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Anotace

Diplomova prace se zabyva bakteriemi rodu Capnocytophaga. V teoretické ¢asti je rod
charakterizovan, jsou zde specifikovany jeho biochemické vlastnosti, faktory virulence
a patogenita. Déle je obsah zaméfen na bakterie, které se nachazeji v dutiné ustni psi a kocek,
predevsim na druh Capnocytophaga canimorsus. Popsané jsou zde i molekularné biologické
metody, které slouzi k rychlé identifikaci tohoto rodu. Cilem experimentalni Casti bylo
optimalizovat PCR-RFLP a sérotypizaci pro C. canimorsus. Optimalizované postupy byly
aplikovany na kmeny ziskané z pfirozen¢ho prostifedi. Dale byla zkouména tvorba biofilmu

u C. canimorsus. Ziskané vysledky jsou porovnany a diskutovany.

Klicova slova
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Tittle

Typization of Capnocytophaga canimorsus isolates by selected microbiological techniques

Annotation

This diploma thesis deals with the bacterial genus Capnocytophaga. The theoretical
background characterises the genus, specifies its biochemical properties, virulence factors and
pathogenicity. Then it focuses on the bacteria present in the oral cavity of dogs and cats,
especially the Capnocytophaga canimorsus strain. Methodology comprises molecular biology
methods serving for the quick identification of this genus. Purpose of the experimental part was
to optimise PCR-RFLP and serotyping of C. canimorsus. Optimised procedures were applied
to bacterial strains obtained from the natural environment. The biofilm production capability of

C. canimorsus was examined subsequently. Results were compared and discussed.
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Seznam zKratek
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Uvod

Bakterie rodu Capnocytophaga jsou potencialné patogenni gram negativni ty¢ky. Podle
prirozeného rezervoaru je lze rozdélit na lidské a zvifeci. Nejcastéjsi vyskyt lidskych
kapnocytofag je v dutin€ ustni. Zvifeci kapnocytophagy muizeme najit v dutiné ustni pst
a kocek, dale se daji izolovat iz krve nebo mozkomi$niho moku, pokud tento material
pochazi od nakazeného pacienta. Tato prace byla zaméfena na Capnocytophaga
canimorsus. Tento mikroorganismus je soucasti mikroflory v dutiné ustni pst a kocek.
U imunokompromitovanych pacientl mohou zptsobovat bakteriémie a systémové infekce,
dale jsou také ohroZeni lidé po splenektomii a alkoholici. Pfi pozdni 1é¢bé mize dojit k rozvoji
septického Soku, ktery mtize skoncit smrti. I kdyz neni incidence C. canimorsus velka, mortalita
po nakazeni je vysoka.

Z divodii pomalého rdstu a naroénych podminek na kultivaci je C. canimorsus
identifikovana spiSe molekularné biologickymi metodami. V této diplomové praci byla ovétena
identifikace C. canimorsus a C.cynodegmi pomoci PCR. Dale byla prace zaméfena
na optimalizaci a aplikaci metody PCR-RFLP, sérotypizaci a tvorbu biofilmu na referenénich

kulturach nebo na izolatech ziskanych z ptirozeného prostredi.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Rod Capnocytophaga

Bakterie rodu Capnocytophaga jsou klouzavé komenzalni bakterie. Jsou soucasti lidské
a zvifeci mikroflory dutiny ustni [Renzi et al., 2018]. Infekce bakteriemi z rodu
Capnocytophaga je ulidi vzacna [Chesdachai et al., 2021]. U imunokompromitovanych
pacientti mohou zptsobovat bakteriémie a systémové infekce [Ehrmann et al., 2013]. Cely rod
Capnocytophaga obsahuje 14 druhti. Konkrétni kmeny rodu Capnocytophaga jsou uvedeny
v tabulce 1 [LPSN, 2023].

Tabulka 1 — Seznam a rozdéleni rodu Capnocytophaga
Lidska dutina ustni Zviteci dutina Gstni

Capnocytophaga bilenii Capnocytophaga canimorsus
Capnocytophaga endodontalis Capnocytophaga canis
Capnocytophaga felis Capnocytophaga cynodegmi
Capnocytophaga gingivalis Capnocytophaga stomatis
Capnocytophaga granulosa
Capnocytophaga haemolytica
Capnocytophaga leadbetteri
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga periodontiti
Capnocytophaga sputigena

Druhy C. gingivalis, C. granulosa, C. haemolytica, C. leadbetteri, C. ochracea,
a C. sputigena jsou soucasti lidské ustni mikroflory [Chesdachai et al., 2021]. Jsou oportunnimi
patogeny spojovanymi S periodontalnimi onemocnénimi [Suzuki et al., 2018]. Druhy
C. canimorsus, C. canis a C. cynodegmi jsou komenzalové dutiny ustni pst a kocek
[Chesdachai et al., 2021]. K této skupin¢ byl ptidan C. stomatis, ktery je také soucasti zviteci
dutiny ustni a vyvolava u ¢lovéka mirné infekce [Renzi et al., 2018]. C. cynodegmi zpisobuje
lokalizované infekce a C. canimorsus mize byt u ¢lovéka puvodce systémovych infekci
[Ciantar et al., 2005]. Tato prace je piedevS$im zaméfena na zvifeci druhy rodu
Capnocytophaga.
1.1.1 Taxonomie

Bakterie rodu Capnocytophaga se taxonomicky fadi do podiise Negibacteria, kmene
Bacteroidetes, tifidy Flavobacteriia, tadu Flavobacteriales, celed’i Flavobacteriaceae,
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[ITIS, 2023]. Flavobacteriaceae jsou gram negativni, nesporulujici, kratké nebo stiedné dlouhé
az vlaknité tycky, které jsou bud’ nepohyblivé, nebo se pohybuji klouzanim. Kolonie mohou
byt kulaté nebo nerovnomérné az rhizoidalni, kuzelovité az ploché, mohou byt zapusténé
do agaru nebo k nému ptiléhat. Obvykle nemaji pigment, pokud schopnost tvorby pigmentu
maji, tvoii svétle az jasné zluté nebo oranzové zabarveni. Rist je obvykle aerobni, ale nékteré
rody jsou mikroaerobni az anaerobni. Metabolismus mlze byt respiratni nebo fermentacni
s kyslikem jako akceptorem elektrond, s vyjimkou nékolika druhli, které jako akceptor
elektroni vyuzivaji dusi¢nany nebo dusitany. Obvykle je pfitomna katalaza a oxidaza
[Whitman et al., 2015].

Organismy jsou nejCasteji izolovany z pidy nebo ze sladké, brakické, moiské vody
VvV mirné, tropické 1 polarni oblasti. Nékteré druhy se vyskytuji v potravinach a mlécnych
vyrobcich. Maji schopnost tvofit biofilm v riznych prostiedich. N&jaké druhy jsou patogenni
pro clovéka a teplokrevné Zivolichy, jiné jsou patogenni pro sladkovodni a moiské ryby,
obojzivelniky a plazy. Neidentifikovani ¢lenové Flavobacteriaceae se mohou vyskytovat
ve sttevech hmyzu nebo amébach. Mezi piibuzné organismy patti celed’ ,,Blattabacteriaceae *
a Cryomorphaceae [Whitman et al., 2015].

Zastupci rodu Capnocytophaga maji spolecné kolonialni a bunééné znaky, které jsou
charakteristické pro bakterie schopné klouzat po pevném povrchu. Do skupiny klouzavych
bakterii se fadi Myxococcus, Cytophaga, Flexibacter, ale jedna se o acrobni mikroorganismy.
Capnocytophaga spp. je schopna ristu pouze za zvySené hladiny oxidu uhli¢it¢ého nebo
za anaerobnich podminek, proto byl v roce 1979 navrzen vlastni rod [Leadbetter et al., 1979].
Do rodu Capnocytophaga byly zafazeny druhy Capnocytophaga canimorsus, C. ochracea,
C. sputigena a C. gingivalis [Butler, 2015]. V roce 1989 byl ptidan C. cynodegmi [Brenner et
al., 1989]. Tento rod vsak obsahuje vice druhu, viz vyse.

Rod Capnocytophaga je soucasti skupiny HACEK, ve které bakterie maji schopnost
zpusobit endokarditidu, artritidu, osteomyelitidu nebo periodontitidu. Soucasti této skupiny
jsou oralni mikroorganismy jako Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Aggregativacter
aphrophilus, Cardiobacterium hominic, Eikenella corrodens, Haemophilus aphrophilus,
Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus paraphrophilus, a Kengella kingae [Piau et al.,
2013].

1.1.2 Metabolismus

Bakterie rodu Capnocytophaga jsou fakultativné anaerobni a kapnofilni (vyzadujici oxid
uhlicity) bakterie [Gaastra et Lipman, 2010]. Nazev je odvozen od feckého ,,kapnos“ (kouf),
protoze bakterie potiebuje k rustu CO2 [Chanqueo et Morales, 2019]. Dale ,,cytos“ (buiika),

16



phagein “(jist), aproto vyznam slova ,.cyfophaga® znamena pozira¢/travi¢ bunéénych
stén/bun¢k. Slozenim jednotlivych slov vznika ,,Capnocytophaga®, tedy pozira¢ oxidu
uhlic¢itého [Leadbetter et al., 1979].

Metabolismus je fermentativni, kdy hlavnim kone¢nym produktem je acetat a sukcinat.
Rod Capnocytophaga mutize vyuzivat riizné sacharidy (glukoza, dextran, glykogen, inulin nebo
Skrob) jako fermentované substraty a zdroje energie [Gaastra et Lipman, 2010]. Fermentovany
a rozkladany nejsou agar a celuloza [Leadbetter et al., 1979]. Bakterie je katalaza, oxidaza,
O-nitrofenyl-B-D-galaktosid (ONPG) a arginindihydrolaza pozitivni. Ureaza, nitrat, indol,
DNaza, lysin, ornitin je negativni [Gaastra et Lipman, 2010]. Biochemické testy

pro C. canimorsus, C. cynodegmi, C. canis jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 — Biochemické testy C. canimorsus, C. cynodegmi, C. canis. Prevzato, upraveno podle
[Suzuki et al., 2018].

Druh biochemického testu | C. canimorsus C. cynodegmi C. canis
Frukt6za - + +
Glukoza + + +
Hydrolyza eskulinu + + -
Katalaza + + +
Laktoza + + +
Maltéza + + +
Manitol - - -
Manoéza + + +
Orto-nitrofenyl-P-galaktosid + + +
Oxidaza + + -
Potieba CO> + + +
Produkce indolu - - -
Rafinoza - + -
Sacharo6za - + +
Ureaza - - -
Xyloza - - -

I3

Poznamka: ,,+* — pozitivni reakce, ,,-* — negativni reakce

1.1.3 Morfologie a kultivace

Capnocytophaga spp. jsou morfologicky dlouhé, rovné nebo mirné zakiivené vietenovité
nebo vlaknité gram negativni bacily [Chanqueo et Morales, 2019; Gaastra et Lipman, 2010].
Jsou 0,42-0,6 x 2,5-5,7 um velké s kulatymi konci. Buiiky nejsou rozvétvené, oplasténé nebo
Sroubovité [Leadbetter et al., 1979]. Mikroskopicky nalez C. canimorsus je zobrazen

na obrazku 1.
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Obrdzek 1 — Gramovo barveni Capnocytophaga canimorsus, zvétSeni 10x100 (prevzato, upraveno podle [Yang
et al., 2021])

Zastupci rodu Capnocytophaga maji schopnost pohybovat se klouzanim bez pouziti
bi¢ikd. Zdrojem energie je protonova hnaci sila. Pomoci klouzani pii kontaktu s povrchem je
mozny pohyb pies biologické bariéry, napadeni hostitelské buiiky nebo vystup z ni [Piau et al.,
2013]. U klouzavych bakterii bylo dokazano, ze hlavni slozkou membrany jsou kapniny
(2-amino-3-hydroxy-15-methylhexadekan-1-sulfonova kyselina a  1-deoxy-15-methyl-
hexydekasfinganin-1-sulfonova kyselina) [Godchaux et Leadbetter, 1983].

Morfologie bakterialnich kolonii riznych izolata C. canimorsus a C. cynodegmi se na
krevnim agaru nelisi. Po 24-48 hodinach inkubace nejsou kolonie viditelné, jelikoz jsou piilis
drobné. Po 4-5 dnech jsou vytvoreny viditelné kolonie, které mohou byt vypouklé nebo ploché,
nepravideln¢ ohrani¢ené [Chanqueo et Morales, 2019]. Kolonie netvoii hemolyzu, jsou lesklé
ana okraji se tvoii prstovité vybézky. Zabarveni kolonii mize byt od riizové po Zlutou [Gaastra
et Lipman, 2010].

Samostatna kultivace mikroorganismu je naro¢nd, protoze ma specifické pozadavky na
ziviny. Pro svij rast vyzaduje velké mnozstvi exogenniho Zeleza. Roste pomalu na krevnim
agaru (5 % krve) (KA) nebo na dokoladovém agaru (CA) [Gaastra et Lipman, 2010]. Kultivace
je provadéna pti 37 °C v 5% CO; atmosféte [Suzuki et al., 2018].

Kultivaci Capnocytophaga spp. zkoumal Ehrmann s kolegy. Pro testovani byla pouZzita
neselektivni média jako KA a CA, na kterych vyrostly referenéni kmeny i klinické izolaty.
Detekci Capnocytophaga spp. narusovala komenzalni mikroflora dutiny ustni, aby se dosahlo
selektivity pudy, byly pfidany antimikrobidlni latky. Jejich vysledky testovanych kultivacnich
medii jsou uvedeny v tabulce 3 [Ehrmann et al., 2013].
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Tabulka 3 — Ruist Capnocytophaga spp na kultivacnich médiich (prevzato, upraveno dle [Ehrmann et
al., 2013])

Médium KA/CA VCAT CAPE BCBA VK
Vankomycin (1)
Kolistin (3,75) Vankomycin
Antibiotikum s 4dne Amfotericin B Colistin (10) Bacitracin (7,5)
(mg/l) zadne (0,5) Aztreonam (2) (50) Kanamycin
Trimethoprim (100)
(1.5)

¢ista kultura/ y . 4. . , o
cista kuftura pocet kmentl schopnych riistu/pocet testovanych kmenti

klinicky izolat

C. ochracea 3/3 3/3 3/3 2/3 3/3
C. sputigena 3/3 3/3 2/3 2/3 2/3
C. gingivalis 33 2/3 33 2/3 3/3
C. granulosa 3/3 1/3 3/3 1/3 1/3
C. haemolytica 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1
C. leadbetteri 1/1 1/1 0/1 0/1 1/1
C. canimorsus 1/1 0/1 1/1 0/1 1/1
C. cynodegmi NT NT NT NT NT

Pozndamka: KA — krevni agar, CA — cokolddovy agar, NT — netestovino

1.2 Biofilm

Je znadmo, ze piiblizné 80 % bakteridlni populace na Zemi je za urCitych podminek
schopno tvofit biofilm [Silha et al., 2021]. Biofilmy poskytuji ochranny mechanismus proti
antimikrobidlnim latkdm a imunitni reakci hostitele. Az 80 % chronickych a rekurentnich
infekci souvisi s biofilmem. Mikroorganismy jsou 10krat az 1000krat odolné&jsi vuci

antibiotikim nez planktonické bunky [Fabre et al., 2021].
1.2.1 Tvorba biofilmu

Biofilm je organizovany shluk mikroorganismua, které ziji ve vlastni matrici
extracelularnich polymernich latek. Ta je pfipojena k biotickému nebo abiotickému povrchu.
Biofilm je tvofen béhem nékolika fazi, které se neustale opakuji. V' prvni fazi mikroorganismy
adheruji k povrchu nebo k sobé navzajem. Bakterie ptilnou k povrchu reverzibilné pomoci
slabych interakci (napiiklad van der Waalsovy sily) [Yin et al., 2019]. Ve fazi druhé vznikaji
mikrokolonie [Tolker-Nielsen et al., 2015]. Kolonizace mikroorganismy je ireverzibilni proces,
kdy jsou vyuzity silngj$i hydrofilni nebo hydrofobni biciky, pili, lipopolysacharidy,
exopolysacharidy, adhezivni proteiny vazajici kolagen. Dale probiha vyvoj biofilmu, kdy
se vicevrstevné bunky hromadi a produkuji extracelularni polymerni latky, které jsou nasledné
vylu¢ovany. Jako ¢tvrtou fazi miizeme oznacit zrani biofilmu, kde se stabiln¢ tvoii trojrozmérna

struktura, ktera obsahuje kanalky pro distribuci zivin a signalnich molekul biofilmu [Yin et al.,

19



2019]. Béhem posledni faze dochazi k uvolnéni jednotlivych kolonii. Disperze biofilmu mize
nastat napiiklad pii nedostatku zivin, intenzivni konkurenci nebo pterostlé populaci. Mize
se uvolnit ¢ast nebo cely biofilm, ktery se nasledné mize uchytit na jiném misté [Vabeng et al.,
2015]. Neustala obnova tvorby biofilmu umozinuje mikroorganismiim se piizpusobit na riizna

extrémni prostiedi [Yin et al., 2019]. Cyklus tvorby biofilmu je zobrazen na obrazku 2.

S 1. Adheze
5 DEI;V \
L
Tvorba biofilmu
2. Kolonizace
L
© protein e lipid = nukleova kyselina $ polysacharid =& mikroorganismus

Obrazek 2 — Tvorba biofilmu, (prevzato, upraveno dle [Yin et al., 2019])

Po vytvoteni prvni vrstvy jsou pfipojovany dalsi bunky, které jsou bud’ stejné nebo
druhové jiné. Biofilm muize nabyvat tvaru ,,houby* nebo ,,véze*. Pokud je vice jak 100 vrstev,
jsou bakterie uspofadany podle jejich metabolismu a aerotolerance. Anaerobni bakterie
se vyskytuji v hlubsich vrstvach kvili neptitomnosti kysliku [Vabeng et al., 2015].

Biofilm ma schopnost quorum sensing, coz je skupinové chovani mikroorganismu.
Mikroorganismy reguluji svoji genovou expresi podle zmén hustoty bunék v populaci [Yin et
al., 2019]. Regulace reakce na hustotu bun¢k probiha tak, ze bakterie si vyrabé&ji a uvoliuji
malé difuzni signalni molekuly. Tyto molekuly reguluji chovani bunky (produkce exofaktori,
které podporuji rist, motilitu nebo tvorbu biofilmu). Pfi vysoké hustoté bunck se zvysi
produkce signalnich molekul, funguje zde pozitivni zpétna vazba [West et al., 2012].

1.2.2 Biofilm a rod Capnocytophaga

Fabre a kolektiv se zabyvali tvorbou biofilmu u Capnocytophaga sputigena. Produkce
biofilmu klinického izolatu byla vyznamné vysSi nez produkce referencniho kmene, jak
po 24 hodinach, tak po 48 hodinach. Klinicky izolat svoji produkei od 24 do 48 hodin vice nez
zdvojnasobil na rozdil od referenéniho kmene [Fabre et al., 2021]. Dalsi publikace spojena
s tvorbou biofilmu se zabyvala C. gingivalis. Nalez dentalniho biofilmu byl potvrzen u zubnich

implantati nebo u komponent implantatd [Piau et al., 2013]. Tvorba biofilmu spojena
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s C. canimorsus je zminéna u kazuistiky z Finska, kdy 73lety muz mél aortalni chlopen
nahrazenou mechanickou protézou. Jalava-Karvinen et al. zminuji, Ze je mozna tvorba biofilmu
na materialech tvoficich protézy. Proto byla pacientovi podavana Supresivni terapie

amoxylinem-klavulanatem [Jalava-Karvinen et al., 2018].

