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ANOTACE

Tato prace se zaméfuje na diagnostiku a identifikaci bakterie Capnocytophaga
canimorsus. V uvodni Casti jsou popsany obecné vlastnosti a charakteristika celého rodu
Capnocytophaga a je zde vysvétleno, pro¢ je dilezité této bakterii a jeji identifikaci vénovat
veétsi pozornost. Hlavni ¢ast prace se pak zabyva podrobnéjSim popisem moznosti diagnostiky.
Je zde optimalizovana metoda polymerazové fetézové reakce v redlném Case a s pouzitim
vzorkll odebranych zGstni dutiny psi a kocek porovnana s jinymi bézné¢ pouzivanymi

metodami identifikace.

KLICOVA SLOVA
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TITLE
Detection And Identification Of Capnocytophaga canimorsus By PCR Method

ANNOTATION

This thesis focuses on the diagnostics and identification of the bacterium
Capnocytophaga canimorsus. The introductory part describes the general characteristics of the
genus Capnocytophaga and explains why it is important to pay more attention to this bacterium
and its identification. The main part of the thesis deals with more detailed description of
diagnostics options. The real-time polymerase chain reaction method is optimized and
compared with other commonly used identification methods using samples taken from the oral

cavity of dogs and cats.
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UVoD

Podle odhadii veterinarnich 1ékaiG s ndmi Zije na celém svété zhruba 500 miliond psi
anecelych 400 milionii kocek. Miliony lidi je kazdy rok né&jakym psem nebo kockou
pokousano. Bakterie v Gstni dutiné téchto zvifat mohou pii pokousani nebo jiném kontaktu
zpusobovat u lidi nejriiznéj§i onemocnéni. Zhruba 5-10 % z téchto kousnuti se u ¢loveka
projevi néjakou infekci a podle statistik z USA priimérné 6 lidi ze 100 milionti na tuto infekci
zemie (1; 2).

Bakterie Capnocytophaga canimorsus je jedna z téch bakterii, kterd je soucasti oralni
flory az 74 % pst a 57 % kocek a na ¢loveka mlze byt pfenesena pokousanim, posSkrabanim
nebo expozici zvifecim slindm s narusenou kozni ¢i slizni¢ni bariérou. Obecné méa pomérné
nizkou virulenci a u zdravého ¢lovéka se infekce neprojevi. U lidi s oslabenym imunitnim
systémem vSak miiZze zptisobovat velmi zdvazné zdravotni problémy (3).

V minulosti byli Iékafi pii diagnostice onemocnéni zavisli pouze na vysledcich kultivace
a biochemickych testll, coz nebylo vzdy dostacujici. Velké mnozstvi bakterii se kultivuje velmi
Spatné, nebo jsou v laboratornim prostfedi nekultivovatelné. Kultivace je také v porovnani
1 Capnocytophaga canimorsus.

Véasna a spravnd diagnostika, hraje pfi 1écbé infekce nepostradatelnou roli. A praveé
komplikovany prikaz této bakterie je pro lékate zdsadni problém, protoze znemoziluje rychlé
nasazeni spravné antibiotické 1éCby.

V soucasné dob¢ se tedy Castéji pristupuje k molekularné biologickym metodam, které
jsou rychlejsi a presnéjsi. Témito metodami jsme schopni rychle a spolehlivé diagnostikovat
bakterie Capnocytophaga na Grovni druhu a piedevSim od sebe odlisit Capnocytophaga
canimorsus a Capnocytophaga cynodegmi, které jsou si geneticky a biochemicky velmi

podobné a doneddvna neexistovala metoda, ktera by byla schopna je 100 % rozpoznat (4).
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1 ROD CAPNOCYTOPHAGA

Bakterie rodu Capnocytophaga se bézné vyskytuji v Gstni dutin€. Tyto bakterie nejsou
pro zdravého clovéka nijak nebezpecné a jsou povazovany za béznou mikrofléru. Nejvice
pozornosti je v soucasnosti vénovano druhtim Capnocytophaga canimorsus a Capnocytophaga
cynodegmi, které osidluji ustni dutinu pst a kocek, mohou byt pfeneseny na cloveka
a zpusobovat lokalni 1 vazné systémové infekce. Se systémovymi infekcemi je spojovana
ptedevsim Capnocytophaga canimorus. C. cynodegmi zplusobuje spise infekce ran a ojedinéle
peritonitidy (5; 6; 7).

Nézev Capnocytophaga je odvozen z latinského- ,,capno“- bakterie vyzadujici oxid
uhlicity a,,cytophaga™ je vyraz popisujici jejich flexibilitu a pohyblivost. Napiiklad nazev
,Canimorsus* je pak odvozen z latinskeho ,,cani* - pes a ,,morsus* - kousat (1).

Bakterie rodu Capnocytophaga patti do kmene Bacteroidetes a cCeledi
Flavobacteriaceae, kterad zahrnuje mimo jiné dalsi komenzaly, které se vyskytuji v Gistni dutiné
pst a kocek. Kromé jiz dvou zmitiovanych je v literatute (8) aktualné popsano dalSich jedenéct
druhti rodu Capnocytophaga. Konkrétné se jedna o

Capnocytophaga bilenii
Capnocytophaga canis
Capnocytophaga endodontalis
Capnocytophaga felis
Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga granulosa
Capnocytophaga haemolytica
Capnocytophaga leadbetteri
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga periodontitidis
Capnocytophaga sputigena

Bakterie Capnocytophaga gingivalis, C. ochracea, a C. sputigena se ptirozené vyskytuji

v lidskych ustech a jejich roli pfi rozvoji riznych onemocnéni se vénuje nékolik vyzkumnych
praci (9).

Capnocytophaga spp. jsou soucasti skupiny mikroorganismi, kterym se fikda HACEK

(Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus paraprophilus,

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Aggregatibacter aphrophilus, Cardiobacterium
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hominis, Eikenella corrodens a Kingella kingae). Spolenym znakem vSech téchto bakterii je,
ze mohou zpusobovat endokarditidu, artritidu, osteomyelitidu anebo periodontitidu. Riziko
onemocnéni se vyrazné zvySuje po prodélané splenektomii, pfi nadmérném piti alkoholu,

inzulin-dependentnim diabetu nebo u pacientt, ktefi uzivaji imunosupresiva (10).

1.1 OBECNA CHARAKTERISTIKA RODU

Rod Capnocytophaga je identifikovan jako skupina naro¢nych, vietenovitych,
gramnegativnich, nesporotvornych, klouzavych, nebi¢ikovych bakterii, jejichz rlst je
podporovan kapnofilni atmosférou. Morfologicky jsou velmi podobné fusobakteriim a mohou
se vyskytovat i ve filamentarnich nebo kokoidnich formach (11).

Pouze v malo piipadech byla bakterie pozorovana pifimo pod mikroskopem barvenim dle
Grama. Capnocytophaga spp. jsou popisovany jako narocné organismy, jejichz kultivace je
mozné na krevnim agaru inkubovaném v anaerobni nebo kapnofilni atmosféte s minimalné 5 %
oxidu uhli¢itého po dobu 2-3 dnll nebo v lahvich s anaerobnimi hemokulturami (11; 12). Na
krevnim agaru netvoii hemolyzu a ke svému rlstu potiebuje teplotu 30-37 °C (11).

Kultivace a biochemicka charakterizace se jiz dlouhou dobu pouzivaji jako standardni
diagnosticky postup v bakteriologickych laboratotich. V poslednich letech byly tyto klasické
metody doplnény o moderni diagnostické néstroje, jako jsou technologie zalozeny na detekci
nukleovych kyselin (sekvenovéani, PCR) a MALDI-TOF (4; 13).

Vzhledem k rozmanitym faktoriim virulence a zvlastni rezistenci nékterych druht je

zasadni rychla a ptesna identifikace jejich izolata (14).

1.1.1 BIOCHEMICKE TESTY

Bakterie Capnocytophaga jsou pozitivni na glukozu, maltoézu, laktozu a test pohyblivosti.
Dale jsou negativni na sacharézu, mannitol, indol, uredzu a nitrat. VétSina téchto testli se ale
pfi identifikaci neprovadi. V praxi se pouzivaji pouze kataldzové a oxidazové testy. Ne vSechny
bakterie z tohoto rodu maji biochemické testy stejné. Pozitivni na oxidazu a katalazu jsou pouze

C. canimorsus a C, cynodegmi. Lidské druhy jsou na tyto testy negativni (15; 16).
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Tabulka 1 Piehled a porovnani biochemickych charakteristik (16)

Charakteristika C. canimorsus C. cynodegmi Capnocytophaga spp.
Hemolyza Negativni Negativni Negativni
Rust na MacConkey agaru Negativni Negativni Negativni
Indol Negativni Negativni Negativni
Ureaza Negativni Negativni Negativni
Lysin dekarboxyliza Negativni Negativni Negativni
Ornithin dekarboxylaza Negativni Negativni Negativni
NO:; 2> NO: Negativni Variabilni Variabilni
NO:2> N2 Variabilni Variabilni Negativni
Hydrolyza eskulinu Variabilni Pozitivni Variabilni
Hydrolyza ONPG Pozitivni Pozitivni Pozitivni
Arginin dihydroliaza Pozitivni Pozitivni Negativni
Oxidaza Pozitivni Pozitivni Negativni
Katalaza Pozitivni Pozitivni Negativni
Inulin Negativni Pozitivni Negativni
Glukoéza Pozitivni Pozitivni Pozitivni
Maltéza Pozitivni Pozitivni Pozitivni
Fruktéza Variabilni Pozitivni Variabilni
Laktéza Pozitivni Pozitivni Variabilni
Mannitol Negativni Negativni Negativni
Mannéza Variabilni Pozitivni Pozitivni
Galaktoza Pozitivni Variabilni Pozitivni

1.1.2 POHYB

Capnocytophaga spp. se mize pohybovat klouzanim bez pouziti bicikd, pfi¢emz jako
zdroj energie vyuziva protonovou hnaci silu. Po kontaktu s povrchem umoznuje klouzava
motilita migraci pies biologické bariéry, invazi hostitelské buiiky a vystup z infikovanych
bune¢k, ¢imz podporuje translokaci a systémové Siteni (10; 17).

