cavia's worden volgens sommige leveranciers ook getest
op P. multocida. Bij het onderzoek van cavia-Pasteurellaceae werd echter geen enkel isolaat
als zodanig geklasseerd, en men mag dus wel aannemen dat P. multocida bij de cavia niet als
natuurlijke infectie voorkomt.

Welke PCR-primersets bij het testen worden gebruikt staat nergens vermeld, maar die zullen
wel zijn gekozen uit een van de sets die voor PCR’s voor knaagdier-Pasteurellaceae zijn gepu-
bliceerd (Tabel 2). Er is een PCR waarmee in beginsel alle Pasteurellaceae-soorten kunnen wor-
den gevonden (9). Daarnaast zijn PCR’s ontwikkeld voor beide biotypen van P. pneumotropica,
namelijk het biotype Jawetz (10) en het biotype Heyl (11), en voor A. muris (12, 13). Dit zijn nu
respectievelijk Rodentibacter pneumotropicus, R. heylii en Muribacter muris (Tabel 1).

PCR-testen op de schop

Als we ervan uitgaan dat een op een bacteriesoort gerichte PCR werkelijk specifiek is, zeggen
we ook dat de test ongeschikt moet zijn voor de detectie van alle andere soorten. Toepassing
van P. pneumotropica PCR’s bij andere diersoorten dan muis en rat is dan onjuist. Hoe moet of
kan het dan beter?

Een PCR kan gericht zijn op elk van de drie taxonomische niveaus: familie, genus en soort.
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1: Testen op alle Pasteurellaceae (dus op familieniveau)

Dit kan met een primerset gericht op het 16S rRNA gen (9). Als op deze manier wordt getest,
valt te verwachten dat vrijwel alle SPF-cavia-fokkolonies positief zijn als gevolg van besmet-
ting met humane Haemophilus parainfluenzae (14, 15). Dit geldt ook voor circa de helft van de
SPF-rattenfokkolonies (16). Bij muizen komen dergelijke Haemophilus-infecties van humane
oorsprong maar zeer zelden voor. Over de situatie bij SPF-hamsters, -gerbils en andere knaag-
dieren bestaat geen inzicht.

Bij positieve PCR-resultaten kan vervolgens worden nagegaan welke soort(en) aanwezig is/
zijn. Dit kan o.a. door sequencing van het PCR product (amplicon) en vergelijking met sequen-
ties in GenBank. Alternatief kan H. parainfluenzae selectief worden gekweekt op chocolade-
agar met 2 ug/ml clindamycine.

Bij het vinden van Haemophilus is een discussiepunt of de aanwezigheid van ‘gewone’
groeifactor-onafhankelijke soorten zo maar kan worden uitgesloten: het lijkt toch lastig on-
derscheid te maken tussen ‘besmetting is niet aanwezig' of is ‘er niet goed genoeg gezocht'
Of een kolonie met een positief PCR-resultaat in de historie ook positief moet worden gerap-
porteerd is wellicht afhankelijk van de FELASA-aanbevelingen die op dat moment gelden.
Overigens kunnen Haemophilus bacterién bij ratten en cavia’s voldoende invloed hebben op
onderzoeksresultaten om ze als ongewenst te beschouwen.

2:Testen op voor de diersoortspecifieke geslachten (genera)

Het lijkt ook mogelijk te testen op voor de diersoort specifieke geslachten (Tabel 2). Immers
de indeling van de Pasteurellaceae in genera is primair gestoeld op 16S rRNA gensequencing.
Muribacter lijkt bij onderzoek van bijna 500 isolaten genetisch zeer homogeen (16) zodat
een genus-specifieke PCR waarschijnlijk volstaat. Voor de andere vijf genera moeten dan nog
PCRs worden ontwikkeld en gevalideerd met behulp van referentiestammen. Dit kan in silico
gebeuren. De selectie van primersets laat ik gaarne over aan de huidige generatie moleculair
microbiologen, die de daartoe benodigde informatie wel weten te vinden in GenBank.

Tabel 2: PCR's ontwikkeld voor detectie van knaagdier-Pasteurellaceae

Diersoort Bacterie-species Target-gen Literatuur
M P. pneumotropica biotype Heyl 16S 11
M P. pneumotropica biotype Jawetz 16S 10
M/R Pasteurellaceae 16S rRNA 9
M A. muris F 16S 12,13

P. pneumotropica Heyl en Jawetz R 16S-23S ITS

(voor differentiatie)
H. influenzae-murium

M = muis, R =rat »

Biotechniek april 2018 - nummer 57/2 29



Literatuur

30

3: Testen op diersoortspecifieke soorten

Men kan natuurlijk blijven testen op diersoortspecifieke soorten (Tabel 1). Deze keus brengt
met zich mee dat een PCR moeten worden ontwikkeld en gevalideerd voor iedere bacterie-
soort waarvoor nog geen specifieke PCR bestaat.

Wellicht is de tweede benadering de meest rationele, maar je zou de keuze kunnen laten
afhangen van de diersoorten en de wijze waarop deze worden gehouden. Ook al is er sterke
gastheerspecificiteit van Pasteurellaceae-infecties, deze kan experimenteel en bij gezamen-
lijke huisvesting van diersoorten worden doorbroken. Zo kunnen muizen en ratten reciprook,
dus met elkaars, Pasteurellaceae worden besmet, maar de ‘vreemde’ bacterie kan worden
verdreven door secundaire infectie met een ‘better fitting’ stam (17). In hoeverre dit bij andere
knaagdiersoorten een rol speelt is onvoldoende onderzocht.

Het voorkomen van diersoortvreemde Pasteurellaceae-soorten kan sterk worden beperkt door
diersoorten ruimtelijk te scheiden en te laten verzorgen door aparte groepen personeel.

Health monitoring rapporten vermelden nu slechts dat aanwezigheid van Pasteurellaceae-
soorten wordt onderzocht met behulp van een PCR, maar geven geen informatie over de
gebruikte primersets. Zonder zulke informatie is een testuitslag op geen enkele manier te
beoordelen. Dit punt verdient de nodige aandacht bij een herziening van de aanbevelingen
voor de monitoring van knaagdierkolonies op Pasteurellaceae met PCR.

Met dank aan dr. F.A.G. Reubsaet (RIVM) voor enkele suggesties.
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