1.3 Capnocytophaga canimorsus

Capnocytophaga canimorsus se bézné vyskytuje u kocek a psu v dutin€ ustni [Hannon et
al., 2020]. Byla objevena Centrem pro kontrolu nemoci (CDC) v roce 1961. Nejprve byla
bakterie klasifikovana jako dysgonicky fermentor-2 (DF-2). Nazev byl zménén a druhové
oznaceni odvozeno z latinského ,,canis “ a ,,morsus “, coz znamena psi kousnuti. [Chanqueo et
Morales, 2019]. Pti pokousani, poskrabani nebo kontaktu se psy ¢i kockami mize dojit
ke generalizované infekci touto bakterii, a i pfes uziti antibiotik miZze septicky Sok

z 30 % zpisobovat smrt [Renzi et al., 2018].
1.3.1 Kultivace

Jak uz bylo zminéno vySe, Organismus je povazovan za obtizn¢ kultivovatelny, protoze
ma specifické pozadavky na riistové faktory a Ziviny a potfebuje pro svij rust velké mnoZzstvi
exogenniho Zeleza [Gaastra et Lipman, 2010]. Roste pomalu na KA nebo na CA v 5-10% CO»
atmosfére [Ciantar et al., 2001]. Naockované misky je nutné inkubovat pii 37 °C alespon
4-5 dnl [Gaastra et Lipman, 2010]. C. canimorsus ma malé (cca 1-2 mm), miné vystouplé
pruhledné/Sedavé kolonie na krevnim agaru [Zangenah et al., 2016]. Narust kolonii

C. canimorsus na krevnim agaru je zobrazen na obrazku 3.

Obrdzek 3 — Ruist C. canimorsus na krevaim agaru, inkubovdno 5 dni, pii 37 °C, v 5% CO; atmosfére,
viastni fotografie
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1.3.2 Antibioticka citlivost

Bakterie je citliva na penicilin, cefalosporiny tfeti generace, karbapenemy, klindamycin,
doxycyklin, chloramfenikol, imipen, erythromycin, vankomycin, rifampicin a chinolony
[Sandoe, 2004]. Doporu¢ena empiricka antitioticka 1é¢ba C. canimorsus je
peniciclin/amoxicilin nebo cefalosporin tfeti generace [Cadre et al., 2019]. Rezistentni je
na aztreonam, trimethoprim, fosfomycin a aminoglykosidy. Byla popsana i tvorba

beta-laktamaz, proto by se méla testovat citlivost i na toto antibiotikum [Oliveira et al., 2021].

1.3.3 Faktory virulence

Gram negativni bakterie maji soubor povrchovych polysacharidi, které prispivaji
patogenité i komensalismu. Mezi povrchové antigeny patfi lipopolysacharidy (LPS), kapsularni
polysacharidy (CPS) nebo exopolysacharidy (EPS). LPS je hlavni slozka membrany a jedna
Z nejvice prozanétlivych bakteridlnich sloucenin. Je slozen z 3 ¢asti: lipid A, zodpoveédny
za spusténi zanétu, jaderny oligosacharid a O antigen. U C. canimorsus je LPS 100x méné
endotoxicky nez LPS u E. coli [Renzi et al., 2016].

Diky CPS je C. canimorsus odolna vici fagocytéze polymorfonuklearnimi leukocyty
a makrofagy [Renzi et al., 2016]. Dale CPS zvysuji u bakterie odolnost vi¢i polymyxinu B
avaci 10% lidskému a krali¢imu séru [Hess et al., 2017]. CPS je pravdépodobné slozeny
z opakujicich se jednotek O antigenu [Renzi et al., 2016]. Kapsularni sérotypizace identifikuje
5 sérovart (A-E) [Hess et al., 2017]. Polysacharidy typu A, B, C byly izolovany z kment
nalezenych u ¢lovéka. Tyto kmeny jsou vici lidem virulentn&jsi nez ostatni, ale jejich vyskyt
byl prokazan jen ve velmi malém mnozstvi (cca u 7 % psu). Lze tedy piedpokladat,
ze nebezpeéné kmeny nese malo psu [Renzi et al., 2018]. Hess et al zkoumali zastoupeni
sérovart u C. canimorsus ziskanych zizolati zlidskych infekci. Ze souboru 25 izolatt
C. canimorsus z lidskych infekci bylo identifikovano imunochemicky pomoci antisér
5 kapsularnich sérovart (A, B, C, D, E). Tedy z vySetfované sbirky izolati jich 88 %
odpovidalo sérovarim A, B nebo C, toto zastoupeni je zobrazeno na obrazku 4A. Dale
identifikovali kapsularni sérovary A, B a C C. canimorsus izolované ze psi tlamy. K dispozici
méli 52 psich izolati, které pomoci imunochemickych metod s vyuzitim antisér identifikovali.
Zatimco u lidskych izolatt byly zastoupeny sérovary A, B, C, D a E, u psich izolat zlstalo
65 % netypizovatelnych, procentualni zastoupeni jednotlivych sérotypd je zobrazeno
na obrazku 4B [Hess et al., 2017].
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Obrazek 4 — Graf — zastoupeni kapsuldrnich sérovarii, A — prevalence kapsuldrnich sérovarii A-E v izoldatech
C. canimorsus z lidskych infekci, B — prevalence kapsularnich sérovarii C. canimorsus Z izolati ze psi tlamy
(prevzato, upraveno podle [Hess et al., 2017]).

Mezi dalsi faktory virulence C. canimorsus patii odbouravani peroxidu vodiku
ve fagocytarnich vakuolach. Diky této vlastnosti pieziva ve fagocytech. Také je v séru odolna
vuci komplementu. Pro prostup tkdnémi muze vyuzit klouzavy pohyb a tim se dostat
do krevniho fecisté. Bakterie dale obsahuje sialidazu, ktera ji pomaha ziskavat z povrchu
hostitelské bunky aminocukry z glykoproteini [Butler, 2015]. Je schopna ziskavat Zelezo
z transferinu a proliferovat v lidském séru, dale umi deglykosylovat hostitelské glykoproteiny
a imunoglobuliny (lg) [Suzuki et al., 2018] acytochrom-oxidazu [Renzi et al., 2018].
Pii vlozeni bakterie do lidské krve nebo kultury kultiva¢nich makrofagi vyvolava vyplavovani
méné prozanctlivych cytokini a oxidu dusnatého néz jiné bakterie, timto muze uniknout
imunitnimu systému [Butler, 2015].

1.3.4 Onemocnéni

Onemocnéni vyvolané C. canimorsus se u lidi z 60 % projevuje po pokousani psem, ale
rozvinout se mize i po kontaktu napt. olizovanim. Expozice ko¢kou byly mnohem méné Casté,
vyskytovaly se u3 % pripadi [Butler, 2015]. Onemocnéni se muze projevit 1.-7. den
po rizikovém kontraktu se psem nebo kockou. Mezi typické projevy patii horecka, dusnost,
malatnost a lokalizovana celulitida v misté infekce [Hundertmark et al., 2019]. Schopnosti
bakterie je expanze do organismu, kdy je patrny jen minimalni zanét v misté kousnuti. Bakterie
se dostane do krevniho ob&hu a dochazi k bakteriémii. V krevnim natéru je nasledné velké
mnozstvi bacilii v polymorfonuklearnich neutrofilech (PMN) [Butler, 2015].

Bakterie mtize zptisobovat sepsi, meningitidu nebo endokarditidu [Zangenah et al., 2016].
Mezi nejcastéjsi projevy patii sepse, druhym nejcastéjSim projevem je meningitida. S téZkou
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sepsi a septickym Sokem je spojena purpura, petechie, diseminovana intravaskularni koagulace
(DIC), hemolyticko-uremicky syndrom nebo tromboticka trombocytopenicka purpura. Pii pitvé
bylo odhaleno krvaceni do nadledvin, které je typické pro Waterhouse-Fruderichsentv
syndrom. Mozny symptom je i gangréna vedouci k amputaci prstii nebo koncetin, provazet
infekci mohly bolesti bficha, prijem nebo infarkty myokardu [Butler, 2015].

Pokud dochazi k bakteriémii nebo sepsi, tak C. canimorsus patii k smrtelnym bakteriim.
Mortalita se pohybuje od 25 % do 60 % a pravdépodobné miize byt zpisobena pomalou detekci
a identifikaci bakterie. Infekci C. canimorsus jsou ohrozeni prevazné muzi nad 50 let [Oliveira
et al., 2021]. dale lidé se splenektomii, hyposplenismem, imunosupresi ¢i se sklonem
k alkoholismu [Hannon et al., 2020]. Vyssi riziko nakaZeni hrozi veterinaiim, chovatelim

a majitelim psu a koc¢ek [Gaastra et Lipman, 2010].

1.3.5 Piiklady onemocnéni &lovéka v Ceské republice

V Ceské republice bylo zaznamenéano nékolik piipadii nakazeni C. canimorsus. Mezi tyto
piipady muzeme zafadit kazuistiku, ktera se tyka 62leté zeny. Ta mé¢la dvé malé povrchové
ranky od psiho kousnuti. V 10 letech ji byla odebrana slezina a od té doby byla zdrava. 36 hodin
po kousnuti psem dostala hore¢ku, méla svalové potize a celkovou slabost. Pacientce byly
provedené biochemické a hematologické testy a poddna infuze. Po zlepSeni stavu byla
propusténa z nemocnice. Za 2 dny se pacientka vratila zpét do nemocnice a byla piijata
na jednotku intenzivni péce s klinickym obrazem septického Soku. Byla nasazena empiricka
kombinace Sirokospektrych antibiotik (piperacilin, tazobaktam a ciprofloxicin). Dale bylo
poddno mnoho jednotek plazmy, protoze byla pfitomna diseminovand intravaskuldrni
koagulace (DIC) a tézka trombocytopenie doprovazena petechiemi. 5. den po pfijeti byla
V hemokulturach odhalena masivni infekce gram negativnich bakterii, které byly identifikovany
jako Capnocytophaga canimorsus. Klinicky stav pacientky se postupné stabilizoval. Nez byla
vyndana trachealni trubice, pacientCin stav se zhorsil. Byla ji diagnostikovana sekundarni
infekce zptsobena Enterococcus faecium a Candida albicans. Byla nasazena antibiotika
vankomycin a flukonazol. Probéhla uspésna rehabilitace a 103. den od pfijeti byla propusténa
zdrava domu [Hloch et al., 2014].

Ve druhé uvedené kazuistice se jedna 0 74letého muze, ktery pocitoval bolest hlavy
a ztuhlost sije. Muz mél v anamnéze 1é¢eny kompenzovany diabetes mellitus 1. Také byl 1é¢en
na arterialni hypertenzi, dislipidemii a jaterni steatozu. Prodé€lal cholecystektomii, operaci
biisni kyly a ¢astecnou resekci zaludku. Jelikoz byl u muZze pfitomen meningealni syndrom byl

pacient pfevezen na infekéni odd€lni, kde bylo provedeno celkové vysetieni. Jako 1é¢ba byla
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nasazena kombinovana terapie intravendznim dexamethazonem a ceftriaxonem. Pacient byl
pievezen na jednotku intenzivni péCe Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Po nékolika
kultivacich, které byly netspésné, byly vyuzity molekularné biologické metody. Naslednym
sekvenovanim bakterialni DNA byla identifikovana Capnocytophaga spp., kterou nebylo
mozné vice specifikovat. Ve stejné dobé se na anaerobni kultivaci mozkomiSniho moku
na Schaedlerové agaru zacaly objevovat malé¢ prihledné kolonie. Mikroskopicky byly
vyhodnoceny gram negativni tycky a pomoci MALDI-TOF byla identifikovana
Capnocytophaga canimorsus. Terapie antibiotiky byla upravena na intravendzni podani
ceftriaxonu a celkovy stav pacienta se po aplikaci antibiotik zlepsil. Pti rekonvalescenci
si pacient vzpomnél, Ze ho pokousal 4mési¢ni ov¢ak na pravém bérci piiblizn¢ 14 dna pred
nastupem prtiznakt. 2 tydny po pfijeti pacienta do nemocnice byla 1éba antibiotiky ukoncena
a nasledujici den byl zdravy propustén [Prasil et al., 2020].

Treti kazuistika je zamétena na 38letého muze, ktery trpél 2 dny vysokymi horeckami
se zimnici, tfesavkou a bolestmi v hornich a dolnich koncetinach. Pacient byl kuidk a alkoholik.
4 dny ptfed hospitaci byl pokousan psem do levé ruky. Drobnou ranu nevyplachoval
a nedezinfikoval. Proto se u pacienta rozvinula tézka sepse. Byl mu podavan aktivovany
protein C v davce 24 pgkg/hod po dobu 96 hodin. Pomoci PCR byla detekovana
Capnocytophaga canimorsus. Jako antibioticka 1écba byl podavan ampicilin-sulbactan
a ciprofloxacin. 3. den od hospitalizace doslo k rozvoji syndromu akutni respira¢ni tisné. Byla
potieba plicni ventilace. Kviili oboustranné ventilatorové pneumonii byla upravena antibioticka
1écba na cefuroxim, amikacin a kotrimoxazol. Po 1é¢b¢ antibiotiky doslo ke zlepSeni stavu

pacienta a ten byl 23. den od zacatku hospitalizace propustén [Freibergerova et al., 2007].

1.4 Capnocytophaga cynodegmi

Capnocytophaga cynodegmi byla diive pojmenovana jako dysgonicky fermentor 2-like
[Brenner et al., 1989]. Je b&Zzny komenzal ustni dutiny pst a kocek s prevalenci az 86 %.
C. cynodegmi a C. canimorsus jsou fenotypové a genotypoveé podobné [Manfredi et al., 2015].
C. cynodegmi se od C. canimorsus lisi tim, Zze fermentuje sacharézu, rafinozu, inulin
a melibidzu a Castéjsi kultivaci z kousnuti [Butler, 2015]. C. cynodegmi ma kolonie na krevnim
agaru velké 2-3 mm, konvexni, prisvitné az matné [Zangenah et al., 2016]. Barva kolonii mtze
byt od bilé az po Zlutou. Ruznorodost kolonii je zobrazena na obrazku 5. C. cynodegmi je
povazovana za mén¢ virulentni patogen nez C.canimorsus. Hlasené ptipady zahrnovaly
ptevazné infekci ran [Manfredi et al., 2015]. Vétsina kmend je citliva na empirickou 1é¢bu

ampicilinem spolu s kyselinou klavulanovou [Zangenah et Bergman 2015].
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Obrazek 5 — Rust C. cynodegmi na krevnim agaru, inkubovdno 5 dni, pri 37 °C, v 5% CO; atmosfére,
viastni fotografie

1.5 Typizace mikroorganismi

Typizace se zabyva Clenénim mikroorganismi. Systémy typovani definuji specifické
charakteristické vlastnosti objektu. Jde o postupy, Které jsou specifické pro ruzné fenotypové
nebo genetické parametry. Tyto postupy mohou byt obecné pro mikrobidlni druh nebo druhoveé
¢i rodove specifické [Van Belkum et al., 2001]. Identifikace bakterii je provadéna ptes rizné
fenotypové vlastnosti. Organismy jsou roziazeny do skupin na zakladé morfologickych znakl
(makro/mikroskopické znaky, barveni), fyziologickych metabolismil (nutriéni pozadavky,
produkty fermentace, podminky ristu) a schopnosti tvofit spory [Ciantar et al., 2005]. Mezi
fenotypové techniky mizeme =zafadit sérotypizaci, biotypizaci, testovani citlivosti
na antibiotika. Metody geneticka typizace jsou sekvenovani celého bakterialniho genomu,
sekvenovani jedné nebo vice genetickych oblasti, polymorfismus délky restrik¢énich fragmenta
(RFLP), gelova elektroforéza v pulznim poli a dalsi [Foxman et al., 2005].

Fenotypové vlastnosti vytvortily zaklad klasifikace pro bakterialni rody. Tyto vlastnosti
jsou nespecifické, protoze se liSi napiiklad pii stafi kolonii, pfi rlznych podminkéch.
| standardizace laboratofe muze ovlivnit zafazeni do skupiny [Ciantar et al., 2005].
Pfi neprukaznosti fenotypovych udaju jsou vyuzivané molekularni metody [Van Dam et al.,
200]. Dostupnost molekularné biologickych metod zménila bakterialni systematizaci. Zasadni
zménu v uréovani fylogeneze prokaryot provedlo sekvenovani rRNA. U bakterii je gen
16S rRNA univerzalné distribuovany a vysoce konzervovany. Diky jeho konzervaci je mozné
gen amplifikovat pomoci PCR a nasledn¢ identifikovat bakterie [Ciantar et al., 2005]. RozliSeni
genotypu mikroorganismu vyuzivame U taxonomie, vyzkumu na objasnéni evolu¢ni dynamiky

nebo fylogenetickych vztahii, populacni genetiky mikroorganismu [Van Belkum et al., 2001].
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1.6 Molekularné biologicka detekce

Identifikace Capnocytopha spp. jako ptivodce nemoci je obtizna a komplikovana.
Konvenéni biochemické testovani v mnoha piipadech neposkytuje relevantni odpovédi. Dal§im
aspektem muze byt pomaly riist bakterie, kterd jest¢ vyzaduje specifické podminky, naptiklad
zvySeny CO», ¢okoladovy agar nebo selektivni média s antibiotiky [Prasil et al., 2020].
Polymerazova fetézova reakce a sekvenovani mohou pomoci urychlit diagnostiku a identifikaci

jednotlivych druh [Lloret et al., 2013].

1.6.1 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Polymerdzova fetézova reakce je amplifikacni technika, kterd generuje zasobu
specifického segmentu DNA (tj. amplikonu) a to pouze z malého mnozstvi vychoziho materialu
(tj. templatu DNA nebo cilové sekvence) [Lorenz, 2012]. Pro provedeni PCR potiecbujeme
templatovou DNA, primery, nukleotidy a DNA polymerazu, kterd je klicovym enzymem,
co replikuje DNA a spojuje jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku PCR produktu.
[Maheaswari et al., 2016].
1.6.1.1 Prabéh PCR

Pro PCR musi byt nejprve extrahovana nukleova kyselina ze vzorku. 1zolace se provadi
tepelnymi, chemickymi nebo enzymatickymi metodami. Nasledné je nukleova kyselina
pridavana do reak¢éni smési, ktera obsahuje primery, polymerazu a aditiva, které optimalizuji
aktivitu polymerazy. Mezi aditiva patii pufr, MgCly soli, deoxynukleotidy a enzymy.
Zkumavka s PCR smési se umisti do termocykleru, kde se opakuji tfi kroky: denaturace,
annealing a elongace DNA. Cely cyklus PCR je zobrazen na obrazku 6 [Maheaswari et al.,
2016].
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Obrazek 6 — Polymerdzova retézova reakce (PCR), dsDNA — double stranded DNA, ssDNA — single
stranded. (prevzato, upraveno dle [Maheaswari et al., 2016])

Pti 92-95 °C DNA fetézec denaturuje. Dochazi k separaci DNA fetézct na 2 jednoduché.
Dale pti 50-70 °C nasedaji primery na denaturovanou templatovou DNA, kdy forward primer
naseda na vlakno specifické a reverzni primer naseda na komplementarni vlakno. Prodluzovani
fetézce probiha pii 72 °C za ucasti DNA polymerazy, ktera nasedd na primery a syntetizuje
nova komplementarni vlakna. Tyto kroky se opakuji v 30-40 cyklech [Gupta, 2019; Ramesh et
al., 1992].