Ultrastruktura téchto ,klouzavych® bakterii byla pozorovana pod elektronovym
mikroskopem a tim bylo zjisténo, Ze bunéény povrch C. sputigena je pokryt fibrilami
propojenymi s bunéénou hmotou, zatimco C. gingivalis a C. ochracea m¢ly odlisné chemické
a fyzikalni sloZeni. U obou bakterii byly popsany adheziny, které zprosttedkovavaji koagregaci
s riznymi dal§imi ordlnimi bakteriemi a které by mohli byt pouZity pro adhezi a kolonizaci na
kostech, kloubnich ndhradach, nebo na implantatech, ¢i plastovych pomickach v medicing.
U Capnocytophaga sputigena byla popsana degradace laktoferinu C, kterd by mohla vyvolavat
adhezi na epitelidlni bunky, plazmatické proteiny a slozky pojivové tkané. V nckolika
publikacich bylo také popsano zapojeni Capnocytophaga spp. ve vyvoji dentalnich biofilmt
souvisejicich s dentdlnim onemocnénim — naptiklad zuby s velkym mnozstvim plaku vykazuji

vysoké hladiny C. Gingivalis (10; 7).
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1.2 INTERAKCE S IMUNITNIM SYSTEMEM

N4&§ imunitni systém se d¢li na imunitu vrozenou a ziskanou. Tyto systémy spolupracuji
na detekci a eliminaci cizorodych latek a patogenti, kontrole mikroflory a podileji se na udrzeni
homeostazy v téle. Mikroorganismy si postupem ¢asu vyvinuly fadu strategii, jak se nasemu
imunitnimu systému vyhnout a stat se soucasti mikroflory nebo potencialnim patogenem. Nas
kontakt s bakteriemi zac¢ind pravdépodobné jiz béhem nitrodélozniho Zivota a porodu a miize
byt dvojiho typu — zanétlivy a nezanétlivy (18).

Zanétlivy kontakt je, kdyz bakterie piekracuje bariéry hostitele a spousti imunitni
odpovéd’. Nezanétliva interakce je nejlépe dolozena normalni flérou a jeji interakei lidskym
imunitnim systémem. Zde musi byt zachovéana urcita rovnovéha a pokud se tato rovnovaha
narusi, napfiklad pfi poranéni, uZzivani cytostatik nebo po 1écb¢ antibiotik, mize dojit
k propuknuti onemocnéni. Prozatim neexistuji zadné dikazy, ze by druhy Capnocytophaga
mély potencial puisobit invazivni infekce, pokud neni porusena ochrannd bariéra. Prasklina
v ktizi, kterd miize byt zplisobena ostrym ptfedmétem, nebo tieba zvifecimi zuby, mize vyvolat
akutni vrozenou imunitni odpovéd’ (19; 20).

V roce 2007 Shin et al. publikoval informace o zanétlivé odpovéedi lidskych a mysSich
makrofagtl v reakci na infekci Capnocytophaga canimorsus a C. cytodegmi. Udajné napadaji
a mnozi se v mysich makrofagovych bunikach J774.1 a jsou odolné vii¢i fagocytdze a usmrceni.
Tato vlastnost zavisi na pfitomnosti bakteridlni povrchové exponované sialiddzy, kterd
se GCastni perzistence u experimentalné¢ infikovanych mys$i. Makrofagy infikované
C. canimorsus nejsou schopny uvolnovat IL-6 (interleukin 6), IL-8 (interleukin 8), interferon
gamma a protein-1. Na rozdil od C. cynodegmi mtize C. canimorsus také blokovat uvoliovani
oxidu dusnatého makrofagy. Mé neobvyklou schopnost zivit se hostitelskymi buiikami, véetné
fagocytl, zptisobem zavislym na povrchoveé exponovanych systémech pro hledani glykanu (10;
21; 22).

Lidsky toll-like receptor 4 (TLR-4), coz je protein, ktery zastava zasadni roli pfi
rozpozndni patogend a aktivaci vrozené imunity, je aktivovan lipidem A, ktery reguluje
prozanétlivou odpovéd’. Capnocytophaga canimorsus neinteraguje s TLR-4, ale ziva bakterie
C. canimorsus vSak muze regulovat expresi TLR-4, takze neni schopen aktivovat nuklearni
faktor kappaB. Nékteré kmeny Capnocytophaga mohou aktivovat produkci IL-1 (interleukin 1)
z lidskych perifernich monocytt (21; 23).
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Da se tedy ptedpokladat, ze Capnocytophagaa canimorsus vykazuje nékolik silnych
imuno-unikovych vlastnosti, které mohou pfispivat k propuknuti vaznych septickych stavi

pacientt (21).

1.3 CITLIVOST NA ANTIMIKROBIALNI LATKY

K testovani citlivosti na antimikrobidlni latky se nejcastéji pouzivaji standardni diskové
difuzni metody nebo kvantitativni dilu¢ni metody. Pro testovani citlivosti Capnocytophaga spp.
je metoda ETEST v souCasnosti povazovana za nejjednodussi a nejspolehlivéjsi.
U Capnocytophaga spp. nebyly pozorovany zaddné vyznamné rozdily mezi minimdalnimi
inhibi¢nimi koncentracemi ziskanymi diskovou difuzni metodou a metodou ETEST.
Se zaméfenim na antibiotika bézné pouzivana k 1é¢bé kostnich infekci je uvadéno, ze kmeny
Capnocytophaga jsou rezistentni viici kyselin€ fusidové, fosfomycinu, trimethoprimu a byly
typicky citlivé na klindamycin, linezolid, tetracyklin, chloramfenikol, imipenem a na

kombinace inhibitort beta-laktamazy (24).

1.4 CAPNOCYTOPHAGA CANIMORSUS

Capnocytophaga canimorsus je soucasti normalni ordlni flory pst a kocek. Zvire byva
zdrojem infekce Cloveka v 89,5 % a zbylych 10,5 % neni zdroj infekce zjistén. Studie
v Japonsku zjistila 74% prevalenci v Gstni dutin€ psti. ACkoliv se bakterie vyskytuje také v istni
dutiné kocek, existuje jen velmi malo hlaSenych infekci zpisobenych koci¢im
kousnutim — pravdépodobné kviili menSimu poSkozeni tkané. Tato naro¢nd gramnegativni,
pomalu rostouci bakterie je spojovana se zavaznymi infekcemi zejména u pacientl s oslabenou
imunitou (nejcastéji pacienti po splenektomii nebo pii chronickém zneuzivani alkoholu)
Umrtnost s infekei zptisobenou C. canimorsus se pohybuje mezi 25 a 30 % a je témdf

dvojnésobnd u pacientti, kde dojde k rozvoji septického Soku (25; 2; 26).

1.4.1 HISTORIE
Mezi lety 1961 a 1975 bylo popséno 17 piipadi nakazy nezndmou bakterii, kterd se

u vSech pacientli projevovala horeCkou. Deset z téchto pacientl potvrdilo, Ze pied propuknutim
ptiznakli bylo pokouséno psem a dalsi ¢tyfi byli v kontaktu se psem. Jako Casté ptiznaky byly
uvadény napiiklad zanét podkozi, endokarditida, meningitida a leukocyt6za. 3 1idé na tuto tehdy
neznamou nemoc zemieli. Dvandcti pacientiim bylo vice nez 40 let, nejmladsi nakazeny byl ve

véku 17 let. Patnact pacientll bylo ve Spatném zdravotnim stavu, nebo po operaci jiz pred
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propuknutim tohoto onemocnéni (27). Vzorky byly testovany v laboratofi a vSechny byly
pozitivni na fenotypové podobny gramnegativni organismus, ktery byl klasifikovan jako
,»dysgonicky fermentor typu 2 (DF-2) Coz znamena, ze se jednd o pomalu rostouci bakterii
s fermentativnim metabolismem (1; 16).
V roce 1989 Don J. Brenner geneticky a fenotypové charakterizoval DF-2 a ,,DF-2 podobné*
bakterie a navrhl pro n¢€ ndzvy Capnocytophaga canimorsus a C. cynodegmi (16).

Od té doby bylo zjisténo, Ze infekce se vyskytuje po celém svété a pripady byly hlaSeny
ze Spojenych stati, Kanady, Evropy, Australie 1 Jizni Afriky (27).

1.4.2 MORFOLOGIE, KULTIVACE A I1ZOLACE

Bakterie Capnocytophaga canimorsus jsou kapnofilni a mohou tedy zit pouze v prostiedi,
kde je koncentrace oxidu uhli¢itého vyssi nez v atmosféfe (nejméné 5 % CO3). Jsou to
fakultativné anaerobni, pohyblivé gramnegativni tyCinky, které netvoii spory, nemaji bicik
a pohybuji se ,,klouzavym* pohybem, ktery nemusi byt vzdy patrny (27; 28).

Bakterie se pomé&rmn¢ dobte kultivuji na krevnim agaru s 5 % ov¢i (Obr. 2) nebo kralici
krve, na ¢okolddovém agaru nebo na Columbia agaru s 5 % berani krve. Na MacConkey agaru
bakterie neroste. Nejlépe roste v atmosféte obohacené o oxid uhli¢ity pfi teplote 35-37 °C. Po
48 hodinach se tvofi nejcastéji uzké, ploché a hladké kolonie a priméru 1-2 mm. Mikroskopické
pozorovani (Obr. 1) ukédzalo velky stupeil polymorfismu s variaci velikosti a vzhledu
v zavislosti na kultivacnich podminkach. Tento polymorfismus se projevuje piedevsim
v pozorovani kolonii, které mohou mit na ptid¢ rizné barvy — fialovou, bilou, zlutou. Poté, co

se seskrabnou z agaru, maji vzdy barvu Zlutou (27; 29).
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Obrazek 2 Rust Capnocytophaga canimorsus na krevnim agaru s 10 % berani krve (Obrazek z archivu autora)
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Biochemické testy se provadéji obtizné kviali pomalému ristu mikroorganismu.
Capnocytophaga canimorsus je kataldza, oxiddza, ONPG (O-nitrofenyl-B-D-galatosid)

a arginindihydroldza pozitivni. Je negativni na uredzu, nitrat, indol, DN4zu, lysin a ornitin (27).

