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Afbeelding 1. Elektronenmicroscopische opname van Pasteurellaceae.
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Voor onderzoek op pathogene bacteriën en parasieten worden proefdieren 
meestal opgeofferd. 

Serologie is voor onderzoek op pathogene bacteriën bij immuuncompetente dieren een alter-

natief (1). Bloedafname blijft daarbij een (beperkt) risico en er is vaak behoefte de resultaten 

van antistofbepalingen te bevestigen met een methode waarbij de bacterie wordt aangetoond. 

Dit laatste kan via kweek of met een zogenoemde polymerase chain reaction (pcr). 

	

Het zou mooi zijn als dieren konden worden onderzocht zonder dat ze daarvoor 

moeten worden opgeofferd. Onderzoek op darmpathogene bacteriën zoals Salmonel-

la, Yersinia (2) en Helicobacter hepaticus 

(3) kan soms goed op fecesmonsters. 

Onderzoek op pathogene bacteriën in 

de luchtwegen wordt het beste gedaan 

op monsters uit de farynx. Bij een ge-

anestheseerd konijn kan uit de farynx 

worden gemonsterd met een swab die 

via de onderste neusgang wordt inge-

bracht (4), maar bij kleinere dieren is 

dat lastig en dus riskant, zo niet onmo-

gelijk. 

In 2003 verscheen een artikel over 	

‘alternatieve methoden’ bij geno- en 

fenotypering van genetisch gemodi-

ficeerde dieren (5). Daarin werd een 

publicatie (6) vermeld over de iden-

tificatie van transgene muizen via 

onderzoek van dna uit speeksel. Zou 

wellicht een infectie met Pasteurellaceae 

(Afb.1) kunnen worden aangetoond in 

een monster uit de bek van een levende 

muis met behulp van een pcr? Dat leek 

ons best denkbaar want pcr’s zijn heel 

erg gevoelige testen en een paar bacte-

riën zijn genoeg voor een positieve test.

Onderzoek

We hebben enkele groepen muizen op twee manieren bemonsterd.

1	 Eerst via een bekspoeling, zonder anesthesie. Dit werd gedaan door 100 µl 

vloeistof (milliQ buffer van de pcr-kit) drie keer in de bek te spuiten en weer 

op te zuigen met een pipet met een disposable puntje (Afb.2). Hierbij werd 

het kopje van de muis naar beneden gefixeerd om de kans op verslikken in de 

vloeistof kleiner te maken. Het monster werd in een dna-vrij eppendorfcupje 

gedaan. Per dier werd een nieuw pipetpuntje en cupje gebruikt.

2	 Hierna werd het dier geëuthanaseerd (kra of barbituraat) en werd de trachea 

vrij geprepareerd om via deze weg (richting neus) met een bevochtigde swab 

de farynx te monsteren. Dit monster werd uitgespoeld in 100µl milliQ buffer 

in een cupje. 

De spoelsels en monsters uit de farynx werden getest met een pcr waarmee alle 

Pasteurellaceae bij proefdieren kunnen worden aangetoond (7). Het monster uit 

de farynx werd bovendien op Pasteurellaceae onderzocht via kweek op bloedagars 

en chocoladeagars.

In vier sessies werden in totaal 34 muizen van verschillende stammen onder-

zocht. Deze muizen waren bestemd voor kwaliteitscontrole of afkomstig uit 

infectie-experimenten. Leeftijd varieerde van circa zes weken tot volwassen.Afbeelding 2. Bekspoeling bij een muis.

Afbeelding 3. Groei op bloedagar na kweek van monster uit 
de farynx; zitten hier Pasteurellaceae-kolonies bij?
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ster de bek sterker dan de farynx (9, 10). Ook Mycoplasma pulmonis kan wellicht 

in bekspoelsels worden aangetoond (11). 

Het verzamelen van bekspoelsels bij muizen is zeer eenvoudig en snel; het kost 

circa 15 minuten om tien muizen te monsteren. Monstername geeft geen merk-

bare last bij de dieren. Het volume waarmee wordt gespoeld kan kleiner zijn dan 

100 µl; in het onderzoek naar identificatie van transgene muizen via onderzoek 

van dna uit speeksel (6) werd een volume van 10 µl gebruikt. 

Monsters kunnen in goed afgesloten eppendorfcupjes bewaard en opgestuurd 

worden, bij voorkeur gekoeld. 

Conclusie
Bij muizen kan besmetting met Pasteurellaceae worden gevonden door het 

testen van bekspoelsels met een pcr. De methode is gevoeliger dan kweek uit 

de farynx en heeft het voordeel dat dieren niet hoeven te worden opgeofferd. 
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Tabel 1. Pcr en kweek op Pasteurellaceae van bekspoelsels en swabs uit de farynx van muizen.
 

bekspoelsel farynxswab

groep n= pcr pcr kweek

1 10 6* 5 1

2 6 6 6 2

3 8 3 7 4

4 10 4 5 0

34 19 (56%) 23 (68%) 7 (21%)

* aantal positief

De resultaten (Tabel 1) luiden samengevat: 

•	 de pcr op bekspoelsels en swabmonsters was in alle groepen positief, 	

de traditionele kweek uit de farynx was positief bij twee groepen

•	 het aantal pcr-positieve bekspoelsels en swabmonsters verschilde niet 

(Fischer exact test: p>0.05)

•	 het aantal pcr-positieve spoelsels en swabmonsters was significant hoger dan 

het aantal positieve kweken uit de farynx (Fischer exact test: p<0.01).

	

Een pcr op bekspoelsels van muizen is bruikbaar om besmetting met 

Pasteurellaceae aan te tonen. Waarschijnlijk is dit te danken aan de zeer 

grote gevoeligheid van onze pcr (7). Deze meet Pasteurellaceae-dna op het 

niveau van pico- (10-12) tot femtogram (10-15), en waarschijnlijk zijn slechts 

enkele bacteriecellen voldoende om een positieve test te verkrijgen. De 

grote gevoeligheid is ook wel de achilleshiel van de test, want de test wordt 

ook positief wanneer het monster gecontamineerd is. Monsters van in 

werkelijkheid niet besmette dieren kunnen gemakkelijk gecontamineerd 

raken als bijvoorbeeld het instrumentarium kort er voor is gebruikt voor 

monstername van besmette dieren of de monsters worden genomen in een 

besmette ruimte.

Kweek is ten opzichte van pcr ongevoelig. Het is lastig om op agars kolonies 

van Pasteurellaceae te ontdekken tussen die van veel andere, niet pathogene, 

bacteriesoorten (Afb. 2).

De pcr leent zich ook voor de detectie van andere respiratoire bacteriën bij 

kleine proefdieren. We vonden positieve pcr-resultaten voor Streptobacillus 

moniliformis in alle zeven bekswabs bij ratten; deze ratten werden als huisdier 

gehouden door een patiënt die leed aan rattebeetziekte (8). Bij de rat leeft S. mo-

niliformis als commensale bacterie in de farynx. 

Positieve resultaten mogen ook worden verwacht bij infectie door Corynebacte-

rium kutscheri. Deze bacterie koloniseert bij de muis, de rat, de cavia en de ham-