Po ukonc¢eni amplifikace je vysledny amplikon rozdélen pomoci elektroforézy probihajici
na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu [Maheaswari et al., 2016]. Gel je nutné obarvit,
kvuli vizualizaci nukleovych kyselin. NejbéZznéjsim barvivem je ethidium bromid. Mezi dalsi

barviva, kterd jsou méné¢ toxickd a jsou schopnd se navazat na nukleovou kyselinu, patii
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methylenova mod#, Crystal Violet, Sybr Safe, Gel Red [Lorenz, 2012]. Produkty se na gelu
rozd€luji podle velikosti a zobrazuji se jako jeden prouzek odpovidajici amplifikované
sekvenci. Amplikony jsou viditelné pod ultrafialovym svétlem [Maheaswari et al., 2016].
1.6.1.2 Vyhody a nevyhody PCR

Vyhody polymerazové tfetézové reakce jsou snadna kvantifikace, vétsi citlivost, rychla
analyza, pfesnost, reprodukovatelnost, kontrola kvality a miniméalni kontaminace. Dale PCR
umoziiuje piesnou kvantifikaci bakteridlnich kmend s odlisSnym fenotypem. Lze analyzovat
vEtsi mnozstvi vzorkd najednou. Nemusime vyuZivat Zivotaschopné buiiky, proto je PCR
vhodna tfeba pro anaerobni bakterie, u kterych by pfii pfevozu mohlo dojit k usmrceni
[Maheaswari et al., 2016]. Nevyhodou naopak je, ze pokud PCR neprobéhne spravné, mizou
se objevit nespecifické produkty DNA, které se na agar6zovych gelech jevi jako Smouha nebo
zebiik, nebo nedojde k vytvoifeni zadnych produktid. Mize také dojit K vytvofeni heterogenni
populace produkti PCR [Lorenz, 2012; Garibyan et Avashia, 2013].

1.6.2 Polymerazova fetézova reakce v realném cCase

Real time PCR je metoda, ktera je podobna konvenéni PCR. Probiha zde také amplifikace
DNA za vyuziti templatové DNA, termostabilni DNA polymerazy, primerti a nukleotidu.
Rozdilem mezi témito metodami je, ze u real time PCR miZzeme sledovat pribéh PCR
v realném cCase. [Artika et al., 2022]. Sledovani umoziuji fluorescenéni molekuly, které
se navazi na nukleové kyseliny [Navarro et al., 2015]. Vznikly signal odpovida mnozstvi PCR
produktu v reakci [Green et Sambrook, 2018]. Touto metodou je dosazeno vyssi citlivosti,
specificnosti, pfesnosti, nizkého rizika kontaminace a zkraceni doby analyzy oproti konvencni
polymerazové fetézové reakci [Navarro et al., 2015; Artika et al., 2022]. PCR v realném case
se vyuziva ke kvantifikaci cilovych nukleovych kyselin. Toho se vyuziva pro kvantifikaci
mRNA pfi analyze genové exprese a stanoveni virové zatéze klinického vzorku [Artika et al.,
2022].
1.6.2.1 Kvantifikace

Mnozstvi DNA ptitomné ve vychozi smési ur€uje mnozstvi vysledného amplikonu pro
provedené PCR. Kdyz je tedy na zac¢atku malo molekul DNA, bude mnozstvi vysledného
amplikonu malé. Pokud je vychozi mnozstvi molekul velké, bude i kone¢né mnozstvi produktu
velké. Kvantifikace nukleové kyseliny u real time PCR se provadi béhem exponencidlni faze.
Béhem této faze existuje piesny kvantitativni vztah mezi vychozim mnozstvim a mnoZzstvim

kone¢ného produktu. Detekci amplikonu béhem exponencidlni faze je mozné extrapolovat zpét
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na vychozi mnozstvi. Vytvotenim grafu se zévislosti PCR produktu proti po¢tu provedenych
cyklu, ziskame kiivku amplifikace PCR v realnim ¢ase [Artika et al., 2022].

Jednotlivé faze jsou linearni exponencialni a platd. Béhem exponencialni faze ma PCR
produkt optimalni amplifikacni periodu a zdvojnasobuje produkt po kazdém cyklu. Béhem této
faze je také dosazeno idealnich reakénich podminek. Pro vypocet dat se vyuziva intenzita
fluorescence v exponenciadlni fazi [Artika et al., 2022]. Nasleduje faze platd, kdy jsou
vyCerpané potiebné atributy na amplifikaci. Zde uz tedy k amplifikaci nedochazi [Wong et
Medrano, 2005]. Prib¢h kvantifikace je zobrazen na obrazku 7.

ARnN

2,000,000 -

faze plato

vzorek
1,000,000

faze exponencialni

prahova hodnota

() bez templatu
baseline bez templatu

I |
0 20 40
pocet cykli

Obrazek 7 — PCR v realném case, Amplifikacni graf, kde ARn znamenda rozdil fluorescencni emise
amplikonu v ¢asovém bodé a fluorescencni emise zakladni linie, Ct je prahovy cyklus, baseline
(zakladni linie) prah fluorescencniho signalu, signaly pod baseline jsou nedetekovatelné pristrojem
(prevzato, upraveno dle [Artika et al., 2022])

1.6.2.2 Zafizeni a soucasti

Pristroj pro real time PCR je slozen z termocykleru, ktery je dileZitou soucasti, protoze
udrzuje stejnou teplotu mezi v§emi jamkami. K dosazeni stejnych teplot se vyuZziva topny blok,
ohtaty vzduch nebo kombinace obou. Topné bloky méni teplotu pomaleji nez ohiaty vzduch,
to ma za nasledek delsi dobu amplifikace. Rozdil teplot mezi jednotlivymi jamkami by vedl
k rozdilné amplifikaci [Valasek et Repa, 2005]. Dale je soucasti integrovany zdroj excitaéniho
svétla (lampa, laser nebo Svétlo emitujici dioda), fluorescencni detekeni systém nebo fluorimetr
a software, ktery pievadi fluorescenéni zafeni na kiivku amplifikace DNA. Proto je zadouci

piidavat interkala¢ni barvivo nebo fluoroforem znac¢enou sondu [Navarro et al., 2015].
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Fluorescenéni znacky pro analyzu nukleovych kyselin mizeme rozdélit do 2 skupin.
Prvni skupina jsou interkala¢ni molekuly dvoufetézcové DNA, kdy mizeme pouzivat barviva
jako SYBR Green I, EvaGreen. Druha skupina zahrnuje molekuly, které znac¢ime fluoroforem.
Ty miizeme rozdélit do podskupin: primer sondy (Scorpions, Amplifouor®, LUX™), sondy
zpusobujici hydrolyzu (TagMan (obr.4A), MGB-TagMan, Snake test) nebo hybridizaci
(hybprobe nebo FRET, Molecular Beacons) a analogy nukleovych kyselin (PNA, LNA®,
ZNA™) [Navarro et al., 2015].
1.6.2.3 Vyhody a nevyhody

Vyhodou real time PCR je schopnost kvantifikovat nukleové kyseliny [Garibyan et
Avashia, 2013]. Metoda je vysoce citliva, protoze umozni detekci méné nez 5 kopii cilové
sekvence. To umoznuje analyzovat i malé mnozstvi vzorku. Dale mezi vyhody patii rychlost
analyzy. Cely proces je provadén izolovang, tedy béhem procesu nemuize dojit ke kontaminaci.
Vzorek, ktery projde real time PCR je analyzovdan a nejsou potieba zadné dodatecné
manipulace. Nevyhodou je nachylnost k inhibitorim PCR, které se vyskytuji ve vzorku.
Pro zamezeni inhibice se pouzivaji upravené DNA polymerazy, které jsou vii€i inhibici odolné.
Dale u RNA, ktera je mén¢ stabilni nez DNA, musi byt provedena izolace pecliveé, aby doslo
K odstranéni kontaminujicich nukledz a nedoslo k znehodnoceni vzorku. Nejvétsi omezeni
pro real time PCR je v lidské chybé [Valasek et Repa, 2005].

1.6.3 Dalsi typy PCR

RT-PCR je PCR spojena s reverzni transkripci. Tato metoda se pouziva k detekci mRNA,
pre-mRNA nebo jinych typi RNA [Rio, 2014]. Metoda je vysoce citliva. Mechanismus je
zalozen na amplifikaci cDNA z mRNA [Celik et al., 2021]. Pti vzniku cDNA z RNA pomaha
postupné nasedani primerd [Ramesh et al., 1992].

Dale muzeme vyuzivat kvantitativni PCR (qPCR), kterou kvantifikujeme pocatecni
mnozstvi nukleové kyseliny. Oznaceni kvantitativni PCR je star$i neZ real time PCR, protoze
u kvantitativni PCR mtzeme kvantifikovat mnozstvi nukleové kyseliny i z PCR a naslednych
gelovych testii. Terminy real time PCR a kvantitativni PCR se pouZivaji zaménitelng, nebo
v kombinaci, protoze stejné¢ jako qPCR je i real time PCR pouzivdna pro kvantifikaci
nukleovych kyselin [Valasek et Repa, 2005].

RT-gPCR vyuzivame pii analyze genové exprese. Kombinuje se zde tradicni RT-PCR
s pfenosem fluorescencni rezonan¢ni energie pomoci fluorogennich primerti. Reakce ma
nékolik krokl. Nejprve je izolovdna zcilové tkané RNA, diale je mRNA reverzné
transkribovana na cDNA, cDNA je pomoci specifickych primeri amplifikovana v realném

¢ase. Koncentrace vybraného transkriptu se po¢ita z exponencialni faze reakce [Wagner, 2013].
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Mezi dalsi ptiklady modifikovanych PCR patii hot start PCR [Green et Sambrook, 2018],
Touchdown PCR [Green et Sambrook, 2018] nebo multiplexni PCR [Elnifro et al., 2000].

1.6.4 Polymorfismus délky restrikénich fragment (RFLP)

Polymorfismus délky restrikénich fragmentl polymerazové fetézové reakce je metoda,
ktera byla zavedena vroce 1974 [Grodzicker et al., 1974]. Vyuziva se k identifikaci
polymorfismi DNA mezi riznymi jedinci [Yang et al., 2013]. Mize detekovat kodonové
mutace [Rosenzweig et al., 2015] nebo odhalit zménu jednoho nukleotidu v sekvenci [Atoui et
El Khoury, 2017]. Dale se detekuji a identifikuji pfesné taxonomické a genotypové rozmanitosti
bakterii [Gonzalez et al., 2012]. PCR-RFLP se vyuziva v genetickém mapovani, testovani
rodokmend a Kriminalistice. Tato technika je také uplatnéna u studia starobylé DNA
vyhynulych organismti, mumifikovanych tkani nebo zachovalych rostlinnych tkani [Tarach,
2021].

Princip PCR-RFLP je zalozen na St€peni PCR amplikonu vhodnymi restrikénimi enzymy
za vzniku odlisnych polymorfnich fragmentt [Kim et al., 2017]. Vzniklé fragmenty jsou rizné
dlouhé. Tyto odchylky jsou charakteristické pro ptirozené sekvenacni rozdily mezi jednotlivei
[Jarcho, 1994]. Metoda zahrnuje 4 kroky. Prvnim krokem je izolace genetického materialu
a provedeni PCR se specifickymi primery. Ve druhém kroku je DNA amplikon rozstépen
pomoci restrikénich enzymd, které rozpoznavaji restrikéni misto velké 4-8 pari bazi. Ve tfetim
kroku je nastépeny amplikon oddé€len na elektroforéze. Jako separani matrice se nejCastéji
vyuziva agar6zovy nebo polyakrylamidovy gel. Na konec je provedena vizualizace gelu, kde
jsou diky ptidanému ethidium bromidu nebo stfibru viditelné fragmenty DNA [Tarach, 2021].
Mezi vyhody RFLP patii vysoka spolehlivost a rozliSeni heterozygotli a homozygoti. Jeji
nevyhody jsou pracné a ¢asove naro¢né postupy [Yang et al., 2013].
1.6.4.1 PCR-RFLP arod Capnocytophaga

Pomoci PCR-RFLP genu 16S rRNA se daji spolehlivé rozlisit bakterialni druhy. Tato
metoda je rychlejsi a levngjsi nez fenotypové testy nebo sekvena¢ni analyza [Ciantar et al.,
2005]. Pro identifikaci rodu Capnocytophaga bylo popsano nékolik protokoltt PCR-RFLP.
Mezi prvnimi byl publikovan protokol od Ciantar et al., 2005, ktery se zabyval molekularni
identifikaci Capnocytophaga spp. za pouziti 16S rRNA PCR-RFLP. V publikaci bylo
analyzovano 187 klinickych izolatd Capnocytophaga a 7 referen¢nich kmenu (C. gingivalis,
C. ochracea, C. sputigena, C. granulosa, C. haemolytica, C. canimorsus a C. cynodegmi). Pro

restrikci byly vyuzity enzymy Cfol, Haelll a Rsal, Pouze restrik¢ni enzym Cfol u referen¢nich
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kmenti poskytl 7 riznych restrikénich profilt, které jsou zobrazeny na obrazku 8. [Ciantar et
al., 2005].

150

50

Obrazek 8 — 16S PCR-RFLP Capnocytophaga spp., pouzita restrikéni endonukledza Cfol,
MM — marker o velikosti 50-2000 bp, Cg — C. gingivalis, Co — C. ochracea, Cs — C. sputigena,
Cgr — C. granulosa, Ch — C. haemolytica,Ccn — C. canimorsus, Ccy — C. cynodegmi.
(prevzato z [Ciantar et al., 2005])

Klinické izolaty byly stanoveny stejnym postupem jako referencni kmeny. Velka vétSina
klinickych izolati byla identifikovana jako C. ochracea, C. granulosa, C. gingivalis
a C. sputigena. Pokud v restrik¢nim profilu byla nalezena neshoda se 7 referenénimi kmeny,
bylo provedeno sekvenovani genu 16S rRNA [Ciantar et al., 2005].

Dalsi postup byl publikovan Van Damem et al., ktery se zabyva vyvojem
PCR-RFLP pro rod Capnocytophaga. Do studie bylo zahrnuto 43 vzorku. Po prvni amplifikaci
bylo pozitivnich 40 vzorkt. Referen¢ni rody C. ochracea, C. haemolytica, C. sputigena,
C.granulosa a C. gingivalis neposkytly po PCR zadny amplifika¢ni produkt. U rodu
C. canimorsus a C. cynodegmi doslo k vytvofeni amplikonu, ktery byl nasledné §tépen

restrikénim enzymem Styl (obrazek 9) nebo Msel (obrazek 10) [Van Dam et al., 2009].
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Styl

1400 bp

600 bp

100 bp

Obrazek 9 — PCR-RFLP, pouzita byla restrikéni endonukledza Styl. 1000bp Ladder — marker velikosti
od 100-1400 bp. Ccynl — C. cynodegmi (ATCC 49045), Ccyn2 — C. cynodegmi (LUMC-Ccyn01),
Ccanl — C. canimorsus (601232), Ccan2 — C. canimorsus (ATCC 35979), Ccan3 — C. canimorsus

(LUMC-HCI15), C sp. Cat — Capnocytophaga spp. kmen LUMC-CatG1, C.sp. Dog —
Capnocytophaga spp. kmen LUMC-DogNidol (prevzato dle [Van Dam et al., 2009])

Msel

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

Obrazek 10 — PCR-RFLP pouzita byla restrikcni endonukledza Msel. 1000bp Ladder — marker
velikosti od 100-1000 bp. Ccynl — C. cynodegmi (ATCC 49045), Ccyn2 — C. cynodegmi (LUMC-
Ccyn01), Ccanl — C. canimorsus (601232), Ccan2 — C. canimorsus (ATCC 35979),
Ccan3 - C. canimorsus (LUMC-HCI15), C sp. Cat — Capnocytophaga spp. kmen LUMC-CatG1,
C.sp.Dog — Capnocytophaga spp. kmen LUMC-DogNidol (prevzato dle [Van Dam et al., 2009])

Pii restrikci C. canimorsus endonukleazou Styl byly nalezeny 3 rozdilné restrikéni
profily, které se opakovaly mezi vzorky. Pii pouziti restrikéniho enzymu Msel vznikly
u analyzovanych vzorkii C.canimorsus také 3 rizné restrikéni profily. U testovani
C. cynodegmi byly nalezeny opakujici se 2 restrikéni profily pifi pouziti restrikéniho enzymu
Msel. U enzymu Styl byl vytvofen vzdy stejny restrikéni profil, ktery obsahoval fragmenty
0 velikosti 1296 a 892 bp [Van Dam et al., 2009].
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Dalsi protokol, ktery se zabyval molekularni identifikaci druhti Capnocytophaga
metodou PCR-RFLP publikoval Idate et al. Studie se konkrétné zabyvala porovnanim zdravych
0sob a pacientti s periodontalnim onemocnénim. Studovano bylo 300 jedinct, z toho 100 mélo
periodontdlni onemocnéni. Studie se pfedevsim zabyvala druhy, které se vyskytuji v lidské
dutiné¢ ustni. Zkoumany byly konkrétné C. sputigena, C. haemolytica, C. leadbetteri,
C. genospecies, C. gingivalis, C. ochracea a C. granulosa. Detekovany byly pouze druhy
C. gingivalis, C. ochracea a C. granulosa [Idate et al., 2020].

V Cervnu 2022 ldate a jeho spolupracovnici publikovali studii, ktera se zabyvala
porovnanim subgingivalniho plaku zdravych jedinct a pacientt s chronickou gingivitidou
a chronickou parodintitidou. Identifikovany byly C. gingivalis, C. ochracea, C. granulosa,
C. sputigena, C. haemolytica, C. genospecies a C. leadbetteri. Na restrikci byl pouzit enzym
Hhal. V této studii se opét stanovovaly pouze druhy, které jsou soucasti lidské dutiny ustni
[Idate et al., 2022].

1.6.4.2 Restrikéni endonukleazy

Restrikéni enzymy jsou endonukledzy, které jsou soucdsti antiinfekéniho systému
bakterii. Bakterie vétSinou maji vice restrik¢nich enzymi, kdy kazda endonukledza rozlisuje
jinou DNA sekvenci. Nejcastéji se pii RFLP pouziva typ II, protoze $tépi fetézec uprostied.
Enzymy pro RFLP rozpoznavaji 4-8 pard bazi velkou sekvenci [Tarach, 2021]. Ptiklady

pouzivanych restrikénich endonukleaz v tabulce 4.

Tabulka 4 — Restrikcni enzymy, které byly pouzivany v této diplomové praci (pievzato, upraveno dle
[NEW ENGLAND BioLabs Inc, Msel, 2023, NEW ENGLAND BioL abs Inc.: Styl-HF ®, 20231)

Enzym Puvod Misto $tépeni Literatura

Escherichia coli, ktera nese NEW ENGLAND
5¢.. T TAA...3¢ ]
Msel klonovany gen Msel z druhu BioLabs Inc, Msel,
) 3°...AAT T...5°
Micrococcus 2023
Escherichia coli, ktera nese NEW ENGLAND
5¢...C CWWGG...3" )
Styl-HF ®  klonovany a modifikovany BioLabs Inc, Styl-HF
~ 3°...GGWWC C...5¢

gen Styl ze Salmonella typhi ®, 2023

1.6.5 Sekvenovani
Sekvenovani je to metoda k uréeni sekvence DNA [Clarridge, 2004]. Proces sekvenovani
se da rozdelit na 3 faze, které¢ se skladaji z ptipravy vzorku, fyzikalniho sekvenovani

a op€tovného sestaveni. V ptipravé vzorku dochézi k rozbiti cilového genomu na fragmenty.
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Tyto fragmenty mohou byt v zavislosti na mnozstvi vzorku amplifikovany, ale nemusi.
V posledni fazi opétovného sestaveni se pomoci bioinformatickych softwarti zarovnavaji
piekryvajici sekvence. Na konci procesu je ziskana sekvence genomu [Schadt et al., 2010].

Vyvoj sekvenovani mizeme rozdélit na 3 generace [Heather et Chain, 2016]. Do prvni
generace fadime sekvenovani dle Sangera (tj. enzymaticka dideoxy DNA sekvenacéni technika)
a dle Maxama a Gilberta (tj. chemicka degradaéni DNA sekvenacni technika) [Pareek et al.,
2011].