1.4.3 PROJEVY ONEMOCNENI

V literatufe bylo popsano vice nez 160 ptipadt zdvaznych infekci C. canimorsus.
Infikovani pacienti byli pokouséani, posSkrabani nebo n€kdy jednoduSe oliznuti psem nebo
ptilezitostné kockou (21).

Inkubacni doba od kousnuti psem do nastupu systémovych ptiznakd je asi 5 dni. Mezi
dobou kousnuti a hospitalizaci uplyne v priméru 7 dni (je uvadéno rozmezi 1-14). Pacienti,
kteti se dostavi na pohotovost do 8-12 hodin po kousnuti psem, mohou vykazovat lokalni 1éze
bez vyraznych znamek zanétu. V pozd¢jSich stadiich mize mit infekce ptiznaky jako
lokalizovana celulitida, bolest v misté poranéni, hnisavy vytok a zanét lymfatickych cév (27;
30; 31).

Pocatecni pfiznaky septikémie jsou horecka (78 % pacientlt), zimnice (46 %), myalgie
(31 %), prijem (26 %), bolesti bficha (26 %), malatnost, dusnost, duSevni zmatenost a bolesti
hlavy. U imunokompromitovanych osob se miize projevit velmi tézky priabéh infekce,
charakterizovany sepsi, meningitidou, osteomyelitidou, peritonitidou, endokarditidou,
pneumonii, diseminovanou intravaskularni koagulaci (DIC) a fulminantni purpurou. DIC mutze
vést k periferni gangréné hornich a dolnich koncetin, rti, nosu a usi. To vede ¢asto k nutné
amputaci (27; 30; 32).

Purpura je skupina krevnich onemocnéni, které zptisobuji krvaceni do tkdné¢ z malych
krevnich cév, ok a multiorganové selhani. Casto jsou pod kiizi nebo v ni jako drobné bodavé
petechie. Byly popsany také hemolyticko-uremicky syndrom a Waterhouse-Friderichsentiv
syndrom, ktery se projevuje Sokem, diseminovanou intravaskularni koagulaci (DIC), koznimi

1ézemi, bilateralnimi adrendlnimi hemoragiemi a sepsi (27; 32).

1.44 PATOGENITA A FAKTORY VIRULENCE

O patogenezi Capnocytophaga canimorsus toho neni moc znamo. Bylo popséno, ze se
bakterie mnozi v mySich makrofazich a je cytotoxicka — pravdépodobné tedy produkuje toxin.
In vitro byla pozorovéana velmi nizk4 aroven produkce cytokini (ve srovnani s N. meningitidis).
Klinicky pribéh infekce C. canimorsus silné naznacuje, ze bakterie je schopna se imunitnimu

systému vyhybat (alespont v Casnych stadiich infekce). Absence prozéanétlivé odpovédi je
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zpiisobena skuteCnosti, ze C. canimorsus neinteraguje s lidskym TLR4. Bakterie je nejen
odolna proti fagocytoze a usmrcent, ale také blokuje usmrceni neptibuznych bakterii makrofagy
(21). Prestoze je Capnocytophaga canimorsus Klasifikovana jako rastové narocnd bakterie
vykazuje robustni rast, kdyZ je v pfimém kontaktu se sav€imi bunikami, v¢etné fagocytt (27;
22; 33). V nékolika ptipadech byla popsana také schopnost této bakterie blokovat uvoliiovani
oxidu dusnatého (22).

Dalsi popsanou stabilni vlastnosti této bakterie je, Ze ma sialiddzovou aktivitu (22).
Sialiddza, systematickym nazvem acetylneuraminyl hydrolasa je enzym, ktery je schopen §tépit
glykosidové vazby mezi termindlni kyselinou sialovou a subterminalni galakt6zou
v oligosacharidech, glykolipidech, glykoproteinech a v dalSich substratech. Patfi mezi

vyznamné faktory virulence bakterii, virl i parazita (34).

1.4.5 DIAGNOSTIKA

V minulosti byla diagnostika Capnocytophaga canimorsus nej¢astéji provadéna kultivaci
z krve. Méné¢ Casto se pak vyuzivalo jinych biologickych materialii jako je likvor nebo biopsie
zasazené tkané€. Jelikoz bakterie roste velmi pomalu, zpiisobovalo to zavazné problémy
v diagnostice a nékolik pozitivnich ptipadi tak nebylo viibec odhaleno (21).

Za posledni roky se diagnostika C. canimorsus ale posunula doptedu. V soucasné dobé
se standardné vyuzivaji postupy molekuldrni biologie, pfedevsim polymerazova fetézova
reakce (polymerase chain reaction, PCR) a sekvenace DNA. Pti testovani metodou PCR je vSak
nutné vénovat pozornost latkam, které mohou reakci inhibovat. Inhibice byly naptiklad zjistény
v pfitomnosti polyanethol sulfonatu sodného, ktery neutralizuje néktera antibakteridlni ¢inidla

v krvi, napf. n¢které slozky komplementu a antibiotika (3).

1.4.6 LECBA

Jako antibiotikum prvni volby se pouziva penicilin G. Prozatim nebylo prokazéano, Ze by
existoval néjaky kmen C. canimorsus, ktery by produkoval beta-laktamazu. Bakterie je déle
citiva na imipenem, klindamycin, chloramfenikol, cefalosporiny tfeti generace,
fluorochinolony, erytromycin, doxycyklin a metronidazol (3; 35).

Podle dostupnych informaci je bakterie rezistentni na aztreonam, polymyxin, fosfomycin,
sulfametoxazol a aminoglykosidy (3).

Jesté pfed nasazenim antibiotické terapie je dulezité okamzité ocisténi rany a odstranéni
zbytkil infikovaného obleceni. Systémové podavani antimikrobidlnich latek se u zdravych lidi

nedoporucuje. Lidem, kterym byla odstranéna slezina a prokaze se, ze jsou infikovani bakterii
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Capnocytophaga canimorsus, by méla byt podavana profylakticka antibiotika. V nékterych
zemich se vSak podavaji systémova antibiotika vSem, ktefi byli pokousani psem, kockou nebo
maji otevienou ranu a byli v kontaktu se zvifecimi slinami. Vzhledem k tomu, co v§e miiZe tato
bakterie zplsobit, je velmi diilezitd v€asnad diagnostika a zahajeni 1é€by v piipadé komplikaci

(3).

1.4.7 RIZIKOVE SKUPINY

Nejvétsimu riziku jsou vystaveni chovatelé zvitat a veterinafi. Prizkum mezi veterinafi
v USA uvedl, Ze 65 % veterinaiti utrpélo vazné zranéni souvisejici se zvitaty, z nichz kousnuti
a Skrabnuti predstavovalo 38 % vSech traumat (36).

C. canimorsus je primarn¢ oportunni patogen, ktery infikuje jedince s oslabenym
imunitnim systémem. VétSina infekci u lidi se vyskytuje u osob starSich 40 let, ale infekce byly
hlageny u pacienti ve véku 4 mésicti az 83 let, pomér muzi a Zen je 3:1. Sedesét procent lidi,
u kterych se projevi infekce maji urcité predispozice k nakaze. Ti, ktefi prod¢lali splenektomii,
tvoti vysoce rizikovou skupinu s 30-60krat zvySenym rizikem fatdlni septikémie. Casto jiz
24 hodin od nastupu ptiznakd, mohou rozsahlé infekce po splenektomii vyustit v rychle se
zhorsujici klinicky pribéh, ktery progreduje k selhani organti a smrti. Dal§imi predisponujicimi
faktory pro rozvoj infekce jsou jaterni onemocnéni zptisobené uzivanim alkoholu a uzivanim
kortizonu (36).

Za predisponujici stavy jsou také povazovany hematologické malignity, neutropenie
a chronické plicni onemocnéni. Az 40 % ptipadl se vSak vyskytuje u dfive zdravych dospélych
osob. Zneuzivani alkoholu, asplenie, hematochromatéza, 3-talasémie a kouteni tabaku vedou
k absorpci dvojnasobného mnozstvi Zeleza z potravin neZz u normélnich osob. Ve dvou
ptipadech imunokompetentnich jedinci s infekei C. canimorsus bylo vyslovné zminéno silné
koufeni. Alternativnim vysvétlenim, pro¢ tyto stavy predstavuji riziko pro infekci
C. canimorsus je, ze dvojnasobné zvyseni hodnot Zeleza v séru mnohem lépe podporuje rist
C. canimorsus. Predpoklada se, ze pfitomnost detekovatelného mnozstvi C. canimorsus pouze
u jedné Ctvrtiny psii a ko¢ek mlize byt zpiisobena skutecnosti, Ze pozitivné testovand zvirata
maji v tstni dutin€ nedostate¢né mnozstvi laktoferinu a dalSich faktorti vazajicich Zelezo, toto
je v8ak nékterymi studiemi vyvraceno a pfetizeni zelezem u ¢lovéka bylo pouze navrzeno jako

rizikovy faktor v ptipad¢ infekce C. canimorsus (27).
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1.4.8 INFEKCE ZVIRAT

Neni moc zprav o infekei u jinych druht nez u lidi, ktefi se nakazili po pokousani psem.
V jednom piipadé byla bakterie vykultivovana z infikovaného kousnuti krélika (Obr. 3)
v zajmovém chovu a u druhého byla C. canimorsus izolovana z infikovaného kousnuti u psa.
Pes nemél bakteriémii, ale C. canimorsus byla z rany izolovana jes$t€¢ dva dny po primdrni
izolaci. Oba ptipady mély ranu po kousnuti na hlavé (27).