Druha generace se od prvni lii tim, Ze neni vyuzivano radioaktivni nebo fluorescencni
znaceni dideoxynukleotidii nebo oligonukleotid pfed elektroforézou, ale je méfena
luminiscence pii syntéze pyrofosfati. Syntéza pyrofosfatd se sklada ze 2 krokt, kdy nejprve
ATPsulfurylaza preméni pyrofosfat na ATP, ktery je substratem pro luciferdzu. Pomoci
luciferazy vznika svétlo, které je pfimo umérné mnozstvi pyrofosfati [Heather et Chain, 2016].
Dale je u této generace vyuzivan zpusob ,,wash-and-scan®, ktery zahrnuje postupné zaplaveni
¢inidel (jako znacené nukleotidy), které se zacleni do fetézciit DNA. Néasleduje vymyvaci krok,
kterym se odstrani prebytecné ¢inidlo. Nasleduje skenovani, které identifikuje zaclenéné baze.
Nakonec jsou nové zaclenéné baze zafixovany, aby nedoslo k jejich naruSeni pifi prib&hu
dalsiho cyklu. Cyklus wash-and-scan se opakuje, dokud reakce neni ,,zivotaschopna®. Tento
mechanismus sekvenace je vyuzivan spole¢nosti lllumina [Schadt et al., 2010].

Tieti generace se od druhé a prvni lisi tim, Zze by mély byt sekvenovany malé molekuly
v realném Case a méla by se odliSovat od piredchozich technologii. Do technologii tfeti generace
patii single molecule real time (SMRT) od spolecnosti Pacific Biosciences. Zde dochazi
k polymeraci DNA v mikrofabrikovanych nanostrukturach: vinovody snulovym rezimem
(drobné dirky v kovovém filmu, pokryvajici nanocip). VyuZziva se tu svétlo, které projde otvory,
nez jeho vlnova délka a na dné otvoru zpisobi exponencidlni rozpad. Toto umoziuje
vizualizaci jednotlivych molekul fluorofort blizko DNA. Promytim pozadované DNA
knihovny fluorescencnimi dNTP Ize v redlném case monitorovat prodlouzeni fetézcii DNA

0 jednotlivé nukleotidy [Heather et Chain, 2016, Pareek et al., 2011].

1.6.5.1 Sekvenovani nové generace/masivné paralelni sekvenovani (NGS)

Je provadéno soubézné ¢teni milionti az miliard sekvenovanych Gsekt o délce desitek
az tisici nukleotidi. Bioinformatické analyzy mapuji jednotlivé Cteni a nasledné spojuji
fragmenty. Kazda baze lidského genomu je sekvenovana vicekrat, coz poskytuje presna data
0 sekvenovani celych genomu [Behjati et Tarpey, 2013]. Bylo vyuzivano nékolik technologii,

mezi které patii pyrosekvenovani, sekvenovani pomoci ligace nebo sekvenovani zalozené
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na zméné elektrického potencialu. Nyni je nejcastéji vyuzivano sekvenovani syntézou (SBS)
od firmy Illumina [Tom et al., 2023].

NGS muzeme vyuzit k identifikaci zarode¢nych variant ve velkém poctu genii soucasné.
Dale na rozdil od starSich metod, které detekovaly jednonukleotidové zamény nebo kratké
inzerce a delece. NGS schopno navic zachytit zmény poctu kopii celych genomovych oblasti
nebo identifikovat strukturni varianty. Toto mize konkurovat cytogenetickym vySetfenim.
NGS mutzeme vyuzit k nalezeni mozaikovych mutaci. V mikrobiologii je mozné sekvenovat
a odhalit naptiklad methicilin rezistentni Staphylococcus aureus. NGS dale vyuzivame
v onkologii, kdy se sekvenuji ziskané somatické mutace. Individudlni sekvenovani rakoviny
muze poskytnout presnéjsi progndzy onemocnéni [Behjati et Tarpey, 2013]. V posledni dobé
se vyuzivaji tzv. genové panely, kde se nachazi soubor desitek az stovek vysetfovanych geni.
Tyto panely jsou zaméfeny na diferencialni diagnostiku konkrétni skupiny onemocnéni nebo je
lze vyuzit pro obecné analyzy spojené s urCitym onemocnénim [Tom et al., 2023]. Hlavni
nevyhodou NGS v klinické praxi je zavedeni potfebné technologie, jako je pocitacova kapacita
a ulozisté, odbornost personalu potfebna k analyze dat a jejich interpretaci [Behjati et Tarpey,
2013].
1.6.5.2 Identifikace bakterialnich druhi pomoci sekvence genu 16S rRNA

Gen 16S rRNA nebo 16 rRNA, lze srovnavat mezi vSemi bakteriemi. Pomoci
sekvenovani 16S rRNA miZeme lépe rozeznat nekultivovatelné bakterie nebo rozpoznavat
nové patogeny [Clarridge, 2004].

Sekvence genu 16S rRNA je dlouhd asi 1550 bp a je sloZena z variabilnich
I konzervovanych oblasti. Gen je dostate¢né velky, aby podaval statisticky platna a rozlisujici
meéfeni. Univerzalni primery jsou obvykle komplementarni ke konzervovanym oblastem
na zacatku genu (oblast 540 bp) nebo na konci genu (oblast 1550 bp). Variabilni sekvence
se pouziva na srovnani. Cela délka 1500 bp se sekvenuje u odliSeni mezi taxony nebo pii popisu
nového druhu. Pro klinické bakterialni izolaty sta¢i k identifikaci sekvenace 500 bp [Clarridge,
2004]. Sekvence 16S rRNA jsou porovnavany se sekvencemi Vv dostupnych databazich.
Pro identifikaci rodu nebo druhu miZeme pouzivat kritéria: pokud srovnani urcité sekvence
s referencni sekvenci klasifikovaného druhu poskytlo skore podobnosti vétsi nez 99 %. Je
neznamy izolat pfifazen k tomuto druhu, pokud skére bylo vétsi nez 99 % izolat fadime

k tomuto rodu, pokud skore bylo mensi nez 95 % izolat fadime k rodiné [Bosshard et al., 2003].
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2 Cil prace
Cile prace byly:

1. Zavedeni a optimalizace PCR-RFLP metody pro kmen Capnocytophaga canimorsus.
2. Aplikace optimalizované metody na kmeny ziskané z ptirozeného prostiedi.

3. Pokus o sérotypizaci izolatt C. canimorsus zalozenou na PCR.

4. Ovefeni tvorby biofilmu C. canimorsus.

5. Interpretace ziskanych vysledkti vhodnym zptisobem interpretovat.

6. Zpracovani diplomové prace v souladu se Smérnici €. 7/2019 Univerzity Pardubice ,,Pravidla

pro odevzdavani, zvetejiiovani a formalni Upravu zavére¢nych praci.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pfistroje a zatizeni

Analytické vahy

Autoklav

DNA/RNA UV-dekontamina¢ni box
Elektroforeticky pfistroj
Horkovzdus$ny sterilizator
ChemiDocTM MP zobrazovaci systém
Laminarni box

McFarland densitometr
MicroStation

Mikroskop

Mikrovinna trouba

Odstredivka

Odstredivka

Ptistroj na tvorbu ledu FIM

Tecan Infinite® 200 PRO
Termoblok

Termocykler

Termostat

Turbidimetr

UV transluminator

Vortex

Kern, Némecko
PS 20 A, BMT, Ceska republika

UVC/T-AR, Biosan, LotySsko

Cleaver, Scientific LTD, Spojené kralovstvi

Sterimat 5104, Stigma, USA
BIO-RAD Laboratories, USA
Jouan, Francie

Biosan, USA

Biolog, USA

Carl Zeiss, Némecko

LG, Jizni Korea

GeneProof®, Ceska republika
Sprout ® plus mini, Ceska republika
EVERmed, Italie

Tecan, Svycarsko

SBH130DC, Stuart®, UK
TProfessional, Biometra, Némécko
SalvisLab Biocentre, Svycarsko
Biolog, USA

Vilber lourmat, Francie

MS 3 basic, Ika, Némecko
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3.2 Laboratorni pomticky

Automatické pipety, kahan, L-hokejky, mikrotitra¢ni desticky, mikrozkumavky typu
Eppendorf 0,2 ml, mikrozkumavky typu Eppendorf 1,5 ml, ockovaci klicky, Petriho misky,
plastové Spicky, sklenéné zkumavky, stojanky na zkumavky, kovova vicka, sbérnd zkumavka,

QlAamp Mini spin column.

3.3 Kultiva¢ni média

Modifikovany krevni agar HiMedia, Indie

Slozeni: Proteosovy pepton 15 g/l
Jatrovy extrakt 2,50/l
Kvasni¢ny extrakt 549/l
Chlorid sodny 59/
Agar 15 g/l

Konec¢né pH 7,4 £ 0,2 pii 25 °C
Berani krev 100 ml/I
Gentamicin 20 mg/l

Piiprava: V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 21,25 g dehydratovaného média.
Smés byla sterilizovana v autoklavu pii 120 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti média
bylo pfidano 10 % berani krve a antibiotikum gentamicin. Médium bylo rozlito
do Petriho misek a po vychladnuti a uschnuti bylo ulozeno do lednice, kde bylo
skladovano.

Antibiotikum gentamicin bylo rozpusténo ve sterilni destilované vodé a byl ptipraven
zéasobni roztok o koncentraci 100 mg/ml. Tento zasobni roztok se ptridaval ke krevnimu

agaru, aby celkova koncentrace byla 40 pug/ml.

Miiller-Hinton bujoén HiMedia, Indie
Slozeni: Dehydratovana masova infuze 2 g/l
Kaseinovy hydrolyzat 17,5 g/l
Skrob 1,5 g/l

Kone¢né pH by mélo byt 7,3 + 0,1 pii 25 °C
Priprava: V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 10,5 g dehydratovaného média.

Smés byla sterilizovana v autoklavu pii 120 °C 15 minut.
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Soyabean Casein Medium (Tryptone soya broth) HiMedia, Indie

Slozeni: Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 17 g/l
Sojovy pepton 39/
Chlorid sodny 54/l
Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 2,59/l

Kone¢né pH 7.3+0,2 pti 25 °C
Ptiprava: V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 15 g dehydratovaného média.

Smés byla sterilizovana v autoklavu pii 120 °C 15 minut.

Brain Heart Infusion Broth Oxoid, Spojené kralovstvi
Slozeni: Mozkova infuze v pevné formé 12,59/l
Hovézi srdcova infuze v pevné formé 5,040/
Proteosovy pepton 10,0 g/l
Glukoza 2,09/
Chlorid sodny 5,0 g/l
Fosfore¢nan sodny 2,59/l

Kone¢né pH 7,4+0,2 pti 25 °C
Ptiprava: V 500 ml destilované vody bylo rozpusténo 18,5 g dehydratovaného média.

Smés byla sterilizovana v autoklavu pii 120 °C 15 minut.

3.4 Chemikalie

Aceton Penta Chemicals, Ceské republika
Agardza Sigma, Spojené staty americké

Ptiprava: Pro vznik 1,5% gelu bylo navdzeno 1,2 g agarozy, kterd byla rozpusténa

v 80 ml 1x TBE
Buffer ATL/Buffer AL QIAGEN, Némecko
Buffer AW1 QIAGEN, Némecko
Buffer AW2 QIAGEN, Némecko
CutSmart pufr BioLabs, Nova Anglie
DNA marker 155-970 coloured Top-Bio, Ceska republika
DNA marker 200-1500 coloured Top-Bio, Ceska republika
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DNA marker SERVA FastLoad 100-3000 bp SERVA, Némecko

Ethanol 96 % Penta Chemicals, Ceské republika
Ethidium bromid Top-Bio, Ceska republika
Ethylendiamidtetraoctova kyselina Sigma-Aldrich, Némecko
Fyziologicky roztok
SloZeni: Destilovana voda 11
Chlorid sodny 8549

Ptiprava: Chlorid sodny byl rozpustén v destilované vod¢ a roztok byl autoklavovan

pti 120 °C po dobu 15 minut.

Karbolfuchsin

SloZeni: Bazicky fuchsin 19
96% ethanol 10 mi
5% vodni roztok fenolu 100 mi

Ptiprava: Smichdnim reagencii vznikla suspenze, kterd byla filtrovdna a nésledné

ziedéna destilovanou vodou v poméru 1:10.

Krystalova violet
Slozeni: Krystalova violet’ 50
96% ethanol 220 ml

1% exalacetat amonny

Ptiprava: Smichdnim reagencii vznikla suspenze, ktera byla zfiltrovana.
Kyselina borita Penta Chemicals, Ceska republika

Lugoltv roztok

SloZeni: Jod 19
Jodid draselny 29
Destilované voda 300 ml

Ptiprava: Jod a jodid draselny byly rozpustény v destilované vode.

Octan sodny 2% Penta Chemicals, Ceskd republika
PCR Ultra H20 Top-Bio, Ceska republika
Peroxid vodiku pro katalazu Penta Chemicals, Ceska republika
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PPP Master mix Top-Bio, Ceska republika
Slozeni: Tris-HCI, (NH4)2SOa4, 0,02% Tween 20, MgClz, dATP, dGTP, dCTP, dTTP,
Taq DNA polymeraza, barvivo, stabilizatory, aditiva

Primery
Tabulka 5 — Seznam pouzitych primeru
Nazev Sekvence Literatura Vyrobce
CaL 2 5-GTAGAGTGCTTCGGCACTTG-3' Suzuki
CaR 5-GCCGATGCTTATTCATACA-3' etal.,
CyR 5-GCCGATGCTTATTCGTATG-3’ 2010

SeroA-fw | 5-CATACCATGGGAAAAAAAGTACCAAAG
[ TTTTATATTTAACC-3¢

SeroA-rev | 5°-CCGCTCGAGTCATTTTTTTATCTTTTTTA
ATATATTCCAA-3¢
5¢‘-CATACCCATGGGAATTAACAAAATTC

SeroB-fw
TAATAG-3¢
5¢-CCGCTCGAGTTATTTTTTATTTTCAT
SeroB-rev
TAG-3¢
SeroC-fw | 5‘-GGCGTAATACGTTGCTATTTTGTATG-3¢ Hess et Generi
5¢-CTATTAATATTTTCATTGTACACCAC al.,, 2018 Biotech,
SeroC-rev .
TTC-3¢ Ceska
5-GATTTAAAAAATATAGTATTTTAGGAA republika
SeroD-fw
TTATCG-3¢
SeroD-rev | 5-CTATACTTGTTCCCACTTTTTAGTTTC-3¢
5‘-GGAGGAGGAAAAGTATTATTAGAT
SeroE-fw
TAT-3¢
5¢-CTATTCATAATTCTTAAAGATACTTAT
SeroE-rev
CAATTC-3¢
SRT1 5'-CAGTTTATGGATCAAACCAATCC-3" Van
Dam et
STR2 5’- CCATCTCTCCRAAACGCTGAC-3’
al., 2009
Capno-Fw | 5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’ Ciantar
Capno- etal.,
5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’
Rev 2005
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Proteinaza K QIAGEN, Némecko

QIAamp®DNA Mini Kit QIAGEN, Némecko
Restrikéni endonukledza Msel a Styl-HF ® BioLabs, Nova Anglie
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan SERVA, Némecko

Tris-Borat-EDTA pufr 10x

Slozeni: Tris 108 g
Kyselina borita 559
EDTA 5849
Destilovana voda 11

Piiprava: V destilované vodé byl rozpustén Tris, kyselina boritd a EDTA. Roztok byl

michan do Gplného rozpusténi.

Tris-Borat-EDTA pufr 1x
Ptiprava: Pro ptipravu 1 litru 1x TBE bylo z pfipravené¢ho koncentrovaného roztoku

10x TBE odebrano 100 ml a doplnéno do 1 litru destilovanou vodou.

Vkléadaci pufr BioLabs, Nova Anglie

3.5 Pouzité¢ kmeny a izolaty Capnocytophaga spp.

V této praci byly vyuzity kmeny a izolaty uvedené v tabulce 6. Jako referencni kultura
C. canimorsus byla pouzita CCM 3709 a pro C. cynodegmi byla vyuzita DSM 19736.
Pro ovéieni specificity byly pouzité kmeny Bacillus subtilis, konkrétné kmen ATCC 6051
a Pseudomonas aeruginosa kmen, ATCC 9027. Ostatni izolaty byly ziskany vytérem z psi
dutiny. U kmenta 118, 119, 122, 128, 78, 79, 83, 84, 85, 86 byla vyizolovana ¢istd kultura
C. canimorsus. U kment 51, 4/1, 4/2, 4/3, 7, 12 byla vyizolovana ¢ista kultura C. cynodegmi.
U ostatnich kment byla dostupnd jen smésna kultura, kterd obsahovala i jiné komenzalni

bakterie psi dutiny ustni.

Tabulka 6 — Seznam pouzivanych kmenii a izolatii Capnocytophaga spp.

Oznaceni kKmenu Plvod Oznaceni kmenu Plivod
CCM 3709 Ceska republika 91 psi dutina Gstni
DSM 19736 Némecko 92 psi dutina tstni

118 psi dutina Gstni 96 psi dutina Gstni
119 psi dutina tstni 97 psi dutina tstni
122 psi dutina Gstni 100 psi dutina Ustni
128 psi dutina Ustni 101 psi dutina tstni
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Tabulka 6 — Pokracovani — Seznam pouzivanych kmenii a izolatii Capnocytophaga spp.

Oznaceni Kmenu Plvod Oznaceni kmenu Plivod
78 psi dutina tstni 104 psi dutina tstni
79 psi dutina Gstni 112 psi dutina Gstni
83 psi dutina tstni 119 psi dutina tstni
84 psi dutina Gstni 158 psi dutina Gstni
85 psi dutina tstni 159 psi dutina tstni
86 psi dutina Gstni 160 psi dutina Ustni
ol psi dutina Ustni 161 psi dutina Ustni
4 psi dutina Gstni 162 psi dutina Ustni
4/1 psi dutina tstni 163 psi dutina tstni
412 psi dutina Gstni 164 psi dutina Ustni
4/3 psi dutina tstni 165 psi dutina tstni
7 psi dutina Gstni 166 psi dutina Ustni
12 psi dutina tstni 167 psi dutina tstni
61 psi dutina Gstni 172 psi dutina Ustni
62 psi dutina tstni 196 psi dutina tstni
66 psi dutina Gstni 197 psi dutina Ustni
68 psi dutina tstni 198 psi dutina tstni
69 psi dutina Gstni 199 psi dutina Ustni
72 psi dutina tstni 200 psi dutina tstni
74 psi dutina Ustni 201 psi dutina Ustni
75 psi dutina Gstni 1 lidska dutina ustni
76 psi dutina tstni 2 lidska dutina tstni
77 psi dutina Gstni 3 lidska dutina ustni
80 psi dutina tstni 4 lidska dutina tstni
87 psi dutina Gstni 5 lidska dutina ustni
88 psi dutina tstni 6 lidska dutina tstni

3.6 Pracovni postupy

3.6.1 Kultivace a izolace DNA

Vlastni postup:

Vzorky bakterialnich kultur byly uchovavany v kryozkumavkach pii -80 °C.
Z rozmrazeného vzorku bylo odebrano 100 ul. Objem byl ptenesen na krevni agar
s antibiotikem a rozetfen L hokejkou. Inkubace probihala po dobu 4-5 dnt v CO; atmosféte
pii 37 °C, kdy byly viditelné bilé kolonie. Obvykle bylo provedeno preockovani na novy
modifikovany krevni agar se stejnou inkubaci. U suspektnich kolonii bylo provedeno Gramovo
barveni a test na katalazu a oxidazu pro prvotni ovéfeni rodu Capnocytophaga. Poté nasledovala
Iyza bakteridlnich bun¢k. Pisobenim tepla (95 °C, 10 minut v termobloku) byla uvolnéna

bakterialni DNA do roztoku.
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DNA byla precisténa pomoci QIAamp®DNA Mini Kitu. Do zkumavky bylo vloZeno
200-280 pl bunécného lyzatu. Bylo piidano 20 ul proteinazy K. Smés byla vortexovana
anasledn¢ inkubovana pii56 °C 15 minut. Po inkubaci byla opét vortexovana
a zcentrifugovana. Dale bylo pfidano 200 pl AL pufru acelda smés byla zvortexovana
a inkubovana pti 70 °C 10 minut. Po inkubaci byla smés vortexovana 15 sekund. Dale bylo
piidano 200 pl 96% ethanolu, kdy nasledovalo 15sekundové vortexovani a centrifugace. Cely
objem smési byl pfenesen na kolonku a nasledovala centrifugace pii 6 000 x g (8 000 rpm)
po dobu 1 minuty. Potom byla kolonka ptedana do nové sbérné zkumavky a bylo ptidano 500 pl
AW1 pufru. Opét byla provedena centrifugace pii 6 000 x g (8 000 rpm) po dobu 1 minuty.
Kolonka byla pfenesena do nové sbérné zkumavky a bylo napipetovano 500 pul AW2 pufru.
Sm¢és byla centrifugovana pii 20 000 x g (14 000 rpm) po dobu 3 minut. Dale byla kolonka opé&t
pienesena do nové sbérné zkumavky a byla centrifugovana pii 20 000 x g (14 000 rpm)
1 minutu, aby byly odstranény posledni zbytky tekutiny. Kolonka byla opét pienesena do nové
zkumavky a bylo piidano 200 ul AE pufru. Zkumavka byla 1 minutu inkubovana a nasledné
centrifugovana pii 6000 x g (8000 rpm) po dobu 1 minuty. Posledni krok byl opakovan
pro vyssi vytézek. Vznikly eludt byl pouzit pro molekularné biologicka stanoveni.