Klinicky syndrom u kralikii po experimentalni infekci C. canimorsus byl
charakterizovan diseminovanou intravaskularni koagulaci, bunéénou nekroézou v organech,
jako jsou ledviny a nadledvinky, kozni gangréna, trombocytopenie, hypotenze, hemoragicka
diatéza s purpurovymi lézemi a petechiemi a selhdni ledvin. V podstaté se jednalo o ptiznaky

velmi podobné jako infekci probihajici u clovéka (27).

Obrazek 3 Infekce Capnocytophaga canimorsus u kralika po pokousani psem (27)

1.49 KONKRETNI PRIPADY ONEMOCNENI CLOVEKA

Anamnéza pacientky (59 let), pfijaté na urgentnim piijmu v Gdaiisku, zahrnovala asi tfi
dny progresivni slabosti, bolesti bficha a stfevnich potizi. Bylo zjiSténo, ze pravé pred tiremi
dny pacientku do ruky kousnul pes. Z historie chronickych onemocnéni byla zaznamenana
pouze arteridlni hypertenze a v jednu dobu také zneuzivani alkoholu. Pti pfijmu byla pacientka

pfi védomi, udrzovala verbalni kontakt i kdyZ se u ni objevila hyperventilace, viditelna periferni
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cyanéza, Sok a koagulopatie. Pacientka méla rozsahlé purpurové kozni 1éze pokryvajici vétSinu
téla (obr. 4). Bylo pozorovano také krvaceni v mistech zavedeni perifernich intravendznich
kanyl. Vysledky laboratornich vySetfeni potvrdili prvotni diagnozu septického Soku s prikazem
mnohocetného organového selhdni a koagulopatie. Z laboratofe bylo nahlaSeno, Zze
hemokultury vykazuji gramnegativni ty¢inky. I pfes intenzivni péci se stav pacientky zhorsil
a 16 hodin po pfijeti doslo k zéstavé srdce s asystolii. Z divodu vycerpani terapeutickych
moznosti byla pacientka prohlaSena za mrtvou. Béhem standardni doby kultivace byla
laboratorné potvrzena pouze piitomnost Staphylococcus hominis a az po par dnech byla

identifikovand i Capnocytophaga canimorsus (37).

L

Obriazek 4 Koagulopatické kozni 1éze (37)

Dalsi pfipad je pacientka (41 let), kterd byla na urgentnim pfijmu piijata s pokousanim
obliceje psem, ke kterému doslo 4 dny pted piijmem. Vzhledem k pocateénim pouze mirnym
potizim bez viditelného krvaceni se pacientka nerozhodla vyhledat Iékafskou pomoc ihned.
O tfi dny pozdé&ji zacala citit postizend mista, rozvinula se horecka a vyrazka s mramorovanou
kazi na celych zadech. Lékatska anamnéza zahrnovala chronicky alkoholismus s dlouhodobou
abstinenci a obezitu. V nemocnici se u ni objevily zndmky syndromu systémové zanétlivé
odpovédi, tachypnoe a horeCka. Kratce po pfijeti byla zahdjena antibioticka Iécba

ciprofloxacinem a amoxicilinem/kyselinou klavulanovou. Tato kombinace nestacila a muselo
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se ptejit na fosfomycin, klindamycim a meropenem. Pacientka utrpéla multiorganové selhani,
které zahrnovalo ob&hovy systém, rendlni ajaterni insuficienci a diseminovanou
intravaskuldrni koagulaci s jasnymi zndmkami purpury (Obr. 5) (podobné jako v ptfedchozim
popsaném ptipad¢€). Pies vysoké davky antibiotik se jeji stav nelepsil. Nakonec pacientka
utrpéla masivni hemodynamickou nestabilitu a zastavu srdce (25).

Pted zahdjenim 1é¢by se v hemokulturach nepodafilo identifikovat Zadny patogen, ktery by
mohl takto rozsahlé poskozeni zplsobit. Az teprve dvanact dni po podavani antibiotik byla
pomoci PCR identifikovéna bakterie Capnocytophaga canimorsus. V t& dobé¢ ale u pacientky

zacCaly rozvijet sekundarni infekce kvasinkami a Enterococcus feacium (25).

Obriazek 5 Nekroticka tkan v misté kousnuti (25)

Nékolik infekei bylo potvrzeno i v Ceské republice. Napiiklad piipad 74letého pacienta,
ktery se 24. srpna 2020 ptihlasil ke svému praktickému 1ékati s tim, Ze posledni tfi dny pocituje
bolest hlavy a ztuhlost §ije bez horecky. V den navstévy mu teplota stoupla na 39 °C a zacal
pocitovat nevolnost. Jeho anamnéza zahrnovala diabetes mellitus II. Typu, arteridlni hypertenzi
a jaterni steatozu. Pacient byl kvili pfitomnosti horniho meningeélniho syndromu pievezen na
infek¢ni oddéleni. Kdy byla po provedenych laboratornich vysetfenich zahajena kombinovana
terapie intraven6znim dexamethazonem a ceftriaxonem a pacient byl transportovan na jednotku
intenzivni péée do nemocnice Hradec Kralové (38).

Mikroskopickd a aglutinacni analyza mozkomiSniho moku byla prvni i druhy den
negativni. Proto se pfistoupilo k PCR testim, které pouze stanovily, ze pozitivitu bakteridlni
DNA a zéroven vyloudili, Ze se nejedna ani o jednu ze znamych bakterii, které zptsobuji
meningitidy. Kultivace probihala celkem sedm dni na Schaedlerové agaru (anaerobni komora
s atmosférou obsahujici 85 % dusiku, 5 % vodiku a 10 % oxidu uhli¢itého, teplota 37 °C)

ateprve po sedmi dnech se zacaly objevovat malé poloprihledné kolonie mikroskopicky
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tvofené¢ gramnegativnimi malymi ty¢inkami. Kolonie byly podrobeny analyze na pfistroji
MALDI-TOF a diky tomu se podafilo identifikovat, ze se jedna o bakterii Capnocytophaga
canimorsus. Byla upravena antibiotickd terapie a pacient se béhem 14 dni zcela zotavil. Po
propusténi si vzpomnél, Ze ho jeho pes dva tydny pred prvnimi piiznaky kousnul do vnitini

strany bérce (38).
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2 METODY VYUZIVANE K DETEKCI A IDENTIFIKACI

Metod, které se daji vyuzit pro identifikaci bakterie Capnocytophaga canimorsus je cela
fada. Od klasické kultivace, mikroskopie a biochemickych testii se v poslednich letech upustilo
a mnoho vyzkum se vénuje vyvoji rychlejsi a spolehlivéjsi metody, kterou by se dalo s jistotou
urcit, zda se jedna o pro ¢lovéka nebezpecnou Capnocytophagu, ¢i nikoliv (6).

Jako nejvhodnéjsi pro identifikaci jsou zcela jist¢ molekularné biologické metody.
Konkrétnéji identifikace pomoci polymerazové fetézové reakce, ¢i pomoci sekvenace nukleové
kyseliny anebo také hmotnostni spektrometrie (39).

Metody molekularni biologie se vyuzivaji k ptimému prikazu mikroorganismii pomoci
detekce specifické sekvence nukleotidli v deoxyribonukleové nebo v ribonukleové kyselin€. Na
rozdil od kultivacnich metod, které pro uspé$nou kultivaci vyzaduji Zivy a metabolicky aktivni

mikroorganismus, si molekularni mikrobiologie vystaci i s menS$im mnozstvim usmrcenych

mikrobii (40).

2.1 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie patii v souasné dobé k bézné pouzivané analytické metodé
v klinickych laboratofich po celém svété. Lze ji vyuzit pro identifikaci i kvantifikaci slouc¢enin

nebo pro studium jejich struktury a reaktivity (41).

2.1.1 MALDI

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (Matrix-assisted laser
desorption/ionisation), zkracen¢ MALDI, je jedna znejpouzivangjSich metod hmotnosti
spektrometrie aplikovanych k identifikaci mikroorganisma v klinickych vzorcich a oproti
pfedchozim metodam vyuzivéa analyzu a profilovani proteind (42; 43).

Tato aplikace se ukazuje jako uzite¢nd pii diagnostice a 1écb¢ infekEnich chorob, které
vyzaduji rychlou identifikaci. MALDI se nejcastéji pouziva v kombinaci s detektorem doby
letu (Time of flight, TOF) a spole¢né¢ tvofi komeréné dostupné zafizeni. Identifikace
mikroorganismi pomoci MALDI-TOF je pohodlna, rychla, velmi pfesné a zaroven nakladové
efektivni. Neni divu, Ze tato metoda zptisobila revoluci v mikrobialni identifikaci v klinickych
laboratofich (42; 44).

Vyvoj mikrobiologické identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie zacal v 70. letech

20. stoleti, kdy byla k identifikaci mikroorganismt pouzita plynovd chromatografie. V roce
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1988 byla vyvinuta me¢kka laserova desorpce — tato technologie zahrnuje ionizaci proteind, aniz
by je néjakym zplisobem ponicila. Diky této mékké ionizacni technice, kterd vyznamné ptispéla
k rozvoji MALDI byla jejimu vynalezci, Koichi Tanakovi, udélena v roce 2002 Nobelova cena
za chemii. Vroce 1994 bylo prokézano, ze profilovani proteinu MALDI-TOF s pouZzitim
kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoticové jako matricového materidlu bylo uzite¢né pro rychlou
identifikaci bakterii. V té dob€ se vSak pouzivali jiz pfedem upravené mikroorganismy. Diky
dal$im inovacim Ize v soucasné dob¢ bakterialni kolonie aplikovat pfimo na specidlni desticku
bez jakékoliv piedchozi upravy (42; 45).