3.6.2 Identifikace C. canimorsus pomoci PCR

Pro identifikaci C. canimorsus byl pouzit postup z publikace Suzuki et al., 2010.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit kmen Capnocytophaga canimorsus CCM 3709 z Ceské
sbirky mikroorganismd.

Vlastni postup:

Byla ptipravena PCR smés, kterd obsahovala PCR vodu, primery CAL2 a CAR, PPP
Master mix, mnozstvi jednotlivych slozek je uveden v tabulce Cislo 7. Vznikla smés (25 pl)
byla vlozena do termocykleru, kde probihala vlastni PCR, detailni popis je uveden v tabulce

¢islo 8.

Tabulka 7 — Priprava PCR smési pro identifikaci C. canimorsus

) Objem jednoho
Reagencie
vzorku (25 pl)
PCR voda 9,25 ul
Primer CaR 0,125 pl
Primer CalL2 0,125 pl
PPP master mix 12,5l
Bunéény lyzat 3ul
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Tabulka 8 — PCR cyklus pri identifikaci C. canimorsus

Faze Teplota, Cas Opakovani
Pocatecni . -
95 °C, 5 minut
denaturace
Denaturace 95 °C, 30 sekund
Annealing 58 °C, 1 minuta 35krat
Extenze 72 °C, 1 minut
Zavé€reéna elongace 72 °C, 7 minut -

Pti prib&éhu PCR byl ptipraven 1,5% agarézovy gel. Bylo smichano 1,2 g agardzy a 80 ml
1x TBE pufru, smés byla zahtivana v mikrovinné troubé a po zchladnuti na cca 60 °C byly
ptidany 4 pl ethidium bromidu. Gel byl nalit do ptipravené formy. Po odstranéni bublinek byl
vlozen hiebinek na vytvoteni jamek pro vzorek, tuhnuti probihalo 20-30 minut. Gel byl umistén
do vany pro elektroforézu a zalit 1x TBE pufrem, dokud nebyl ponoten.

Po dokonc¢eni PCR bylo pieneseno na gel 10 ul amlifikovaného PCR produktu a 5 ul
DNA markeru o velikosti 155-970 bp. Elektroforéza probihala 50 minut, pfi 100 V a 400 mA.
Gel byl po dokonceni elektroforézy viozen do UV transluminatoru, kde byl vizualizovan.
3.6.3 ldentifikace C. cynodegmi pomoci PCR

U identifikace Capnocytophaga cynodegmi bylo postupovano stejné jako u identifikace
Capnocytophaga canimorsus, protokol byl proveden podle Suzuki et al., 2010. Jediny rozdil
byl v pouziti primert. Pro C. cynodegmi byly pouzity primery CalL2 a CyR.

3.6.4 PCR-RFLP dle Van Dam et al., 2009
Optimalizace metody:

Pocate¢ni PCR byla uspésné optimalizovana na referen¢ni kultuie C. canimorsus
CCM 3709. Pii optimalizaci restrikéni smési byl zkouman nejlepsi pomér jednotlivych latek
V restrikéni smési. Pro vybrani optimalnich pomérti objemu, byly testovany varianty uvedené

v tabulce 9.

Tabulka 9 — Optimalizace slozeni restrikcni smési

Restrikéni smés 1 2 3
PCR voda 21,5 ul 20,5 ul 19 ul
Cut Smart 2,5ul 2,5 ul 2,5ul
Amplikon 0,5 ul 1wl 3ul

Msel/Styl-HF 0,5 ul 1wl 0,5 ul
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Dale byla optimalizovana koncentrace agar6zového gelu. Restrikéni smési 1 a 2 (viz
tabulka 9) byly detekovany na 3% gelu, v 1xX TBE, 2 hodiny, 400 mA, 100 V. Po provedené
elektroforéze nebyly fragmenty vizualizovany. Rozstépeny amplikon byl detekovan
pfi nasledujicim slozeni smési:19 pul PCR vody, 2,5 ul Cut Smart, 3 pl amplikonu a 0,5 pl
restrikéniho enzymu (restrikéni smés 3 v tabulce 9). Byl pouzit 1,5% gel, 1x TBE, 1 hodina,
400 mA, 100 V. Timto postupem byly ziskany restrik¢ni profily, které byly dobte viditelné
po osviceni UV svétlem.

Vlastni postup:

Protokol byl pfevzat od Van Dam et al., 2009. Nejprve byla pfipravena PCR smés, ktera

obsahovala PCR vodu, primery STR1 a STR2, PPP Master mix. Jednotlivé zastoupeni slozek

je uvedeno v tabulce 10.

Tabulka 10 —-PCR-RFLP reakcni smés pro vznik amplikonii cca 2000 bp

) Objem jednoho
Reagencie
vzorku (25 pl)
PCR voda 9,25 ul
Primer STR1 0,125 pl
Primer STR2 0,125 pl
PPP master mix 12,5 ul
Bunéény lyzat 3ul

Vzorky byly vlozeny do termocykleru, kde probéhla PCR. Teplotni program probihal dle
parametra v tabulce 8. Po amplifikaci DNA byla provedena elektroforéza, 10 ul amplikonu
a5 ul DNA markeru (100-3000 bp) bylo naneseno na 1% agarozovy gel. Elektroforéza
probihala 1 hodinu pii 100V a 400 mA. Gel byl po elektroforéze vizualizovan pomoci
transluminatoru. Pro pokracovani metody se pii vyhodnoceni hledaly amplikony o velikosti
2190 bp, které byly nasledn¢ podrobeny restrikénimu Sté€peni.

Dale byla pfipravena restrik¢ni smés o objemu 25 ul, sloZzeni smési je uvedeno
v tabulce 9, restrik¢éni smés 3. Restrik¢éni smés se nechala inkubovat v termobloku nejdiive
pii 37 °C 15 minut a nasledné byla provedena inaktivace enzymu pii 65 °C po dobu 20 minut.
Takto pfipravend smés byla smichana svklddacim pufrem a nanesena na 1,5% gel.
Elektroforéza probihala 1 hodinu pfi 100V a400 mA v Ix TBE pufru. Po skonceni

elektroforézy byl gel vizualizovan pomoci UV stanice BioRad CFX.
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3.6.5 PCR-RFLP dle Ciantar et al., 2005
Optimalizace metody:

PCR uvedena ve studii podle Ciantar et al., 2005 byla optimalizovana pro tento postup.
Pro elektroforézu byl zvolen 0,8% gel, 100 V 400 mA, po dobu 60 minut. Objemy jednotlivych
slozek restrikéni smési byly optimalizovany a Vizualizace fragmenti probihala
na 1,5% agar6zovém gelu, 60 minut, 100 VV a 400 mA.
Vlastni postup:

Podle Ciantar et al., byly nasytetizovany primery Capno-fw, Cano-rev, sekvence primert
je uvedena v tabulce 5. (Seznam pouzitych primerit). Pti piipravé PCR smési bylo postupovano
dle tabulky 11. Nasledn¢ byly vzorky vlozeny do termocykléru a byla provedena PCR, jejiz

pribéh je zaznamenan v tabulce 12.

Tabulka 11 — PCR smés pro vznik aplikoni cca 1500 bp

) Objem jednoho
Reagencie
vzorku (25 ul)
PCR voda 9,25l
Primer Capno-fw 0,125 pl
Primer Capno-rev 0,125 pl
PPP Master mix 12,5l
Bunéény lyzat 3ul

Tabulka 12 — Pritbeh PCR pro PCR-RFLP dle Ciantar

Féaze Teplota, Cas Opakovani
Pocate¢ni -
95 °C, 5 minut
denaturace
Denaturace 94 °C, 1 minuta
Annealing 54 °C, 1 minuta 29krat
Extenze 72 °C, 1 minut
Posledni elongace 72 °C, 5 minut -

Po PCR byla provedena elektroforeticka detekce. Byl ptipraven 0,8% agardzovy gel
(0,64 g agardzy a 80 ml 1x TBE). Do gelu byly pfidany 4 ul ehtidium bromidu. Na gel bylo
davkovano 10 pl amplikonu a 5 pl DNA markeru (100-3000 bp). Elektroforéza probihala pfi

100 V, po dobu 60 minut v 1x TBE pufru. Gel byl vizualizovan pomoci transluminatoru,
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kde byl ocekavany amplikon cca 1500 bp. Dale byla ptipravena reakéni smés PCR-RFLP,

sloZeni je uvedeno Vv tabulce 13.

Tabulka 13 — Restrikéni smés pro PCR-RFLP dle Ciantar

) Objem jednoho
Reagencie
vzorku (25 pl)
PCR voda 19 ul
CutSmart 2,5 ul
Amplikon 3ul
Msel 0,5 ul

Takto pfipravend smés byla v termobloku inkubovéana pii 37 °C po dobu 15 minut
anasledn¢ byla reakce ukoncena piti 65 °C po dobu 20 minut. Dale byl piipraven
1,5% agardzovy gel, do kterého bylo napipetovano 10 ul vzorku s vkladacim pufrem

a 5 ul DNA markeru (155-970 bp). Gel byl pomoci UV stanice Biorad vizualizovan.

3.6.6 Sérotypizace izolatu C. canimorsus
Optimalizace metody:

V prvnim kroku byla sérotypizaci podrobena referen¢ni kultura C. canimorsus
CCM 3709. Tato kultura byla testovana na sérotyp A, B. C, D a E. Pozitivni vysledek byl
detekovan u sérotypu C. V druhém kroku byly testovany lyzaty Cistych kultur C. canimorsus
ziskané z tlamy pst. U sérotypu A, D, E nebyl patrny zadny PCR produkt a u sérotypu B a C
vznikaly nespecifické produkty predevsim v oblasti pod 150 bp. Lyzaty byly proto ptecistény
pomoci QIAamp®DNA Mini Kit. Piecisténi pomohlo odstranit nékteré nespecifické produkty,
ale nepodarilo se nam ziskat o¢ekavany produkt o velikosti 1000 bp.

Dale jsme se pokouseli optimalizovat objem PCR smési. Byly zvoleny varianty, které
jsou uvedeny v tabulce 14. Byla provedena PCR a elektroforéza. Na vysledném agar6zovém

gelu byly viditelné produkty pouze v nespecifické oblasti.

Tabulka 14 — Optimalizace PCR smési pro sérotypizaci

PCR smés 1 sm¢és 2 sm¢s
PCR voda 9,25 ul 6,25 ul
Primer 0,125 ul 0,125 ul
Primer 0,125 ul 0,125 ul
PPP Master mix 12,5 pl 12,5 ul
Vzorek 3ul 6 ul
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Také byly upravovany koncentrace primert. Pocateéni koncentrace primert byla
100 pmol/ul. Primery byly 2krat, Skrat a 10krat natedény a koncentrace vznikla nafedénim byla
50 pmol/ul, 20 pmol/ul a 10 pmol/ul. Natfedéni primert vedlo k nedostate¢né amplifikaci
a produkt v elektroforetickém gelu nebyl zaznamenan.

Provedeno bylo také ovéfeni, zda nedochazi k interferencim a nespecifickému nasedani
primerd. Referenéni kultura C. canimorsus byla smichana s izolatem, ktery poskytoval
nespecifické reakce (kmen ¢islo 119). Jednotlivé poméry smési jsou uvedeny v tabulce 15

a na obrazku 11 je zobrazen vysledny gel.

Tabulka 15 — Ovéreni interference u sérotypizace, slozeni jednotlivych smési z referencni C. canimorsus
a kmene 119

Referen¢ni C. canimorsus Kmen 119
Vzorek _ -
Zastoupeni (%) Objem (ul) Zastoupeni (%) Objem (ul)
1 100 3 0 0
2 75 2,25 25 0,75
3 50 15 50 15
4 25 0,75 75 2,25
5 0 0 100 3

1000 bp >

Obrazek 11 — Sérotypizace — oveéreni interference a nespecifického naseddani primerit, marker 155-970
bp, C.C. — C. canimorsus (pozitivni kontrola), 25/75 — pomér smichani vzorkii — tabulka 15,
vzorek 4, 50/50 — pomér smichani vzorkii — tabulka 15, vzorek 3, 75/25 — pomeér smichani — tabulka
15, vzorek 2, 119 — kmen119

Vysledky ukazuji, ze PCR reakci neovlivituje zadna interferujici latka obsazena ve vzorku

DNA izolovaného z psi tlamy.
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Vlastni postup:

Protokol byl pievzat od Hess et al., 2018. Byla ptipravena PCR smés, ktera obsahovala
PCR vodu, primery SeroA-fw a SeroA-rev a PPP Master Mix. V tabulce 16 je uveden objem
jednotlivych slozek na piipravu PCR smési. Dale byla smés vloZzena do termocykleru, kde byl

zvolen program, jehoz jednotlivé kroky jsou uvedeny v tabulce 17.

Tabulka 16 — Slozeni PCR smési — sérotypizace

] Objem jednoho
Reagencie
vzorku (25 pl)
PCR voda 9,25 ul
Primer SeroA-fw 0,125 pl
Primer SeroA-rev 0,125 pl
PPP Master mix 12,5 ul
Bunéény lyzat 3ul
Tabulka 17 — PCR cyklus sérotypizace
Faze Teplota, Cas Opakovani
Pocatecni )
95 °C, 4 minut
denaturace
Denaturace 95 °C, 30 sekund
Annealing 52 °C, 45 sekund 34krat
Extenze 72 °C, 90 sekund
Posledni elongace 72 °C, 7 minut

Po skonceni PCR bylo 10 ul amplikonu a 5 pl markeru o velikosti 155-970 bp
napipetovano na 1,5% agarézovy gel. Elektroforéza probihala 1 hodinu pfi 100 V a 400 mA
v 1 x TBE pufru. Vysledny gel byl vizualizovan pomoci transluminétoru.

Ostatni sérotypy (B, C, D, E) byly zjistovany podle stejného protokolu jako sérotyp A.
3.6.7 Hodnoceni tvorby biofilmu Christensenovou metodou
Vlastni postup:

Nejprve byla pfipravena bakterialni suspenze o denzité 0,5 McFarlandovy zakalové
stupnice (1,5*10® CFU/ml). Do vsech jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo napipetovano 90 pul
BHI nebo TSB bujénu a nasledné bylo do kazdé jamky ptidano 10 pl pfipravené bunécné
suspenze. Vysledny objem v kazdé jamce byl 100 pl. Desticka byla inkubovéna 3 a 7 dni.
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Po probéhlé inkubaci byla u desticky proméfena spektrofotometricky absorbance pii
vinové délce 595 nm. Obsah desticky byl vyklepnut do odpadu a desticka byla 3krat opatrné
promyta destilovanou vodou. Nasledn¢ byla desticka 15-30 minut susena Vv termostatu.
Po vysuseni bylo pfidano do kazdé jamky 100 pl 2% octanu sodného, ktery zafixovava biofilm.
Fixace probihala 15 minut, potom byl obsah desticky vyklepnut do odpadu. Néasledovalo
napipetovani 100 pl krystalové violeti, ktera piisobila 15 minut. Obarvena desticka byla Skrat
opatrné promyta destilovanou vodou a vysusena. Do kazdé jamky bylo napipetovano 200 pl
96% ethanolu a desticka byla 5 minut vortexovana. Z puvodni desticky bylo preneseno 100 pl
do nové mikrotitraéni desticky, byla zachovana poloha jamek. U nové desticky byla na
spektrofotometru proméiena absorbance pii vinové délce 595 nm. Naméiené vysledky byly
zpracovany.

3.6.8 Typizace C. canimorsus pomoci systému BIOLOG GEN [1IMT

Jednd se o standardizovanou mikrometodu, kterd pomoci 94 biochemickych testl
profiluje a identifikuje bakterie. Identifikace probiha pomoci fenotypového vzoru GEN III
softwarem Biolog Microbial Identification Systems. V tabulce 18 je zobrazeno rozmisténi
jednotlivych testi. 1.-9. sloupec obsahuje organické slouceniny, slouzici jako mozny zdroj
uhliku pro metabolismus testovanych mikroorganismi ve sloupci 10.-12. se stanovuje citlivost
na chemické latky. Podle kompletnich vysledkii jednotlivych testi se nasledné stanovuje
,fenotypovy otisk® mikroorganismu, ktery je identifikovan.

Vlastni postup:

Nejprve je vybran protokol, podle typu mikroorganismu, ktery ma byt identifikovan
(napf. kvasinky, plisn€, anaerobni ¢i aerobni bakterie atd.). Protokoly se mezi sebou lisi tim,
kolik bun€k je odebrano na vytvoreni zakalu a v inokula¢ni tekuting, jinak se provadéji stejnym
zpusobem. Pro rod Capnocytophaga byl vybran protokol C2, ktery je vhodny pro kultivaéné
naro¢né, kapnofilni a na kyslik citlivé gram negativni bakterie. Optimalni zakal v tomto
protokolu je 62-68 %.

Na krevnim agaru byla kultivovana ¢ista kultura kapnocytofagy (4-5 dni), ktera byla poté
pienesena do inokulac¢ni tekutiny. Byl vytvofen zakal o doporucené hustoté¢ bun¢k. Zakal byl
meéfen turbidimetrem. Do kazdé jamky mikrotitracni destiCky GEN III bylo napipetovano
100 pl suspenze inokulaéni tekutiny. Desti¢ka byla inkubovana 25 hodin pii 37 °C v CO2
atmosfére. Nasledné byl mikroorganismus identifikovan na zékladé¢ vyhodnoceni souboru

biochemickych testii pomoci softwaru Biolog Microbial Identification Systems.
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Tabulka 18 — Rozmisténi biochemickych testii na desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
D- D- .
Neg. . D- . .. Gentio-  Sachar6- D- Stachyo- Poz.
A kontrola Dextrin maltdza trelzlglo cekz):lo bidza za turandza za kontrola pH 6 PHS
N- N- N-
- Kys. N-
. N D- ) acetyl- acetyl-p-  acetyl- )
| P wD o ibie- M™F plicin D D- D- Y o Nacl 4% NaCl 8% NaCl
rafindza  laktoza D- neurami-
za - glukos- mannos- galaktos .
glukosid . . . nova
amin amin amin
3- 1%
c| b D- D- D-galak- methyl- D- L-fukoza L Inosin laktat KYS: " p.serin
glukéza mandza fruktoéza toza , fukoza ramndza . fusidova
glukoza sodny
D- D- Kys. D- ; ;
D- D- D- Myo- . , . - Trolean- Rifamy-  Mino-
D sorbitol  manitol  arabitol inositol  CIYCerol  glukdza- - fruktoza-  aspard-  D-serin domycin  ¢inSV  cyklin
6-PO, 6-PO, gova
Kys. L- Kys. Kys. L- . . .
S Glycyl- - L- . L- - Linko-  Guanidi  Niaproof
E | Zelatina L-prolin L-alanin arginin aspard- glutar- histidin pyroglul- L-serin mycin n HCl 4
gova mova tamova
Lakton
Kys. D- Kys. D-  Kys. D- Kys. Kys. Kys. D- Tetrazo- Tetrazo-
F | Pektin  galaktu- kys. L- gluko-  glukuro- Gluku- = i chini-  sachari-  Vanko- lova liova
. galakto- . . ronamid . . i mycin . M
ronova nové nova nova nova nova dova fialova modf
P- Methyl- Kys. a- Kys
hydroxyf Methyl- ester Kys. L- Kys keto- Kys.D-  Kys.L-  bromo- Kys. Chlorid Tellurid
G enyl- . . citré- O A - nalidi- s drasel-
. pyruvat  kys.D-  mlééna i gluta-  jable¢na jable¢na  sukci- . lithny .
octova fxon A nova . . xova ny
kyS. mlé¢né rova nova
Kys. v- Kys. B- -y
. Kys.o- _ Kys.a- Kys. Kys. i . Bromic-
H Tween  amino hydroxy- hydroxy: Keto- Kys. ~ propio- Kys., mraven- Aztreo Butyrz?t nan
40 butry- . , D,L- s . acetova . octova o nam sodny ,
. maselna . . maselna nova i sodny
nova maselna

Pozndamka: Kys. —kyselina

Vyhodnoceni:

Béhem inkubace dochazi ke zvysené respiraci, kterd zpiisobuje redukci terazoliového
redoxniho barviva a jamka se zbarvuje do fialova. Vyhodnoceni se provadi
spektrofotometricky.

Ve sloupcich 1-9 se stanovuji biochemické testy na vyuzivani uhliku. Jamka Al je
negativni kontrola. Pokud se jamky podobaji jamce Al (bezbarvé), hodnoti se jako negativni.
Pokud jsou jamky fialové, jsou hodnoceny jako pozitivni. Pokud jsou vSechny jamky
ve sloupcich 1-9 pozitivni, nejspiS byl Spatn¢ zvolen protokol nebo bylo nadmérné mnoZstvi
inokula nebo byl Spatné nakalibrovan turbidimetr. Pokud ale jsou vSechny jamky ve sloupcich
1-9 negativni, mikroorganismy jsou extrémn¢ pomalu rostouci, citlivé na kyslik, dale mohlo

dojit k prehrati inokula¢ni tekutiny nebo byl $patné nakalibrovany turbidimetr.
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Ve sloupcich 10-12 se stanovuje chemicka citlivost bakterialni kultury K vybranym
latkam. Pozitivni kontrola se nachazi v jamce A10. Ostatni jamky ve sloupcich 10-12 ovéfuji
citlivost na inhibi¢ni chemickou latku ¢i antibiotikum. Pokud maji jamky o polovinu nizsi barvu
nez pozitivni kontrola (A10), je jamka povazovana za negativni. Jamky, které jsou podobné
fialové jako A10, se povazuji za pozitivni. Dédle lze jamky hodnotit jako hrani¢ni, pokud

existuje nejistota interpretace.
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4 Vysledky a diskuze

Cilem této prace bylo aplikovat typiza¢ni metody na potencidlné patogenni izolaty
bakterie C. canimorsus izolované zpsi dutiny ustni. Ktomuto tucelu byla zavedena
a optimalizovana PCR-RFLP metoda. Dale jsme se pokusili prostfednictvim PCR urcit sérotyp
izolatti C. canimorsus a ovéfit moznou tvorbu biofilmu Christensenovou metodou. Pro tuto
praci bylo vybrano 64 kment, které byly uskladnény v -80 °C. Seznam je uveden v kapitole

3.5 Pouzité kmeny a izolaty Capnocytophaga spp. Ziskané vysledky jsou popsany nize.

4.1 lzolace ¢isté kultury Capnocytophaga canimorsus a jeji identifikace

Pro vétsinu typiza¢nich metod a identifikaci mikroorganismu je potieba izolovat ¢istou
kulturu. Pro tento postup bylo pouzito 6 vzorka vytéra z dutiny Gstni pstt uchovavanych v BHI
bujénu a zamrazenych na -80 °C. Izolace byla provadéna na agarovych plotnach s krevnim
agarem a gentamicinem, na ktery bylo naneseno 100 pl rozmrazené smésné kultury (ziskana
vytérem dutiny ustni pst). Vzorky byly na misky nanaSeny v triplikatech inkubovany 4-5 dni
v prosttedi 5% COp, pii 37 °C. ZPetriho misek byly vybrany typické kolonie
pro Capnocytophaga canimorsus, které byly odebrany a pfeo¢kovany na dalsi krevni agar.
Po 4-5 dnech, kdy pteockované kolonie vyrostly, bylo provedeno barveni dle Grama a test
na ptitomnost cytochromoxiddzy a kataldzy. Pokud byly pfitomny kataldza a oxidaza pozitivni
gram negativni tyC¢ky typického vzhledu pro C. canimorsus, byla izolovana jejich DNA
a provedena PCR pro prukaz C. canimorsus nebo C. cynodegmi. Napiiklad u vzorku ¢islo 51
bylo izolovano 5 rtznych kolonii, vysledky jednotlivych testli u izolovanych kolonii vzorku
¢islo 51 jsou uvedeny v tabulce 19. Provedena PCR byla negativni na pfitomnost C canimorsus.

Nasledné byla provedena PCR, kde byla prokazana pfitomnost C. cynodegmi.

Tabulka 19 — Vysledky barveni dle Grama a testii na piitomnost kataldzy a cytochromoxiddzy U vzorku
cislo 51

Vzorek Barveni dle Grama  Kataldza Oxidaza
5la G — tycky + -
51b G —ty¢ky a G + koky + -
51c G — ty¢ky + -
51d G —tycky + -
5le G —tycky + -

Pozndmka: ,,+* — pozitivni reakce, ,, - — negativni reakce
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Dale byly izolovany suspektni kolonie ze vzorku s oznacenim 12, ze kterého bylo
izolovano 6 podezielych kolonii. Vysledky Kk jednotlivym izolovanymi koloniim jsou

zaznamenany v tabulce 20.

Tabulka 20 — Vysledky barveni dle Grama a testit na piitomnost katalazy a cytochromoxiddzy u vzorku
Cislo 12

Vzorek  Barveni dle Grama Kataldaza Oxidaza

12a G — tycky + -

12b G — ty¢ky + -

12c G + tycky + -

12d G + tycky + -

12e G — ty¢ky + -

12f G — tycky + +
Poznamka: ,,+* — pozitivni reakce, ,,-* — negativni reakce

Pouze vzorek 12f, ktery byl kataldza a oxidaza pozitivni, byl otestovan na pfitomnosti
C. canimorsus. Zjisténa byla neptitomnost DNA C. canimorsus. Nasledné byla provedena PCR
pro detekci Capnocytophaga cynodegmi, ktera byla prokazana.

Dale byly izolovany kolonie ze vzorku ¢islo 4, zde byly ziskany 3 ¢isté kolonie (4/1, 4/2,
4/3). Pro typicky pohyb na krevnim agaru byla rovnou provedena PCR pro C. canimorsus
a C. cynodegmi. Vysledek je patrny na obrazku 12, kde je prokdzana nepiitomnosti DNA

C. canimorsus a ptitomnosti DNA C. cynodegmi.

427 bp >

Obrazek 12 — ldentifikace C. cynodegmi pomoci PCR, marker 155-970, C.C. — Capnocytophaga
canimorsus (pozitivai kontrola), C. cyn. — Capnocytophaga cynodegmi (pozitivni kontrola),
411, 412, 413 —testovany lyzat
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Podle Butler, 2015 je mozné vykultivovat a izolovat castéji C. cynodegmi
nez C. canimorsus. To potvrzuji i naSe vysledky, protoze z Sesti vytéri dutiny Gstni psu
se podatilo izolovat suspektni kolonie jen u tfi z nich a ty byly prokazany jako C. cynodegmi,
ptestoze PCR vytért z BHI bujonu potvrdila pfitomnost DNA i C. canimorsus, kterou se nam
vyizolovat nezdafilo.

Samostatna kultivace rodu Capnocytophaga je naro¢na a organismus je povazovan
za obtizn¢ kultivovatelny. Divodem jsou piedevs§im specifické pozadavky na rastové faktory,
CO; atmosféru a dlouhd inkubacni doba riistu. Zaroveil vyznamné ovliviluje rist i piitomnost
doprovodné mikroflory, ktera muze rust rychleji a prerist C. canimorsus nebo muze jeji rast
inhibovat. Nékteré vytéry ze psi tlamy se nezdatilo kultivovat vibec, zde mohlo byt pii¢inou

Spatné zamrazeni bunécného suspenze, kdy ptritomné buniky po rozmrazeni byly mrtvé.

4.2 ldentifikace Capnocytophaga canimorsus pomoci PCR

Tato metoda byla publikovana Michio Suzuki a kolegy v roce 2010. Pii identifikaci
C. canimorsus byl detekovan gen 16S rRNA. Vysledny amplikon, pfi pfitomnosti DNA
C. canimorsus, mél velikost 427 bp. Identifikace C. canimorsus byla provedena u 29 izolatu,
ztoho u 16 z nich byla prokazana piitomnost Capnocytophaga canimorsus, a u 8 byla
detekovana ptitomnost C. cynodegmi. Seznam vzorku je uveden v tabulce 21. Na obrazku 13 je

zobrazen agarozovy gel, na kterém jsou kmeny, u kterych byla detekovana DNA C. canimorsus.

Tabulka 21 — Seznam identifikovanych kmenii C. canimorsus a C. cynodegmi metodou PCR

Oznaceni kmene Identifikace Oznaceni kmene Identifikace
CCM 3709 C. canimorsus 4/2 C. cynodegmi
DSM 19736 C. cynodegmi 4/3 C. cynodegmi

118 C. canimorsus 7 C. cynodegmi
119 C. canimorsus 12 C. cynodegmi
122 C. canimorsus 158 Neprokazano
128 C. canimorsus 159 C. canimorsus
78 Neprokazano 160 C. canimorsus
79 Neprokazano 161 C. canimorsus
83 C. canimorsus 162 C. canimorsus
84 C. canimorsus 163 C. canimorsus
85 C. canimorsus 164 Neprokazano
86 C. canimorsus 165 C. canimorsus
51 C. cynodegmi 166 C. canimorsus
4 C. cynodegmi 167 Neprokazano
4/1 C. cynodegmi
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Obrdzek 13 — ldentifikace C. canimorsus pomoci PCR, marker o velikosti 155-970 bp,
C.C. — referencni kultura C. canimorsus, 118, 119, 122, 128, 78, 79, 83, 84, 85, 86 — oznaceni kmenui,
NK. — negativni kontrola

Tato metoda identifikace C. canimorsus a C. cynodegmi je velmi pfesna a spolehliva,
umozni detekovat tyto bakterie i ze vzorkd s obsahem konsorcia mikroorganismu, které
se velmi obtizné kultivuji. Obtiznou kultivovatelnost C. canimorsus potvrzujeme i Vv této
diplomové praci. Upusténi od klasickych kultivaénich technik a vyuziti vySe zminéného

postupu najdeme ve studiich Umeda et al., 2014, Nogueira et al., 2021 nebo Knabl et al., 2020.

4.3 PCR-RFLP dle Van Dam et al., 2009

Metoda podle Van Dam z roku 2009 byla vybrana a byla aplikovana na C. canimorsus
a C. cynodegmi. Cilem bylo zjistit, zda C. canimorsus je geneticky homogenni nebo
heterogenni druh. PCR-RFLP byla uspésné optimalizovana a dale aplikovana na kmeny
zZ ptirozeného prostiedi. Pocatecni PCR byla provedena u 45 lyzatd, ziskanych z bakteridlnich
kultur C. canimorsus izolovanych z psi dutiny Ustni. Seznam kment a izolatd s vysledkem
aplikované metody je uveden v tabulce 22. U 11 vzorki byl detekovan amplikon v oblasti
2000 bp. Vysledek PCR je zobrazen na obrazku 14. Nasledna restrikce pomoci restrik¢niho

enzymu Msel je zobrazena na obrazku 15.

Tabulka 22 — Seznam kmenii a izoldti, U kterych byla provedena PCR-RFLP dle Van Dam et al.,2009

Oznaceni kmene PCR-RFLP Oznaceni kmene PCR-RFLP
CCM 3709 + 76 -
DSM 19736 - 77 -
118 + 80 -
119 + 87 -
122 + 88 -
Poznamka: ,,+" — metoda provedena uspésne, ,,-“— metoda byla provedena neuspésné
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Tabulka 22 — Pokracovani — Seznam kmenii a izolatit, u kterych byla provedena PCR-RFLP dle Van
Dam et al., 2009

Oznaceni kmene PCR-RFLP Oznaceni kmene PCR-RFLP
128 + 91 -
78 - 92 -
79 + 96 -
83 + 97 -
84 + 100 -
85 - 101 -
86 + 104 -
51 + 112 -
12 - 119 -
61 - 172 -
62 - 196 -
66 - 197 -
68 - 198 -
69 - 199 -
72 - 200 -
74 - 201 -
75 -
Poznamka: ,, + " — metoda provedena uspésne, ,,-“— metoda byla provedena neuspésné

2190 bp > W N W Y P

Obrazek 14 — PCR pro vznik amplikonit cca 2000 bp, marker 200-1500 bp, vzorky byly nandseny v
doubletu, PK — pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola
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Obrazek 15 — Restrikce enzymem Msel, marker 155-970 bp, vzorky jsou nandseny v doubletu, PK —
pozitivni kontrola, NK — negativni kontrola

Restrikéni profily vytvorené restrikénim enzymem Msel jednotlivych kment, u kterych

jsou uréené velikosti jednotlivych fragmentt jSou zobrazeny na obrazku 16.

118 119 122 128 51 83 84 86 PK-C.C.

970

750
595

#

595
447

595
447

595
447
352
305

305 239 5

305 155

239
155
140

Obrazek 16 — Restrikcni profil jednotlivych kmenii C. Canimorsus, jako restrikcni endonukledaza byl
pouzit enzym Msel

Van Dam a jeho kolektiv ve své studii ziskali pomoci restrikéniho enzymu Msel
u riznych kmenti opakujici se 3 rizné restrikéni profily pro C. canimorsus a 2 riizné profily
pro C. cynodegmi.restrikéni profily pro C. canimorsus se skladaly z 9 fragmentd. Nami ziskané
kmeny mély v priméru 4-6 fragmentti, pouze kmen 83 mél 9 fragmentti. Tento kmen by se mohl
shodovat s neékterymi fragmenty nachazejicimi se u restrikéniho profilu C. canimorsus od Van
Dam, 2009. Konkrétné s restrikénim profilem Ccan2 nebo Can3. U Ccan2 se shoduje
s fragmenty mezi velikostmi 300-400 bp a u Ccan3 je shoda s fragmenty nachazejicimi se mezi
velikostmi 100-200 bp.

Referenc¢ni kmen C. canimorsus, ktery byl izolovan z lidské rany, se shodoval s kmeny

z publikace pouze ve fragmentu o velikosti 400 bp. Tento kmen byl nastépen na 7 fragmentd

61



anejveétsi shoda byla s Ccan3. U ostatnich kment, které byly ziskané z psi tlamy, nebyla
nalezena vyznamna shoda s restrik¢nimi profily z publikace. LiSily se poétem fragmentt
a jejich velikosti. V publikaci byly pouzity kmeny izolované z lidskych ran, nase kmeny byly
ziskany z psi tlamy, to je nejspise diivod neshody.

Pti srovnani restrikénich profilt provedenych v této diplomové praci byly nalezeny shody
ve velikostech nékterych fragmentt. Fragmenty, které se objevily u vSech kment mély velikost
595 bp a 447 bp. Fragment velikosti 239 bp se vyskytl u 6 z 9 kmenti a restrik¢ni §tép o velikosti
155 bp byl ptitomen u 7 z 9 kmend. Porovnani referenéniho kmene C. canimorsus s ostatnimi
kmeny byly nalezeny shody v nékterych fragmentech, ale jinak jsou restrikéni profily
heterogenni.

Na stejné kmeny byl pouzit restrikéni enzym Styl-HF ®, na obrazku 17 je zobrazena
provedena restrikce. Restrikéni profily nékterych kmend jsou uvedeny na obrazku 18.

marker
118 118 119 119122122 86 86

Obrdzek 17 — PCR-RFLP provedeno restrikcnim enzymem Styl-HF ®, marker 155-970 bp, vzorky

nanadseny v doubletu
118 119 122 86
1220 2 1220 > 1220 | 1220 |
970 S 970 > 970 > 970 )

Obrdzek 18 — Restrikcni profil kmenii C. canimorsus po piisobeni Styl-HF ®
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Nami testované kmeny C. canimosus s oznacenim 118, 119, 122, 86 mély stejny
restrikéni profil. Amplifikovana DNA nasich testovanych izolatt C. canimorsus byla shodné
nastépena na dva fragmenty o velikostech 970 a 1220 bp. Van Dam a jeho spolupracovnici
ve své studii ziskali pomoci restrikéniho enzymu Styl z riznych kment C. canimorsus
tii opakujici se restrikéni profily. U prvniho kmene jim vznikly fragmenty 1127, 756, 169 a 136
bp. U druhého kmenu C. canimorsus byly fragmenty o velikosti 788, 756, 339, 169 a 136 bp.
U tietiho kmene byla DNA rozstépena na 892, 788, 339 a 169 bp. Dale provadéli PCR-RFLP
u riznych kmenta C. cynodegmi, pii pouziti enzymu Styl jim vznikl restrikéni profil, ktery byl
pro vSechny C. cynodegmi stejny. Restrikéni $tépy tohoto profilu mély velikost 1200 a 890 bp.
Nami ziskané restrik¢ni profily jsou spiSe podobné restrikénim profilim C. cynodegmi od Van
Dam et al., 2009 nez restrik¢nim profilim C. canimorsus. Ale pomoci PCR mame ovéieno,
ze pouzité kmeny jsou C. canimorsus.

V publikaci byly vzorky ziskany z hemokultur infikovanych pacienti i ze psi tlamy. Nase
kmeny byly ziskané ze psi tlamy a nedoSlo ke shodé se vzorky v publikaci. Dale méli
v publikaci k dispozici vyizolované Cisté kultury a aplikovali metodu na ¢isté bunééné lyzaty,
ale soucasti testovani byly i smésné kultury odebrané ze psi tlamy. Vétsina nasich negativnich
lyzatd, u kterych se nevytvoril pocate¢ni amplikon velikosti cca 2000 bp, byly smésné lyzaty,
ve kterych byla pfitomna Capnocytophaga canimorsus a jiné komenzalni bakterie psi ustni
mikroflory. Metodu se nam nepodatilo aplikovat na smésné lyzaty, i kdyz jsme méli pomoci
PCR prokazanou ptitomnost C. canimorsus nebo C. cynodegmi.