Proces MALDI lze shrnout pomérné jednoduse (Obr. 6): Nejprve je vyizolovana kolonie
pfenesena na vzorkovou destiCku, ktera je pozdé€ji vystavena laserovému ozéieni. Po
pridani a vysuseni matrice se desticka vlozi do hmotnostniho spektrometru. Desticka je poté
ozédfena pomoci laseru a proteiny v bakterialnich bunkach (pfedevs§im ribozomalni proteiny)
jsou ionizovany. Cas potiebny k tomu, aby tyto proteiny doletély k detektoru, uréuje pomér
hmotnosti k ndboji (m/z) proteint slozky a intenzita signalu poskytuje hmotnostni spektrum.
Takto ziskané hmotnostni spektrum se poté porovnava se spektry v referenéni databazi. Metoda
MALDI-TOF dokéze zkratit proces identifikace pfiblizné€ o jeden den a umoznuje tak rozpoznat
mikroorganismy v ¢asnéj$im stadiu, coz muze vést k rychlejsi diagnostice. Presto je Cas

identifikace zalozen na rychlosti rstu jednotlivych mikroorganismt (42; 24).

1 Hmotnostni spektrum

Detektor iontd

Elektrostatické
pole
ﬂ

Hmotnostni

Espektrometr

méfeni - ..

time of flight) 3. . ‘e .4. Kationty
< oo matrix

Xomora pro ionizaci vzorku

Obrazek 6 Princip MALDI-TOF metody (4)
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2.1.1.1 IDENTIFIKACE CAPNOCYTOPHAGA CANIMORSUS POMOCI
MALDI - TOF

Pro tém¢t 5700 bunécnych organismu existuje jedna databaze, kterd ma zaznamenana
jejich spektra. Tato knihovna se jmenuje MALDI BioTyper a obsahuje také 27 kmeni patficich
k sedmi druhiim rodu Capnocytophaga. Databdze do roku 2016 neobsahovala témét zadné
spektrum izolatu Capnnocytophaga canimorsus a C. cynodegmi. V roce 2016 se podafilo
izolovat 51 kment C.canimorsus za ucelem vytvoreni doplitkové referencni databaze. Podle
specifikaci vyrobce je pro identifikaci na urovni druhu vyzadovano skoré (na zaklad¢ tohoto
parametru se hodnoti pozitivita vzorku) vyssi nebo rovno 2 a pro identifikaci na Grovni rodu
skoré mezi 2 az 1,7. NiZz§i skore je povazovano za nespolehlivé pro identifikaci. Dosazeni skore
2 se nakonec podafilo a databidze BioTyper aktualné poskytuje spolehlivou identifikaci na

urovni druhu (42; 44).

2.2 MOLEKULARNE BIOLOGICKE METODY

Metody molekularni biologie se jiz béZné vyuzivaji v mikrobiologické a epidemiologické
praxi. Tyto metody jsou velmi rychlé a umoziiuji ziskat vysledek jiz za n¢kolik hodin. Velkou
vyhodou je, ze umoziuji detekovat a identifikovat viry, které neni mozné izolovat na bunéénych
kulturach a bakterie, které se velmi tézko kultivuji na bézn¢ dostupnych diagnostickych ptidach
(46; 47).

Molekularn¢ biologické metody se fadi mezi piimé diagnostické metody spolecné
s mikroskopii, elektronovou mikroskopii, izolaci, kultivaci a detekci antigenli. Spektrum
vyuzivanych molekuldrng biologickych metod v je v Ceské republice velmi rtiznorodé — od
metod neamplifikacnich (naptiklad hybridizace) po metody, které vyuZzivaji amplifikaci
nukleové kyseliny. Amplifikacni metody, které¢ dokédzou zmnozit nukleovou kyselinu, jsou
efektivni, a pfedevsim extrémné citlivé a mohou tak detekovat viry nebo bakterie, které se ve
vzorku vyskytuji jen ve velmi malém mnoZstvi a jinymi metodami by nebylo mozné je prokazat

(46).

2.2.1 IZOLACE NUKLEOVE KYSELINY

Izolace nukleovych kyselin je zdkladnim a casto vychozim bodem pro vSechny dalsi

vvvvvv

technice (48).
V minulosti byval proces extrakce a purifikace komplikovany, ¢asové naro¢ny, pracny
a omezeny. V soucasné dobé existuje mnoho specializovanych metod, které lze pouzit
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k extrakci Cistych biomolekul. Extrakce DNA a RNA se fidi protokoly se standardizovanymi
¢inidly, z nichz mnohé jsou k dispozici v komer¢nich soupravach s kontrolou kvality. Bez
ohledu na protokol vyzaduje uspé$nd extrakce nukleové kyseliny z biologickych tkani
dostatecné naruseni tkan¢ abunéCnych struktur, denaturaci komplexti nukleoproteint,
inaktivaci nukledz a purifikaci nukleovych kyselin. VSechny tyto kroky lze upravit na miru
podle pozadované nukleové kyseliny a zdroje biologického vzorku (49; 50).

Mnoho z technik bylo upraveno do komeréné dostupnych souprav, které urychluji cely
proces a nesou mensi zdravotni rizika pii manipulaci se vzorky. Zékladni kroky izolace DNA
zahrnuji narusSeni bunééné struktury za vzniku lyzatu, separaci rozpustné DNA z bunééného
odpadu a jiného nerozpustného materialu a purifikaci pozadované DNA z rozpustnych proteini
(49; 51; 52).

RNA i DNA lIze izolovat z riznych typd vzorkil, vCetné periferni krve, aspiratu kostni
dieng, Cerstvé nebo zmrazené tkané, amniocytil, kultivovanych buné€k, bunék z nejriznéjsich
vytéri a jiné. Pfestoze kvalita a mnozstvi extrahované nukleové kyseliny z jakéhokoliv
biologického materidlu zavisi na mnozstvi a integrit¢ primarniho materialu, jsou soucasné
metody optimalizovany pro velké vynosy a vysokou cCistotu. Dnesni technologie by méla
umoznit vysoky vytézek, ¢istotu, reprodukovatelnost, rychlost, piesnost a spolehlivost. Zaroven

by se m¢lo minimalizovat riziko kiizové kontaminace (49; 51)

2.2.2 SEKVENOVANI NUKLEOVYCH KYSELIN

Sekvenace se provadi s cilem stanoveni primarni struktury nukleovych kyselin — urc¢eni
sekvence bazi (nukleotidit). V pribéhu let byly postupné vyselektovany dva zakladni
metodické ptistupy:

1) Chemické (Maxamovo-Gilbertovo) sekvenovani
2) Enzymatické (Sangerovo) sekvenovani

Chemické sekvenovani vzdy zacind ptipravou koncové radioaktivné nebo fluorescencné
znaCenych molekul DNA a jejich denaturaci za vzniku jednotfetézcovych fragment. Smés,
kterd je znaCena polynukleotidem je rozdélena do ¢tyt paralelnich vzorkl a v kazdém z nich
jsou prednostné chemicky modifikovany jeden nebo dva typy bazi. K modifikaci bazi dochézi
ndhodné v ramci polynukleotidu. Zaroven tato modifikace oslabuje chemické vazby fetézce
a pfednostné vede ke Sté€peni fetézce pusobenim dalsi chemické latky. Timto procesem jsou

ziskany fragmenty, jejichz délka odpovida vzdéalenosti modifikované baze od znaceného konce
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molekuly. Ty jsou poté separovany gelovou elektroforézou za denaturanich podminek a v gelu
jsou detekovany dle zplisobu znaceni, které bylo provedeno na zacatku celého procesu (39).

Po case bylo chemické sekvenovani vytlateno sekvenovanim enzymatickym. Metoda
enzymatického sekvenovani je zalozena na principu replikace DNA, jejiz sekvenci poté
zjiStujeme, a kterd je pouzita jako matrice pro syntézu komplementarniho fetézce DNA
polymerazou. Vzorek je stejné jako u chemické sekvenace rozdélen na Ctyt ¢asti a do kazdé je
pfidan vzdy jeden znafeny deoxyribonukleotid (ANTP) a jeden ze ¢tyt dideoxyribonukleotidi
(ddNTP). ddNTP jsou analogy dNTP, jen s rozdilem, Ze postradaji 3°- OH skupinu., na kterou
by mohla DNA polymeraza ptipojit dalsi ANTP. ddNTP funguji tedy jako koncové inhibitory
syntézy DNA fetézce a vmiste jejich zaclenéni tedy dochazi k zastav€é syntézy
komplementarniho fetézce. Vysledkem této reakce je smés rizné dlouhych fragmentt, které
jsou v koncové fazi opét separovany gelovou elektroforézou a za denaturacnich podminek
detekovany (39; 40).

Dalsi metodou, kterd se novodobé pouziva je tzv. pyrosekvenovani. Obdobné, jako
v piipad¢ enzymatického sekvenovani je i tato metoda zalozena na syntéze DNA. Lisi se vSak
zpusobem, jakym se detekuje nové zaclenény nukleotid. Velmi zjednoduSené se jedna
o kaskadu enzymatickych reakei, pfi kterych dochazi v konecné fazi k uvolnéni energie svétla
(53).

V poslednich par letech byly metody sekvenovani velmi zmodernizovany a zefektivnény.
Souhrnné se novym metodam fika nova generace sekvenovani. Tyto metody jsou vyrazné
levnéjsi a umoznuji sekvenovat rozsahlé tseky DNA, véetné celého lidského genomu, béhem
nékolika dntl. Pfestoze se jednotlivé sekvenatory v néktery faktorech zasadné 1, jsou atributy,
které maji spolecné (54):

o Nahodna fragmentace DNA templatu, ligace s adaptorovymi sekvencemi
a vytvoreni knihovny

o Purifikaéni a amplifika¢ni kroky

o Moznost soucasné provadeét az nékolik stovek milionti sekvenacénich reakci

o Vyuziti digitdlniho ¢teni umoziujici kvantifikaci (55).