Podle studie byla metoda aplikovana i na kmen C. cynodegmi. My jsme PCR-RFLP
aplikovali na 3 kmeny C. cynodegmi. Amplikon, ktery se nasledné §tépi restrikénim enzymem,
se vytvoril pouze u 1 kmene (kmen s ozna¢enim ¢. 51). U kmene ¢. 12 a referenéniho kmene
C. cynodegmi nebyl vytvofen amplikon, proto nemohlo dojit k rozstépeni pomoci Msel
a Styl-HF®. Na zakladé negativnich vysledku u nékterych vzorkd byl testovan mozny vliv
interferujicich latek, ktery nebyl prokazan. Pro vyskytujici se falesné negativni vysledky byl

testovan jiny postup PCR-RFLP.

4.4 PCR-RFLP dle Ciantar et al., 2005

Ciantar a jeho kolektiv se ve své studii zabyvali identifikaci izolati Capnocytophaga spp.
pomoci rRNA PCR-RFLP, kdy nasledné ovéfovali metodu sekvenovanim 16S rRNA. My jsme
na nase kmeny aplikovali pouze rRNA PCR-RFLP a pro tuto metodu byly vybrany vzorky
u nichz byla PCR potvrzena ptitomnost DNA C. canimorsus. Seznam vzorkd, na které byla

metoda aplikovana, je uveden v tabulce 23. Z 28 kment se u 15 povedlo vytvofit restrikéni
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profil, u zbylych 13 nebyl PCR vytvoten amplikon o velikosti cca 1500 bp. Metoda je druhové
specifickd, proto byly mezi testované vzorky zafazeny i izolaty z lidské dutiny ustni
(C. ochracea — kmen 1-6) pro porovnani restrikénich profilti a zjisténi specificity metody. Jako
negativni kontroly byly pouzity Bacillus subtilis, kmen ATCC 6051 a Pseudomonas
aeruginosa, kmen ATCC 9027.

Tabulka 23 — Seznam kmenii a pro PCR-RFLP dle Ciantar et al., 2005

Oznaceni kmene PCR-RFLP Oznaceni kmene PCR-RFLP
CCM 3709 + 7 -
DSM 19736 - 12 -

118 + 104 +
119 + 112 +
122 - 91 -
128 + 92 -
78 - 96 -
79 - 97 -
83 + 1 +
84 + 2 +
85 + 3 +
86 + 4 +
51 - 5 -
4 - 6 +

Poznamka: ,,+“ — metoda provedenda se pozitivnim vysledkem, ,,-* —

3

etoda provedend s negativnim vysledkem

Metoda byla po zdafilé optimalizaci aplikovdna na kmeny z pfirozeného prostredi.
Nejprve byla provedena PCR, kde doslo k amplifikaci DNA o velikosti 1500 bp. Na obrazku 19
je zobrazen vysledny elektroforeticky gel, kde jsou patrny amplikony velikosti cca 1500 bp.

i

1500 bp > bdheo o hafunBanh & |

R A NS R

Obrazek 19 — PCR pro vznik amplikonii cca 1500 bp dle Ciantar et al., 2005, marker 200-1500 bp,
C.C. - C. canimorsus

Na restrikci byl pouzit enzym Msel, restrikce DNA Capnocytophaga spp. je zobrazena
na obrazku 20. Restrik¢ni profil u jednotlivych kment je zobrazen na obrazcich 21 a 22.
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Obrazek 20 — Restrikce enzymem Msel dle Ciantar et al., 2005, marker velikosti 155-970 bp,
C.C. - C. canimorsus

118 119 128 83 84

112
1200
970
222 5 544 544
100 S 447 100 [ 100 S 47 S 7 Nl 417
385 385 385 385 385 385 385

194
140

86 104
595 595
544
433 385
385 305
155

Obrazek 21 — Restrikcni profily testovanych kmenii stépenych enzymem Msel., C.C — C. canimorsus

2

4 6
750 750
447 447
385
194 194

Obrazek 22 — Restrikeni profily testovanych kmenii izolovanych z lidské dutiny ustni Stépenych
enzymem Msel

970
750

it

325

Ciantar a kolegové ve své studii pouzil pro restrikci enzym Cfol, ktery v dob& zpracovani

této diplomové prace nebyl komeréné dostupny, proto byly vyuzity endonukleazy Msel a Styl.
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Restrikéni profily nastépeny enzymem Msel u riznych kment jsou analogické. U izolatu z psi
tlamy se shodovaly piedevsim fragmenty o velikosti 400 bp. Tento fragment se nachazel
u 8 kmenti z 10. Fragment o velikosti 385 bp se nachazel u 9 kmeni z 10. Restrikéni $tép
velikosti 385 bp se nachazel i u 3 kment z 5 ziskanych z lidské dutiny Gstni. Kmeny ziskané
z psi Gstni dutiny a z lidské dutiny ustni se lisi restrikénimi profily. Tyto bakterie jsou sice
soucasti stejného rodu, ale je u nich patrna geneticka diverzita, ktera je v restrikénim profilu
zaznamenana.

Dale byl pouzit na restrikci enzym Styl-HF ®. Vysledky S$tépeni jsou zobrazeny
na obrazku 23. Restrikéni profily jednotlivych kmenti jsou detailné zobrazeny na

obrazcich 24, 25.
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Obrazek 23 — PCR-RFLP s restrikénim enzymem Styl-HF ®, marker 155-950 bp,
C.C. - C. canimorsus

CC. 118 119 128 83 84 85 86 104 112

970> 970 970 1020
750> 750 750 750 750 750 750
680
447 447 447 447 447 447
239 239 239 239 239 239 239

Obrdazek 24 — Restrikcni profily kmenii izolovanych ze psi dutiny ustni, restrikce provedena Styl-HF ®
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Obrazek 25 — Restrikcni profily kmenii ziskanych z lidské dutiny ustni, Stépeno Styl-HF ®

U restrikéniho enzymu Styl-HF ® jsou si nékteré profily podobné. Kmeny C. canimorsus
s ¢iselnym oznacenim 118 a 119 maji profily identické. Maji shodné restrikéni fragmenty
o velikostech 970, 750, 447 a 239 bp. Kmeny ¢islo 128, 83 a 84 se od referen¢niho kmene
C. canimorsus a kment ¢. 118 a 119 lisi o jeden fragment, chybi jim restrikéni fragment
o0 velikosti 970 bp. Dale jsou si podobné kmeny 85 a 86, mezi sebou se lisi pouze v jednom
fragmentu o velikosti 544 bp. U dalsi dvojice kmenti 104 a 112 byl ziskan obdobny profil, jen
kmen ¢islo 104 mél o 2 fragmenty vice nez kmen 112. Pro 10 kment C. canimorsus jsme ziskali
6 restrikénich profild, kdy se nékteré restrikéni profily 1iSi minimalné. Zde jsou kmeny
heterogenni, oproti PCR-RFLP podle Van Dam et al., 2009 pfi pouziti restrikéniho enzymu
Styl-HF ®, protoze zde byl ziskan pouze jeden restrikéni profil.

Kmeny C. ochracea ziskané z dutiny tstni ¢lovéka mély spole¢né fragmenty o velikosti
1100, 1020 a 239 bp. Restrikéni profily po aplikaci restrikéniho enzymu Styl-HF ® jsou témér
analogické a mezi jednotlivymi fragmenty jsou vétsi rozdily ve velikosti oproti restrikénimu
profilu Msel.

Tato metoda je dle pivodni studie navrzena pro rod Capnocytophaga spp. Druhy
C. canimorsus a C. ochracea, poskytovaly restrikéni profil zobrazeny vyse. Stejny postup jsme
aplikovali na 4 vzorky C. cynodegmi a ani u jednoho nebyl vytvoien amplikon potiebny
K nasledné restrikci. Déale jsme opét méli problém metodu aplikovat na smésné kultury,
u kterych byla potvrzena ptitomnost Capnocytophaga canimorsus. V publikaci byly vyuzity
pouze cisté kultury, tento rozdil mohl vést k netc¢innosti metody na smésnych vzorcich,

piestoze navrhované primery byly specifické k Capnocytophaga ssp.

4.5 Sérotypizace izolati C. canimorsus
Metodu sérotypizace pomoci PCR jsme se pokusili zavést u izolatd C. canimorsus

uvedenych v tabulce 24. Jako referenéni opét slouzila sbirkova kultura CCM 3709. Negativni
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kontrolou byl Bacillus subtilis, kmen ATCC 6051 a Pseudomonas aeruginosa, kmen
ATCC 9027.

Tabulka 24 — Seznam kmenai, u kterych byla provedena sérotypizace A-E

Oznaceni kmene sérotyp A sérotyp B sérotyp C sérotyp D sérotyp E

CCM 3709 - - + - -
118 - - - - -
119 - +/- +/- - -
122 - - +/- - -
128 - - +/- - -

78 . . +- . .

79 - - +/- - -

83 - - - - -

84 - - - - -

85 - - - - -

86 - - +/- - -
Poznamka: ,,+ " — pozitivai ,,-** — negativni, ,, +/-“ — reakce byla nespecificka

Pokus o sérotypizaci byl proveden u 11 izolatt. Pouze referen¢ni kultura C. canimorsus,
byla identifikovana jako sérotyp C. Tento vzorek je izolovany z krve ¢lovéka. Ostatni izolaty
byly izolovany ze psi dutiny Gstni. Pfi stanoveni téchto 10 kmenut doslo k tvorbé nespecifickych
produkti. U zadného z nich velikost amplikonu neodpovidala pozadovanym 1000 bp. Priklad
pozitivniho vysledku je zaznamenan na obrazku 26 u referenéniho kmene, piiklad nespecifické

reakce je patrny na obrazku 27.

marker Bac.s. .Pseu. a. Can. c.

1000 bp =

Obrdzek 26 — Sérotypizace, stanoveni sérotypu C, marker 100-3000 bp, Bac. s. — Bacillus subtilis
(negativni kontrola), Pse. a. — Pseudomonas aeruginosa (negativni kontrola), Can.c. — C. canimorsus
(pozitivni kontrola), vzorky nandseny v doubletu
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1000 bp >

Obrazek 27 — Sérotypizace, stanoveni sérotypit A, B, C, marker 155-970 bp, stanoveno v dubletu,
119A — kmen 119 stanoveni sérotypu A, 119 B — kmen 119 stanoveni sérotypu B, 119C — kmen 119
stanoveni sérotypu C, NK — negativni kontrola, pozitivni kontrola byla provedena na jiném gelu
zpracovavaném soubezné, ktery neni V DP zndzornen

Odborné publikace potvrzuji, Ze zjisténi sérotypu u izolata C. canimorsus z psi tlamy je
obtizné. Hess et al., 2018 potvrzuje, ze u 65 % vzorkl nebyli schopni sérotyp urcit. Naopak
u lidskych izolata se jim povedlo sérotypovat 25 z 25 izolatu. Zjistovani sérotypi metodou
PCR se zabyvala i skupina z Veterinarni univerzity v Brné. K dispozici méli 57 vzorkd,
u kterych byla potvrzena piitomnost C. canimorsus. Sérotyp A byl identifikovan u &tyfech
z nich, sérotyp B nem¢l zadny z nich a ostatni vzorky se jim podafilo sérotypovat jako sérotyp
D/C [Barancekova et al., 2022]. Pracovisté bylo kontaktovano s prosbou o dodani informaci,
jakou metodiku vyuzili, bohuzel bez odezvy.

Sérotyp se nam podafilo uréit u referen¢ni kultury C. canimorsus. Dale sérotypizace byla
aplikovana vyhradné na izolaty C. canimorsus ziskané ze psi dutiny ustni. Vysledky byly
nespecifické a nepodafilo se nam ziskat zadny pozitivni vysledek sérotypu A, B, C, D ¢i E.
Na zékladé této zkuSenosti jsme se pokusili kontaktovat pracovisté, kterd publikovala
kazuistiky infekce C. canimorsus u lidskych pacientii s prosbou o vzorek DNA téchto

klinickych izolatd. Pracovisté na nas dotaz reagovala, ale bohuzel DNA k dispozici neméla.

4.6 Tvorba biofilmu Capnocytophaga spp.

Tvorba biofilmu byla testovana na mikrotitra¢nich destickach Christensenovou
metodou u kmenia CCM 3709 C. canimorsus, 118, 119, 122, 86, a jednoho kmene druhu
C. cynodegmi s ¢islem 12. Jako Zivna média byla pouzita BHI a TSB. Hodnoceni tvorby
biofilmu se provadélo podle zméfené absorbance, kterd odpovidd mnozstvi vytvoieného
bakterialniho biofilmu. Absorbance byla méfena spektrofotometricky pii 595 nm.
Neinokulovany BHI bujon mél absorbanci 0,1110 a u neinokulovaného TSB byla zméfena

absorbance 0,09025. Tyto absorbance jsou v nasledujicich grafech znazornény vodorovnou
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linii. Rozmezi hodnot absorbanci a vyhodnoceni tvorby biofilmu je uvedeno v tabulce 25
[Christensen et al., 1985; Stepanovi¢ et al., 2000].

Tabulka 25 — Rozmezi hodnot Ases a hodnoceni tvorby biofilmu
Rozmezi hodnot absorbance pfi 595 nm

BHI bujon TSB bujon Hodnoceni
Asos5 < 0,1110 Asg5< 0,09025 Biofilm — negativni
0,1110 < Asgs < 0,2220 0,09025 < Ase5< 0,1805 Biofilm — slab¢ pozitivni
0,2220 < Asgs < 0,444 0,1805 < As95< 0,361 Biofilm — stfedn¢ pozitivni
0,444 < Asgs 0,361 < Asgs Biofilm — silné pozitivni

Poznamka: Ases — absorbance mérend pri 595 nm

Mikrotitracni desticky s BHI bujonem byly kultivovany pii 37 °C v 5% CO, atmosféie
48 hodin nebo 7 dni. Pro jednotlivé kmeny, které byly inkubovany 48 hodin, jsou vysledky
uvedeny v tabulce 26.

Tabulka 26 — Absorbance a tvorba biofilmu bakterii C. canimorsus a C. cynodegmi v BHI bujonu
Kultivace 48 hodin Kultivace 7 dni

Testovany

Kmen Absorbance pfi Hodnoceni Absorbance pfi Hodnoceni
595 nm tvorby biofilmu 595 nm tvorby biofilmu
REF. 0,1275+0,0035 Slab¢ pozitivni 0,1301+0,0075 Slab¢ pozitivni
12 0,1309+0,0051 Slabé pozitivni 0,1289+0,0072 Slabé pozitivni
118 0,1337+0,0066  Slabé¢ pozitivni 0,1289+0,0074 Slab¢ pozitivni
119 0,1258+0,0041  Slabé¢ pozitivni 0,1385+0,0087 Slab¢ pozitivni
122 0,1253+0,0036 Slabé pozitivni 0,1297+0,0099 Slabé pozitivni
86 0,1250+0,0030  Slabé pozitivni 0,1240+0,0087 Slabé pozitivni

Vsechny kmeny tvorily biofilm a podle pouzitych kritérii byly hodnoceny jako biofilm
slab¢ pozitivni. Hodnoty absorbanci se pohybovaly v rozmezi od 0,1250 do 0,1337 pii kultivaci
48 hodin a pfi kultivaci 7 dni byly hodnoty absorbanci od 0,1240 do 0,1385. Rozdily mezi
jednotlivymi kmeny byly minimalni, nejvyssi absorbance po 48 hodindch kultivace byla
zmétena u kmene Cislo 118. Nejvyssi absorbance po 7 dnech kultivace byla stanovena u kmene
¢islo 119. Neni mozné fici, ze by delsi kultivace (7 dni) znamenala vyssi tvorbu biofilmu.
U poloviny piipadi doslo ke zméfeni vys$si absorbance nez po 48 hodinach a u druhé poloviny

byly hodnoty nizsi nez po 48 hodinach.
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Dale byla hodnocena tvorba biofilmu pti pouziti TSB bujonu. Mikrotitraéni desticky
byly kultivovany pii 37 °C v 5% CO, atmosféie 48 hodin nebo 7 dni. Testovany byly stejné
kmeny jako pfi testovani v BHI bujonu. Vysledky ziskanych absorbanci pti 595 nm a hodnoceni
tvorby biofilmu s pouzitim TSB bujonu jsou uvedeny v tabulce 27.

Tabulka 27 — Absorbance a tvorba biofilmu bakterii C. canimorsus a C. cynodegmi v TSB bujénu
Expozice 48 hodin Expozice 7 dni

Testovany

Kmen Absorbance Hodnoceni Absorbance Hodnoceni
pii 595 nm tvorby biofilmu pii 595 nm tvorby biofilmu
REF. 0,1340+0,0074 Slabé pozitivni 0,1265+0,0069 Slabé pozitivni
12 0,1323+0,0070 Slabé pozitivni 0,1359+0,0070 Slabé pozitivni
118 0,1361+0,0051 Slabé pozitivni 0,1342+0,0064 Slabé pozitivni
119 0,1297+0,0054  Slabé pozitivni 0,1521+0,0050 Slab¢ pozitivni
122 0,1283+0,0055  Slab¢ pozitivni  0,12925+0,0062  Slabé& pozitivni
86 0,1319+0,0056 Slabé pozitivni 0,1368+0,0080 Slabé pozitivni

Tvorba biofilmu v TSB bujonu byla hodnocena jako slabé pozitivni. Rozmezi hodnot
se pohybovalo po 48 hodinach od 0,1283 do 0,1361, po 7 dnech od 0,1265 do 0,1521. Vysledky
byly podobné u jednotlivych kmenti. U kmene ¢islo 119 je velky rozdil mezi kultivaci 48 hodin
a 7 dni, na rozdil od ostatnich kmenti, kde rozdil nebyl nebo byl maly.

Mezi pouzitymi bujony byl rozdil ve tvorbé biofilmu. Jelikoz absorbance
neinokulované¢ho TSB je niz$i nez neinokulovaného BHI a naméfend absorbance tvorby
biofilmu v téchto bujonech podobna, lze usoudit, ze C. canimorsus a C. cynodegmi vice tvoii
biofilm v TSB nez v BHI bujoénu. Srovnani tvorby biofilmu v BHI a TBS po 48 hodinach
kultivace pii 37 °C v 5% CO> atmosféfe je zobrazeno na obrazku 28 a srovnani tvorby biofilmu
v BHI a TSB bujénech po 7 dnech kultivace pii stejnych podminkach jako pti 48 hodinach je

zobrazeno na obrazku 29.
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Obrdzek 28 — Graf — srovndni tvorby biofilmu v BHI a TSB po kultivaci 48 hodin
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Obrazek 29 — Graf — Srovnani tvorby biofilmu v BHI a TSB po 7denni kultivaci

Na obrazku 28 je v grafu vidét, ze absorbance inokulovaného TSB bujonu je vyssi
nez absorbance BHI a to u vSech kmenii. Proto mizeme BHI bujon hodnotit jako lepsi médium
pro kmeny C. canimorsus a C. cynodegmi, protoze poskytuje lep$i prostiedi a lep§i podminky
nez TSB bujon, kde tvorba biofilmu je vyssi a bakterie se zde tvorbou biofilmu chrani.

Porovnanim tvorby biofilmu v BHI a TSB bujonu po 7denni kultivaci (obrazek 29) bylo
zjisténo, ze absorbance inokulovaného TSB bujonu neni u vSech kment vyssi, néz absorbance
inokulovaného BHI bujénu, jak tomu bylo po kultivaci 48 hodin. U referenéniho kmene
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C. canimorsus a kmene s oznac¢enim 122 byla absorbance v TSB niz$i nez u BHI. Jak uz bylo
zminéno vyse, u kmene 119 je vidét velky nartst absorbance pii 7denni kultivaci v TSB bujonu.
I podle téchto vysledki byl pro vyssi tvorbu biofilmu lepsi TSB bujon.