2.2.2.1 PRAKTICKE VYUZITI
Kromé nejriiznéjSich vyzkumnych projekti byva sekvenovani casto vyuzivano
v Iékatské genetice. Napiiklad pfi ur€eni bliz8i charakteristiky naddorového onemocnéni

— mutaci genl rakoviny prsu BRCAI (Breast cancer gene 1) a BRCA2 (Breast cancer gene 2) a
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podobné. Sekvenace nové generace vyuzivame v oblasti molekularné biologického vyzkumu,
k identifikaci novych druhti mikroorganismt a také napiiklad umoziiuje porovnavat genom
rakovinné builky snormalnim genomem u jednotlivych pacientd (39). Nové se dokonce
povedlo osekvenovat cely lidsky genom, coz vede k lepSimu pochopenti, jak se lisSime nejen od
ostatnich lidi, ale také od dalSich organismll. Mezi nové sekvenovanymi geny jsou naptiklad
geny, které jsou zodpovédné za imunitni reakce, pomahaji ndm pfizplisobit se a piezit rizné

infek¢ni onemocnéni (56; 57).

2.2.3 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

V soucasné dobé se jednd o nejvyznamnéjsi a nevyuzivangj$i molekularni metodu. Ta
umoziuje amplifikovat nukleovou kyselinu i z velmi malého mnozstvi materialu. Od svého
vyvoje na pocatku 80. let byla zakladni polymerazova fetézova reakce ptizptisobena Siroké
Skale tikolt v molekuldrnim klonovani, v¢etné sekvenovani DNA, in vitro mutageneze, detekce
mutaci, klonovani cDNA a genomové DNA a alelotypizace. PCR vyuZziva teplotni cyklovani
k zah4jeni a ukonceni syntézy DNA katalyzované enzymem. Kazdy cyklus se sklada ze ti fazi

popsanych také na obrazku 7 (58; 4; 59):

1. Denaturace templatové DNA (obvykle teplota vyssi nez 90 °C).

2. Nasedani dvou syntetickych oligonukleotidovych primerGt na denaturovanou
templatovou DNA: Tyto primery, obvykle o délce 20-25 nukleotidd, jsou navrzeny
s vyuzitim jiz existujicich znalosti sekvence DNA templatu. Jsou komplementarni
k sekvencim na opacnych vlaknech cilové DNA. Vazebna mista pro primery mizou byt
oddélena nékolika nukleotidy nebo 1i tisici.

3. Extenze, pii které je zahajena syntéza DNA na 3° koncich navazanych primeri:
K prodlouzeni primer dochézi pfi teplotach mezi 55 °C a 70 °C v enzymatické reakci

katalyzované termostabilni DNA polymerazou (58).
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Obrazek 7 Grafické znazornéni vSech kroktli polymerazové retézové reakce (4)

Tento proces, ktery se opakuje asi 25-35krat a probiha v pfistroji, ktery je oznacovany
jako thermocycler (Obr. 8), coz je programovatelné zafizeni, které tidi teplotu a cas kazdého
kroku v cyklu. Produkty prvniho kola syntézy jsou dva dcefiné fetézce DNA, které pak ptisobi
jako templaty pro dal§i kolo syntézy DNA fizené primery. Kopie cilové sekvence se
zdvojnéasobuji béhem kazdého cyklu. Namnozend DNA se miize vizualizovat a prokdzat

napiiklad fluorescen¢ni genovou sondou (58; 4).
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Obriazek 8 Thermocycler od firmy BIO-RAD (Obrézek z archivu autora)

PCR dokaze amplifikovat i RNA — poté se tedy hovoii o PCR spojené s reverzni
transkripci. Ribonukleova kyselina musi byt pfepsana do komplementarni cDNA pomoci
enzymu reverzni transkriptazy. Az poté mize byt pomoci PCR zmnozena (60).

V molekularni biologii se pouzivaji rizné¢ modifikované verze polymerazové retézové
reakce.

e Hot-start PCR: Vyuziva tzv. hot-start polymerazu, kterd vyzaduje aktivacni teplotu
okolo 95 °C. Béhem nizkych teplot pii zahiivani vzorku na teplotu po¢ate¢ni denaturace
mohou nespecificky nasedat primery na templatovou DNA a tim vznikat nespecifické
produkty. Enzym, ktery se vyuziva pro hot-start PCR je za nizkych teplot neakivni
a odpada tedy riziko vzniku PCR produktu z nespecificky nasednutych primerii (61).

e Touchdown PCR: V pocatecnich cyklech je teplota nasedani primert vysoka, ¢imz se
zabrani nespecifickému nasedéani primerti, ale postupné se s dalSimi cykly snizuje (62).

e Nested PCR: Pouziva se jeden par vné&jSich primerd a jeden par vnitinich primera.

Vnitini primery nasedaji na sekvenci, které je ohrani¢ena témi vnéj$imi (63).
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¢ Inverzni PCR: Vyuziva se pro identifikaci nezname sekvence, kde uvnitt lezi sekvence
znadma (58).

e Asymetrickd PCR: Slouzi k produkci jednoho vlakna — je vhodna piedev§im pro
sekvenovani (58).

e Multiplex PCR: Vyuziva vice nez jeden par primerl, které se navazou k riznym
usektim DNA. Vznika vice rznych produktt (58).

e Kvantitativni real-time PCR: Metoda kvantifikace DNA.

Tato prace se podrobné zabyva pouze klasickou PCR s detekci na agar6zovém gelu a metodou

PCR v realném case.

2.2.4 REAL-TIME PCR (RQ-PCR, qPCR)

Tato metoda slouzi pro zjisténi mnozstvi nukleové kyseliny ve vySetifovaném vzorku.
Je to tedy kvantifikacni reakce — proto nazev qPCR (quantitative PCR). Krom¢ odpovidajicich
primertt musi byt pfitomna jeSt¢ sonda. Ta je bud’ fluorescencné znacend a hybridizuje
s amplifikovanym vldknem podobné¢ jako primery, nebo se jednd o barvivo se schopnosti
vmezefit se mezi dvouvlaknovou DNA. Fluorescen¢ni signél ze sondy nartistd se zvySujicim se
mnozstvim amplifikované nukleové kyseliny (58; 4).
Cim vice nukleové kyseliny vstupuje do reakce, tim diive byvéa dosazeno detekéniho prahu pro
fluorescenci a amplifikace je tedy diive detekovatelnd (Obr. 9). Signdl, ktery je emitovany
sondou se pak hodnoti ve vztahu k poctu probéhlych cykli PCR. Prvni cyklus, kdy je mozné
namnozenou nukleovou kyselinu detekovat, je oznafovan jako tzv. prahovy cyklus.
Kvantitativni vyhodnoceni pak probihd tak, Ze se porovnd prahovy cyklus vysetfovaného

vzorku s prahovymi cykly kalibraéni kiivky (4; 64).
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Obriazek 9 Jednoduchy graf znazornujici silu fluorescencniho signalu
detekovaného na pfistroji pro real-time PCR (73)

2.24.1 ZAKLADNI SOUCASTI PCR
Aby reakce fungovala spravné tak, jak ma, jsou k tomu zapotiebi nedilné komponenty.
Ty jsou nejcastéji dodavany v komercné dostupnych soupravach (65).

Termostabilni DNA polymeraza pro katalyzu templatoveé zavislé syntézy DNA

V soucasné dobé je k dispozici Siroky vybér enzymi, které se liSi svou ucinnosti
a schopnosti syntetizovat velké produkty DNA. Pro rutinni PCR je enzymem prvni volby Taq
polymeréza, ktera byla poprvé izolovéna z bakterie Thermus aquaticus. Specifickd aktivita
vétSiny komeréné dostupnych Taq polymeraz je 80 000 jednotek/mg proteinu (58).

Par syntetickych oligonukleotidu pro primarni syntézu DNA

Existuje mnoho faktort, které ovliviiuji t¢innost a specifitu amplifika¢ni reakce, avSak
ten nejdalezitéjsi je spravny ndvrh oligonukleotidovych primert, ktery vede k ziskani produktt
ve vysokém vytézku a k potlaceni amplifikace nezadoucich sekvenci. Typicky se pouziva
0,1- 0,5 uM od kazdého primeru (58).

Deoxynukleosidtrifosfaty (ANTP)

Pro Taq polymerédzu se doporucuji koncentrace 200-250 uM kazdého dNTP. Reakce
s koncentracemi dNTP jiz 20 pM jsou schopny generovat 0,5-1,0 pmol jediného
amplifikovaného fragmentu o délce 1 kb. Vysoké koncentrace ANTP mohou vSak zptsobovat
inhibice. Nékteré dNTP mohou obsahovat pyrofosfaty, které mohou inhibovat PCR. Mnoho
vyrobcli proto prodavd deoxynukleosidtrifosfaty purifikované pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie, aby se inhibicim piedes$lo. Zasobni roztoky dNTP jsou citlivé na

zmrazovani a rozmrazovani. Pokud se rozmrazuji a zmrazuji ¢asto, snizuje se tim ucinnost
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PCR. Aby se predeslo problémiim, doporucuje se skladovani pti —20 °C v malych alikvotech
(58; 66).

Dvojmocné kationty

VSechny termostabilni DNA polymerazy vyzaduji pro svou aktivitu volné dvojmocné
kationty, obvykle to byvaji Mg?*. N&které polymerazy pracuji i s pufry obsahujicimi manganaté
ionty, avSak méné efektivné. Ionty vapniku jsou zcela neti€inné. Hofe¢naté ionty maji v PCR
dvé funkce: reakci s ANTP za vzniku komplexi, které jsou substraty pro Taq polymerazu
a stabilizaci komplexd primer-templat. Kdyz je koncentrace Mg?" nizka, primery neefektivné
nasedaji na templatovou DNA a kdyz je pfili§ vysoka, parovani bazi se stabilizuje do takové
miry, ze duplexy vznikl¢ béhem amplifikace jsou neefektivné denaturovany zahtivanim.
Optimalni koncentrace hotecnatych iontli musi byt stanovena empiricky zvlast' pro kazdou
kombinaci primera a templatu (58).