Biofilmem v souvislosti s rodem Capnocytophaga se zabyvali Fabre et al., 2021 a Piau
et al., 2013. Bohuzel autofi se zabyvali tvorbou biofilmu u rodi izolovanych z lidské dutiny
ustni. Dale v kazuistice Jalava-Karvinen s kolektivem (2018) zminuji, ze C. canimorsus je
schopna tvofit biofilm na protézach. A protoze se C. canimorsus a C. cynodegmi vyskytuje
Vv dutin¢ ustni u psi a kocek, bylo predpokladano, ze se zapojuji do tvorby tustniho biofilmu.
Testovanim tvorby biofilmu na C. canimorsus a C. cynodegmi jsme dokazali, ze tyto bakterie

patii k 80 % bakterialni populace a jsou schopny tvofit biofilm.

4.7 Typizace C. canimorsus a C. cynodegmi pomoci systému BIOLOG GEN

[HMT

Biochemické testy byly provedeny u referenéniho kmene C. canimorsus CCM 3709,
izolatt C. canimorsus s ¢iselnym oznacenim 118, 119, 122, 86 a C. cynodegmi s oznac¢enim 12.
Zakal byl méfen turbidimetricky po 25 hodinach inkubace pii 37 °C v CO> atmosféie. Podle
fenotypového otisku softwarem Biolog Microbial Identification Systems byly uréeny vybrané
kmeny. Referenéni kmen C. canimorsus a kmen 86 byly identifikovany jako Capnocytophaga
canimorsus, coz se shodovalo s i nasimi vysledky PCR. Kmen 119 a 122 byly vyhodnoceny
jako Capnocytophaga cynodegmi, ktera je hodné fenotypové i genotypové podobna
C. canimorsus, kterou jsme pomoci PCR identifikovali. Kmen 12 byl vyhodnocen jako
C. cynodegmi, coz je shodny vysledek s testovanim pomoci PCR. Pouze u kmenu ¢islo 118
byly vysledky neprtikazné, nebyla prokazana ptitomnost C. canimorsus, piestoze byl kmen 118
identifikovan pomoci PCR jako C. canimorsus. Jednotlivé testy, podle kterych se hodnoti

fenotypovy otisk, jsou zapsany v tabulce 28.

Tabulka 28 — Souhrnné vyhodnoceni biochemickych testii

C. C. C. C. C. C.

Biochemicky test canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus cynodegmi
REF 118 119 122 86 12
Dextrin P P P P P P
D-maltéza P P P P P P
D-trehaldza B P N N N B
D-celobidza P B B B B B

Poznamka: ,,P* — pozitivni, ,, N“ — negativni, ,,B* — hranicni
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Tabulka 28 — Pokracovaini — Souhrnné vyhodnoceni biochemickych testii

C. C. C. C. C. C.
Biochemicky test canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus cynodegmi
REF 118 119 122 86 12
Gentiobidza P P P P P P
Sacharéza N P P P N P
D-turandza P P P B B B
Stachyoza N P P B N B
D-rafinéza N P P P N P
o-D-laktoza P P P P P P
D-melibiza N P N B B B
B-methyl-D-glukosid B N N N N N
D-salicin N N N N N N
N—acetyI—D'-qukos— P p p P B B
amin
N-acetylp-D- B P P B B N
mannosamin
N-acetyl-D-
gaI:liteo)s/amin B N B N B B
Kys. N-
acetylneuraminovéa B B B B N B
o-D-glukoza P P P P P P
D-manéza P P P P P P
D-fruktoza N P P P N P
D-galaktoza B B B B B B
3-methylglukoza B N N N N N
D-fukoza N B N N N N
L-fukoza N P B N B N
L-ramnoza N N N N N N
Inosin N B B N N B
D-sorbitol B N N N N N
D-manitol N N N N N N
D-arabitol B N N N N N
Myoinositol B P N N N N

Poznamka: ,,P* — pozitivni, ,, N“ — negativni, ,,B* — hranicni
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Tabulka 28 — Pokracovaini — Souhrnné vyhodnoceni biochemickych testii

C. C. C. C. C. C.
Biochemicky test canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus cynodegmi
REF 118 119 122 86 12
Glycerol N N N N N N
D-glukéza-6-POy B B B B B P
D-frukto6za-6-PO4 N B B B B N
Kys. D-aspardgova N N N N N N
D-serin N N N N N N
Zelatina B N B N N B
Glycyl-L-prolin B B B B B B
L-alanin B N N N N N
L-arginin B N N N N N
Kys. L-asparagova N B B B N N
Kys. glutamové N N N N P N
L-histidin N P N N N N
Kys. L-
pyroglutamova N N N N N N
L-serin N N N N N N
Pektin N P P P N P
Kys. D-
galakturonova B N N N N N
Lakton kys. L-
galaktonové B B B B B B
Kys. D-glukonové N N N N N N
Kys. D-glukuronové N P N N N N
Glukuronamid N N N N N N
Kys. mucinové N N N N N N
Kys. chininové N P N N N N
Kys. D-sacharidova B N N N N N
P-hydroxyfenyl
s, M NN NN
Methylpyruvat N N B N N B

Poznamka: ,,P* — pozitivni, ,, N“ — negativni, ,, B* — hranicni
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Tabulka 28 — Pokracovaini — Souhrnné vyhodnoceni biochemickych testii

C. C. C. C. C. C.
Biochemicky test canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus cynodegmi
REF 118 119 122 86 12
Methylester kys.

Domléen N N N N B N
Kys. L-mlé¢na N N N N N N
Kys. citronova N N B B B B

Kys. a-ketoglutarova N B B B N B
Kys. D-jable¢na B N N N N B
Kys.L-jable¢na N N B B N B

Kys. bromosukcinova N N N N N N

Tween 40 N N B N N B
Kys. y-amino

o N NN N NN
Kys. a-hydroxy N N N N N N

maselna

Kys. p-hydroxy-D,L-

Y Bmzselnéy N N N N N N

Kys. a-ketoméselna N N B N N B

Kys. acetova B B B B B B
Kys. propionové B N B N N N
Kys. octové B P B N N B
Kys. mravenéi N N N N N N

Poznamka: ,,P* — pozitivni, ,, N — negativni, ,,B* — hranicni

Rod Capnocytophaga podle Gaastra et Lipan, 2010 vyuziva rizné sacharidy (glukoza,
dextran, glykogen, inulin, $krob), coz se nami provedenymi testy potvrdilo, protoze testované
kmeny byly pozitivni na dextrin, D-maltozu, gentiobidzu, Sachardzu, D-rafinozu, a-D-laktozu,
a-D-glukozu, D-manozu, D-fruktézu, pektin, o-D-laktozu, N-acetyl-D-glukosamin,
a-D-glukézu, stachylozu, D-turanézu. Mally a kolektiv vroce 2009 sestavili soubor
biochemickych testd, kde C. canimorsus davala pozitivni vysledky na sialidazu a negativni na
sacharozu a rafindzu. Stejné vysledky, tedy negativni sacharézu a rafinézu, uvadi i Suzuki
etal., 2018. V nasem ptipadé¢ sachardzu utilizovaly 4 kmeny ze 6 a2 kmeny sacharozu

nevyuzivaly. U metabolismu rafindzy bylo zjisténo, Ze zkvaSovani probiha u 4 kmenu
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a u 2 kmend nikoliv. Suzuki et al., 2018 navic uvadi test na fruktozu a manitol, ktery byl
negativni, dale test na glukdzu, laktozu a mandzu, ve kterém doslo k utilizaci téchto cukri.
Vyuzivani fruktozy bylo potvrzeno u 4 kmeni a u referenéniho kmene C. canimorsus a kmene
¢islo 86 nebyla fruktéza zuzitkovana. Vyuzivani glukézy a laktozy bylo zjisténo u vsech
6 kmenti. Tento vysledek se shoduje s uvedenou publikaci. Dal§i shoda byla nalezena
u manitolu, kde nami vybrané kmeny neutilizovaly tento cukr. Dale v publikaci od Umeda
et al., 2014 byly uvedeny biochemické testy na xylozu, sachardzu a fruktozu, které uvadi, ze
metabolismus C. canimorsus tyto cukry nevyuziva. Tento vysledek se shoduje s uvedenymi
publikacemi vyse. Referen¢ni kmen C. canimorsus a kmen ¢islo 86 se shodovaly s Mally et al.,
2009, Suzuki et al., 2018 a Umeda et al., 2014.

Odlisnost divokych kment ziskanych z pfirozeného prostiedi s referenéni C. canimorsus
nebyla vysoka. Rozdil byl nalezen u D-celobidzy, B-methyl-D-glukosidu, 3-methylglukozy,
D-sorbitolu, D-arabitolu, D-fruktéza-6-POas, L-alaninu, L-argininu, kys. D-galakturonové,
Kys. D-sacharidové a kys. D-jable¢né. Naprostd shoda ve vysledcich byla nalezena
u 29 biochemickych testi, naptiklad u testu na dextrin, D-maltézu, D-manézu, L-ramno6zu nebo
D-manitol. Referen¢ni kultura byla izolovana z rany ¢lovéka, nami ziskané kmeny odebrané ze
psi dutiny ustni byly ve vysledcich testi pfevazné shodné. Nejvice odlisnych vysledkt
V porovnani s ostatnimi kmeny mél kmen ¢islo 118. Proto nebyla softwarem Biolog Microbial
Identification Systems nalezena C. canimorsus, kterou jsme identifikovali pomoci PCR.
Odlisnosti biochemickych testi mohou byt zplsobeny viceCetnym pasdzovanim kultur
Vv laboratornim prostiedi nebo jinymi faktory, které mohou pisobit stresoveé na kulturu, protoze
neni ve svém piirozeném prostiedi a kultura muze ztracet nékteré geny.

Jelikoz kmen s ¢iselnym oznacenim 12 je metodou PCR prokazan jako C. cynodegmi,
muzeme biochemické odliSnosti ¢i shody porovnat jak s C. canimorsus, tak se studiemi
o C. cynodegmi. C. cynodegmi ma podle Suzuki et al., 2018 fruktozu, glukoézu, maltézu
a sacharozu pozitivni. U manitolu a rafinézy nedochazi k utilizaci cukrti. U kmene ¢islo 12 byla
metabolizovana fruktéza, glukoza, maltéza, manoza, rafindza, sachardza, pouze manitol nebyl
vyuzivan. Kromé testli na rafindzu a manézu, které vysly naopak nez u Suzuki et al., 2018,
se naSe vysledky s publikaci shoduji. S porovnanim s referen¢ni kulturou C. canimorsus
se kmen 12 C. cynodegmi lisi v sacharoze, rafindze a pektinu, kdy vSechny tyto latky ma
C. canimorsus negativni a C. cynodegmi pozitivni. Shoda vysledki byla zaznamenana
u 43 biochemickych testt, to potvrzuje, ze C. cynodegmi a C. canimorsus jsou fenotypové

velmi podobné.
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Kmeny byly testovany na citlivost k chemickym latkam a antibiotikiim. Souhrnny seznam

vysledku je uveden v tabulce 29.

Tabulka 29 — Souhrnné vyhodnoceni testit na citlivost chemickych ldtek

Butyrat sodny

Test na C. C. C. C. C. C.
chemickou canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus canimorsus cynodegmi
citlivost REF 118 119 122 86 12
pH 6 B N B N B N
pH 5 N N N N N N
1% NaCl N B B B B B
4% NaCl N N N N N N
8% NaCl N N N N N N
1% laktat sodny N N N N B N
Kys. fusidova N N N N N N
D-serin B N B B B B
Troleandomycin B N B B B B
Rifamycin SV P B B B P B
Minocyklin P B B B P B
Linkomycin P B B B P P
Guanidin HCI N N N N N N
Niaproof 4 N N N N N N
Vankomycin B B P P P B
Tetrazolov4 fialova B B B B B B
Tetrazoliova modf B B B B B B
Kys. nalidixové P B P P P B
Chlorid lithny B P B P P B
Tellurid draselny B N B B B B
Aztreonam P B P P P P
B N B P P B
N N N N

pd
pd

Bromic¢nan sodny

Poznamka: ,,P* — pozitivni, ,, N“ — negativni, ,,B* — hranicni

Testovani citlivosti k chemickym latkdm je u C. canimorsus obtizné a standardizované
metody nejsou dostupné [Sandoe, 2004]. Jako antibioticka terapie se na infekce zpuisobené

C. canimorsus pouziva penicilin. Bakterie jsou citlivé i na imipen, klindamycin,
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chloramfenikol, cefalosporiny 3. generace, fluorochinolony, erytromycin, doxycyklin
a metranidazol [Gaastra et Lipan, 2010]. Dale byla publikovana citlivost na erythromycin,
vankomycin, chinolony [Sandoe, 2004]. Podle nasich test byla prokazana citlivost na kyselinu
fusidovou, guanidin HCI, niaproof 4, tetrazoliovou fialovou, tetrazoliovou modf, bromi¢nan
sodny, D-serin, troleandomycin, tellurid draselny, butyrat sodny, prosttedi s pH 5, pH 6, dale
prostiedi s obsahem 1% NaCl, 4% NaCl, 8% NaCl a 1% laktat sodny. Podle studie Gaastra et
Lipan, 2010 na C. canimorsus nejsou G¢inné aztreonam, polymyxin, fosfomycin, trimetroprim
nebo sulfamethoxazol a aminoglikosidy. Testované kmeny nebyly citlivé k antibiotikiim
rifamycin SV, minocyklin, linkomycin, vankomycin, kyselina nalidixova, chlorid lithny,
butyrat sodny a aztreonam. NaSe vysledky u antibiotika aztreonam se shoduji s publikaci
Gaastra et Lipan, 2010 i s Oliveira et al., 2021. Provedené testy na citlivost k chemickym
latkdm se u jednotlivych kmeni neodlisovaly, referenéni kultura a izolaty C. canimorsus

I C. cynodegmi poskytovaly obdobné vysledky.
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Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala typizaci izolati Capnocytophaga canimorsus
ziskanych ze psi dutiny Gstni. Teoreticka ¢ast je vénovéana charakteristice bakteridlniho rodu
Capnocytophaga i popisu C. canimorsus jakozto hlavniho ptiivodce zoonotickych infekci. Dale
jsou v této casti uvedeny typizatni metody se zaméfenim na molekularni biologii.
Experimentalni ¢ast prace se zabyva jak genotypizaci, ktera zahrnuje PCR a PCR-RFLP, tak
fenotypizaci, kde byla zkoumana tvorba biofilmu jednotlivych izolatd C. canimorsus. Byla
testovana metabolicka aktivita, ktera byla ovéfovana souborem biochemickych testu a také byla
zjistovana citlivost k n€kterym antibiotikiim a chemickym latkam.

V této praci bylo riznymi metodami zkoumano 64 vzorki stérti z dutiny ustni psti u nichz
byla PCR metodou potvrzena piitomnost C. canimorsus. Jako sbirkové kmeny byly vyuzity
C. canimorsus kmen, CCM 3709 a C. cynodegmi kmen, DSM 19736. Pro identifikaci
C. canimorsus a C. cynodegmi byl pouzit protokol podle studie Michio Suzuki et al., 2010,
protoze tato metoda byla optimalizovana v pfedchozi diplomové praci, byl postup pouze
pievzat a optimalizace se provadéla u nasledujicich postupt.

Prvni z PCR-RFLP byla pievzata z publikace od VVan Dam et al., 2009. Tato metoda byla
publikovana jako specificka k C. canimorsus a C. cynodegmi. Nejdiive byla provedena
optimalizace, kdy byly upravovany podminky PCR-RFLP reakce i elektroforetické detekce.
Povedlo se nam ziskat 13 rGznych restrikénich profilt, které byly vytvofeny enzymy Msel
a Styl-HF. Touto metodou jsme prokazali ne pfili§ vyraznou genetickou heterogenitu druhu
C. canimorsus a specifita metody k C. cynodegmi potvrzena nebyla.

Dalsi postup PCR-RFLP, ktery byl uspésné zaveden a optimalizovan, vychazel ze studie
Ciantaretal.,, 2005. Tato metoda byla publikovana jako rodové specifickd pro rod
Capnocytophaga. PCR-RFLP byla uplatnéna na 26 izolatd, kdy u 15 izolatd byl vytvoien
amplikon, ktery se nasledné $tépil pomoci restrikénich enzymu. Pii pouziti restrikéniho enzymu
Msel bylo ziskano 14 restrikénich profild, restrikénim enzymem Styl-HF ® bylo ziskano
7 restrik¢ni profilt. Tato restrikéni endonukleaza poskytovala shodné velikosti restrikénich
fragmentd, proto pro dalS$i zkoumdni je vhodné pouzit dal$i restriktdzy, které Stépi
amplifikované sekvence. Potvrdili jsme aplikovatelnost metody na dal$i zastupce rodu
Capnocytophaga, jako jsou druhy pochazejici z lidské dutiny ustni (pfedevsim C. ochracea).
Stejné¢ tak jako u ptfedchoziho postupu se nam nepodafilo metodu uspésné aplikovat

na C. cynodegmi.
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Dalsi metoda, kterd byla zavedena a optimalizovana V této praci, byla sérotypizace
pomoci PCR. Sérotypizace byla aplikovana na 11 vzorkd, z nichz byl urCen sérotyp pouze
u referen¢ni kultury C.canimorsus. U n&kterych analyzovanych kment byla prokazana
nespecificka reakce, kterou jsme potlacili precisténim DNA, ale dany sérotyp se ptesto prokazat
nezdafilo. Na§ nezdar potvrzuji i studie, které se sérotypizaci kment C. canimorsus ziskané
Z psi tlamy vénovaly.

Dale byly testovany fenotypové vlastnosti C. canimorsus a C. cynodegmi. Byla ovéfovana
tvorba biofilmu Christensenovou metodou. Tato metoda byla aplikovana na referenéni kulturu
C. canimorsus a pét dalsich kment. Bylo potvrzeno, ze kmeny biofilm tvoii. Rozdily mezi
pouzitymi kmeny C. canimorsus byly minimalni. Stejn¢ tak i rozdily mezi C. canimorsus
a C. cynodegmi, protoze tyto druhy jsou si genotypové i fenotypové velmi podobné a vyskytuji
se ve stejném prostiedi. Na zavér byly izolaty C. canimorsus a C. cynodegmi podrobeny
biochemickym testim, kde byla i zjistovana citlivost na vybrané chemickeé latky.

Z metod uvedenych v diplomové praci je patrné, Ze typizace C. canimorsus nam poskytla
piehled o genotypovych a fenotypovych vlastnostech bakterialnich kultur. Cesta k tomuto
vysledku neni vzdy jednoducha, a proto je nékdy nutna volba vice metod. V klinické praxi je
tato bakterie opomijena. Diivody mohou byt tieba jeji dlouha inkubace nebo mala procentudlni
incidence. Ale kvuli starnuti populace a zvySujicimu se poc¢tu domacich mazlickli se muze
zvysSovat incidence infekce touto potencialné patogenni bakterii. I kdyz je mikroorganismus
citlivy na mnoha antibiotika, pokud se antibiotika nepodaji v¢as, mize dojit k septickému Soku
a nasledné smrti. Proto by méla byt infekce touto bakterii pfi pokousani nebo poskrabani psem
¢i kockou brana v potaz. Nejvice ohrozeni lidé jsou ti se snizenou imunitou, splenektomii nebo
jinym zdravotnim omezenim, které by mohlo vést k nachylnosti k infekci C. canimorsus. Proto
by mély byt tyto osoby obezietné a pokud se po kontaktu se psem nebo kockou objevi horecka,
dusnost, malatnost nebo lokalizovana celulitida v misté¢ kontaktu. Je potfeba na tuto skutecnost

upozornit lékare.
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