Pufr pro udrzeni pH

Nejcastéji je vyuzivan Tris-Cl, upraveny na hodnoty pH mezi 8,3 a 8,8 pfi laboratorni
teploté. Béhem inkubace pti 72 °C klesne pH reakéni smési o vice nez celou jednotu a vznikne

tak pufr, jehoz pH je 7,2 (58).

2.2.5 VYHODY A NEVYHODY MOLEKULARNE BIOLOGICYCH METOD

Mezi nejvétsi vyhody rozhodné patii moznost detekovat mikroorganismy, které jsou
nekultivovatelné nebo ke svému riistu pottebuji ndroéné podminky. Déle jsme pomoci téchto
metod schopni od sebe rozlisit nejen bakterialni druhy, kter¢ jsou si fenotypove velmi podobné,
ale 1 popsat mikroorganismy o dost detailngji a rozliSit rizné kmeny a také mutace v ramci
jednoho mikroorganismu. Jako dal$i neméné vyznamné vyhody se jevi vysoka senzitivita
vySetieni, kdy jsme schopni zachytit mikroby i ve vzorku, ve kterém se nachdzi jen ve velmi
malém mnozstvi. S tim se také ale zaroven poji prvni nevyhoda téchto vySetfeni. Kvili vysoké
senzitivit¢ mizeme zajistit 1 mikroorganismy v nizkych poctech, které nemaji pfi¢innou
souvislost s onemocnénim (40; 4).

Rychlost provedeni je dalsi faktor, diky kterému jsou tyto specializované vySetfeni ¢im
dal tim vice vyhleddvana. Pokud se jedna o PCR vysetfeni, tak v n¢kterych ptipadech mizeme
mit vysledek jiz do dvou hodin (58).

Jako nevyhody jsou nejcastéji uvadény rizika spojena s faleSnou pozitivitou vysledki
a nemoznost zjisténi rezistence bakterii k antibiotikiim, protoze nepracujeme s zivymi mikroby.

K fale$né pozitivnim vysledkiim miiZze nejcastéji dojit kontaminaci DNA nebo RNA (39).
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CiL PRACE

Hlavnim cilem prace bylo zavedeni a optimalizace molekularné biologické metody pro

detekci C.canimorsus ve vzorcich oralnich stéra psi a kocek.

Dil¢i kroky byly nésledujici:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Prikaz Capnocytophaga canimorsus metodou PCR

Zavedeni a optimalizace RT-PCR pro sbirkovy kmen C. canimorsus
Sbér vzorkl vytérii z dutiny ustni pst a kocek

Aplikace PCR a RT-PCR na realné vzorky

Kultivace a izolace Capnocytophaga canimorsus

Identifikace vyizolovanych zivych bunék C.canimorsus
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EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PRISTROJE A ZARIZENI

Analytické vahy, KERN, Némecko

Autoklav (parni sterilizator) PS 20 A, BMT, CR
Horkovzdusny sterilizitor STERIMAT 5104, BMT, CR
Elektroforetickd vana EASYCAST B1A, Sigma, USA
Elektroforeticky zdroj EC 250-90, Sigma USA
Laminarni box, Thermofisher, USA

Lednice s mrazakem -20 °C, Liebherr, gvycarsko
Mikrovlnna trouba, LG, Jizni Korea

Mikroskop, Nikon, Japonsko

Minicentrifuga, Eppendorf, Némecko

PDA UV-VIS Spektrofotometr, RMI s.r.0., Ceska republika
Vortex, VELP Scientifica, Italie

Termoblok SBH130DC, (Stuart®, UK)

Termostat, SalvisLab Biocenter, Svycarsko
Thermocycler TProfessional, Biometra, Némecko
Thermocycler CFX 96, Bio-Rad, USA

UV dekontaminaéni box UVC/T-AR, Biosan, Litva

UV transluminator, Vilber lourmat, Francie

Software

Bio-Capt verze 11.02, Vilber lourmat, Francie

BioRad CFX Maestro, BioRad, USA

Microsoft Office — Word, Excel, Powerpoint, Microsoft, USA

4.2 LABORATORNI POMUCKY

Sklenéné zkumavky, stojanky na zkumavky, kovova vicka, Petriho misky, plastové
Spicky s filtrem, automatické pipety, kahan, ockovaci klicky, Erlenmayerovy baiiky,
plastové odpadni pytle na biologicky odpad, mikrozkumavky typu Eppendorf 1,5 ml,
plastové stripy a vicka na qPCR
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4.3 KULTIVACNI MEDIA

Krevni agar, HiMedia, Indie

Slozeni:

(@)

(@)

(@)

(@)

Ptiprava: V 1 litru sterilizované destilované vody se rozpustilo 40 g dehydratovaného
media. Médium se sterilizovalo v autokldvu pii 120 °C po dobu 15 minut. Do
ochlazeného zékladu se ptidalo 10 % sterilni berani krve a antibiotikum gentamicin.
Médium se rozplnilo do Petriho misek, nechalo vychladnout a skladovalo v lednici po
dobu maximalné jednoho mésice.

Pfiprava gentamicinu (Dr. Kulich Pharma, s.r.o., Hradec Kralové): Antibiotikum se

Prote6zovy pepton 15 g/l
Jatrovy extrakt 2,5 ¢/l
Kvasnicovy extrakt 2,5 g/l
Chlorid sodny 5¢/1
Agar 14 g/l
Koneé¢né pH by mélo byt 7,3 + 0,2
Berani krev 100 ml/1
Gentamicin 20 mg/1

rozpustilo ve sterilni destilované vodé¢, pfipravil se zasobni roztok, ktery se pridaval ke

krevnimu agaru vychlazenému na 50 °C tak, aby vysledna koncentrace byla 20 pg/ml

a pozdéji 40 pg/ml.

Mueller-Hintoniiv bujon, HiMedia, Indie

Slozeni:

o Dehydratovand masova infuze

(@)

(@)

Kaseinovy hydrolyzat
Skrob

o Kone¢né pH by mélo byt 7,3 = 0,1

Ptiprava: V 1 litru sterilizované destilované vody se rozpustilo ve 25 g dehydratovaného

média a sterilizovalo v autoklavu pii 120 °C po dobu 15 minut.

2 g/l
17,5 g/l
1,5 g/l

Amiesova ptuda s aktivnim uhlim, COPAN, Italie

Jedna se o sterilni tampon ze syntetické bavlny ve zkumavce s transportnim médiem

obohacenym o aktivni uhli.
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ESwab Liquid amies, COPAN, Italie
Baleni obsahuje sterilni tampon ze syntetické bavilny a zkumavku s tekutym

transportnim médiem, které umoziuje automatickou eluci vzorku do tekutého média.

4.4 REAGENCIE K PROVEDENI MORFOLOGICKYCH TESTU

96% ethanol
Aceton
Cinidlo pro oxidazu, BioMérieiux, Francie
Fyziologicky roztok
Slozeni:
o Chlorid sodny 85¢g

o Destilovana voda 11

Piiprava: 8,5 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 1 1 destilované vody. Vznikly roztok
byl autoklavovan pti 120 °C po dobu 15 minut.

Karbolfuchsin
SloZeni:
o Bazicky fuchsin lg
o 96% ethanol 10 ml
o 5% vodni roztok fenolu 100 ml

Piiprava: Smichdnim vznikla suspenze, které byla po filtraci zfedéna destilovanou vodu

v poméru 1:10

Krystalova violet’

Slozeni:
o Krystalova violet 5¢g
o 96% ethanol 220 ml

o 1% oxalacetat amonny
Piiprava: Smichanim 20 ml roztoku, ktery vznikl rozpusténim 5 g krystalové violeti ve

220 ml 96% ethanolu a 80 ml 1% oxalacetatu amonného vznikla suspenze, ktera se pred

pouzitim zfiltrovala.
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Lugoliiv roztok

SloZeni:
o Jod lg
o Jodid draselny 2g

o Destilovana voda 300 ml

Ptiprava: Roztok vznikl rozpusténim jodu a jodidu draselného v destilované vode¢.

Peroxid vodiku pro kataliazu

4.5 REAGENCIE K PROVEDENI PCR

Agaréza pouzita k provedeni elektroforézy, Top-Bio, Ceska republika

1,2 g agardzy bylo rozpusténo v 80 pl 1% TBE (Tris-Borat-EDTA) pufru

Ethidium bromid, Top-Bio, Ceské republika
10 mg/ml v PCR vodé¢

DNA marker 155-970 coloured, Top-Bio, Ceska republika
PPP Master mix, Top-Bio, Ceska republika
Slozeni: Tris-HCI, (NH4)2SOs4, 0,02% Tween 20, MgCl,, dATP, dGTP, dCTP, dTTP,

Taq DNA polymeraza, barvivo, stabilizatory a aditiva

Primery, Generi Biotech, Ceska republika
CaL2 forward 5 -GTAGAGTGCTTCGGCACTTG-3’
CaR reverse 5 -GCCGATGCTTATTCATACA-3

4.6 REAGENCIE K PROVEDEN{ REAL-TIME PCR
Elu¢ni pufr AE, QIAGEN, Némecko
96% ethanol
Lyzaéni pufr AL, QIAGEN, Némecko
Primery, Generi Biotech, Ceska republika
CaL2 forward 5 -GTAGAGTGCTTCGGCACTTG-3’
CaR reverse 5 -GCCGATGCTTATTCATACA-3’

Promyvaci pufr AW1, QIAGEN, Némecko
Promyvaci pufr AW2, QIAGEN, Némecko
Proteinaza K, QIAGEN, Némecko
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qPCR 2x SYBR Master Mix, Top-Bio, Ceska republika
Slozeni: Tris-HCI, KCl, 0,2% Triton X-100, MgClL,, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Taq

DNA polymeraza, monoklonalni protilatka anti-Taq Green I, stabilizatory a aditiva

4.7 KULTIVACE

Pied zahajenim kultivace se agarové plotny nechaly temperovat, aby dosahly laboratorni
teploty. Vzorky byly poté nanaSeny z transportni zkumavky s Amiesovou pidou pfimo na agar
a rozockovany sterilni klickou. Kultivace probihala 2-5 dni pfi teploté 37 °C v atmosféie s 5 %
COs. Tycinka z transportni zkumavky se nevyhazovala, ale zalomila do Mueller-Hintonova
bujonu. Kultivace probihala 24 hodin také pti 37 °C a v atmosfére s 5 % CO,. Vzorky v bujéonu

byly déle pouzity pouze pro izolaci nukleové kyseliny.

4.8 MIKROSKOPIE

Ze suspektni kolonie bylo odebrdno malé mnozstvi biomasy, kterd se sterilni klickou
suspendovala v kapce fyziologického roztoku. Zaschly natér se fixoval nad plamenem.

Barveni preparatu dle Grama probihalo nésledovné: Preparat se pokryl krystalovou
violeti a po 20 sekundach se splachl Lugolovym roztokem. Lugoliv roztok se ponechal
20 sekund piisobit a poté nékolik sekund oplachoval acetonem a vodou. Nakonec se preparat
dobarvil karbolfuchsinem a po jedné minuté oplachnul a ususil. Vznikly obarveny vzorek byl

pozorovan po mikroskopem s imerznim olejem pfi celkovém zvétSeni 1000x.

49 PRUKAZ METODOU PCR

Pro stanoveni ptitomnosti Capnocyfophaga canimorsus v testovanych vzorcich byl jako
vzor pouzit postup dle literatury (Suzuki et al.; 2010) (6). Pro potieby zavedeni metody byl
pouzit srovnavaci kmen bakterie Capnocytophaga canimorsus CCM 3709 z Ceské sbirky
mikroorganismd.

Izolace nukleové kyseliny probihala dvéma zpisoby: Vzorek byl z transportni pady bud’
ihned zalomen do Mueller-Hintonova bujonu a kultivovan 1 den pti 37 °C v atmosféie s 5 %
COz nebo byly suspektni kolonie vykultivované na krevnim agaru pfeneseny do 100 pl PCR
vody. Nasledovavala lyza bunék v suchém teple 10 minut pii 95 °C.

Pfitomnost bakterie byla stanovena za pouziti stejnych oligonukleotidovych primert,

které pouzil ve své publikaci Suzuki (2010).
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Sekvence forward primeru byla 5-GTAGAGTGCTTCGGCACTTG-3 a reverse
primeru 5-GCCGATGCTTATTCATACA-3" (6). Piiprava master mixu byla provedena dle
pokyni vyrobee (Top-Bio, Ceska republika) a obsahovala 3 pl vyizolované DNA, 12,5 ul PPP
Master mix (Top-Bio, Ceska republika) pro klasickou PCR s detekci na gelu, 0,5 ul 0,1 mM
CaL.2 primeru, 0,5 pl 0,1 mM CaR primeru. Nakonec se reakéni smés doplnila vodou na objem
25 ul.

Amplifikace pro PCR s detekci na agarérovém gelu probihala v pfistroji Thermocycler
TProfessional (Biometra, Némecko). Teplotni program byl zvolen stejny jako uvedl ve svém

¢lanku Suzuki.

Denaturace 95 °C 5 min

35x 95 °C 30s
58 °C 1 min
72 °C 1 min

Ix 72 °C 7 min

Takto pfipravena amplifikovana nukleova kyselina byla ihned pouzita k detekci na

agardzovém gelu.

4.9.1 PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU
1,2 g agardzy bylo v mikrovinné troubé rozpusténo v 80 ml 1x TBE puftru, tak aby vznikl

homogenni roztok. Ten se zchladil na teplotu zhruba 60 °C (pfili§ horky roztok mtze rozkladat
detek¢ni barviva a studeny miiZe zac¢it tuhnout a pfi nalévani nebude mit homogenni strukturu).
Po vychladnuti byly pfidany 4 pl ethidium bromidu jako detek¢éniho barviva a vznikla smés
byla opatrné prelita do tvofitka s vlozenym hiebinkem, ktery po ztuhnuti vytvoii jamky, do
kterych se pridavaji vzorky. Gel se nechal ptl hodiny ztuhnout, odstranil se hiebinek a premistil
se do elektroforetické vany.

Do jednotlivych jamek se pipetovalo vzdy 10 pl amplifikované nukleové kyseliny,
negativni kontroly nebo pozitivni kontroly. Do prvni jamky se ptidalo 5 pl DNA Markeru.

Nebylo potieba pouzit vkladaci puft, jelikoZz jiz byl soucasti pouzitého master mixu.

4.9.2 DETEKCE NA GELU

Elektroforetickd vana s napipetovanymi vzorky byla vloZena do elektroforetického
zdroje. Ptistroj byl zapnut na 50 minut pii napéti 300 mA a proudu 100 V. Nukleové kyseliny

nesou piirozené zaporny naboj a v elektrickém poli se tak pohybuji smérem je kladné nabité
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elektrodé. Po dokonceni separace byl gel vlozen do UV translumindtoru a pomoci digitalni

kamery a pocitacového softwaru byly vyhodnoceny vysledky (Obr.10).

Obrizek 10 Detekce C. canimorsus na agarozovém gelu. M = DNA marker, P = pozitivni kontrola,
N = negativni kontrola (Obrazek z archivu autora)

4.10 IZOLACE DNA ZE VZORKU (PRO POUZITIi V REAL-TIME
PCR)

K izolaci nukleové kyseliny pro identifikaci metodou qPCR byl pouzit komeréné
dodavany kit QIAamp DNA mini Kit od firmy QIAGEN (Némecko). Izolace probihala
v laboratofi k tomu urcené a veskeré manipulace se vzorkem v laminarnim boxu (67).

Sady QIAamp DNA Mini poskytuji rychlé a snadné metody pro purifikaci celkové DNA
pro spolehlivou PCR metodu. Celkovd DNA (napf. genomova, virova, mitochondrialni) mtze
byt purifikovana z plné krve, plazmy, séra, kostni dfen¢, jinych télesnych tekutin a podobné.
Tento jednoduchy postup izolace (Obr. 11) poskytuje Cistou DNA pfipravenou k piimé

amplifikaci jiz za 20 minut. DNA je eluovdna v pufru AE (soucasti kitu) a je pfipravena
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k pfidani do PCR nebo do jinych enzymatickych reakei. Purifikovana DNA neobsahuje protein,
nukledzy a ani dal$i kontaminanty nebo inhibitory (67).

Pouzité reagencie, které jsou soucasti kitu:

Lyza¢ni pufr AL
Promyvaci pufr AW1
Promyvaci pufr AW2
Elu¢ni pufr AE

Proteinaza K

Lyza¢ni puft je upraven tak, aby umoznil optimalni navazani DNA na membranu. DNA
je adsorbovana na kiemicitou membranu béhem kratké centrifugace. Diky ptesné danému pH
tohoto pufru je zajiSténo, ze proteiny a dalsi kontaminanty, které mohou inhibovat PCR reakei,
nejsou zadrzovany na membrané (67).

Zbytky necistot jsou promyty ve dvou stupnich centrifugace. Pouzivaji se dva rizné
pufry AW1 a AW2, které vyrazn¢ zlepSuji Cistotu eluované DNA. Purifikovana DNA se poté
eluuje z kolony v koncentrované form¢ v eluénim pufru AE. Tento pufr je pied pouzitim
ekvilibrovan na pokojovou teplotu (15-25 °C). Eluovana DNA miZe mit délku az 50 kb a je
vhodna pro ptimé pouziti v PCR aplikacich (67).

Postup:

Postup purifikace DNA zahrnuje ¢tyfi kroky a provadi se pomoci kolon QIAamp Mini
spin ve standardni mikrocentrifuze. Postupy jsou navrzeny tak, aby nedochézelo ke kiizové
kontaminaci mezi vzorky a umoziuji bezpecnou manipulaci s potencidln€ infekénimi vzorky.

Nejprve bylo 500 ul vzorku pteneseno do Cisté mikrozkumavky, k tomu bylo ptidano
20 ul proteinazy K (soucasti kitu) a 500 ul pufru AL, vSe se zvortexovalo a inkubovalo 10 minut
pti 56 °C. Poté se piidalo 500 pul etanolu a promichalo pievracenim zkumavky. V nésledujicich
krocich (1.-5.) se pouZzivaly sbérné zkumavky, vzdy nova po kazdé centrifugaci.

1. 2x se preneslo 740 ul na kolonu a centrifugovalo 30 s pti 12 500 rpm.

2. Ptidalo se 600 pl pufru AW1 na kolonu a centrifugovalo 15 s pti 12 500 rpm.

3. Ptidalo se 600 pl pufru AW2 na kolonu a centrifugovalo 15 s pfi 12 500 rpm.

4. Nasledoval stejny krok jako piedtim, a tedy se opét pridalo 600 pl pufru AW2

a centrifugovalo za stejnych podminek.

5. Centrifugovalo se 2 minuty pifi 12 500 rpm, aby se vysuSila membrana.

Kolona se ptesunula do ¢isté Eppendorf mikrozkumavky (1,5 pl) a pridalo se 50 pl elu¢niho

pufru AE. Kolona se nechala 1 minutu stat a poté centrifugovala 45 s pti 12 500 rpm.
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Izolovana DNA se skladovala pti -20 °C (67).

Obrizek 11 Princip izolace nukleové kyseliny na kolonkach (68)

4.11 STANOVENI CAPNOCYTOPHAGA CANIMORSUS POMOCI

REAL-TIME PCR

Pro real-time PCR byly pouzity stejné primery, jako pro PCR s detekci na agar6zovém
gelu. Sekvence forward primeru byla tedy 5-GTAGAGTGCTTCGGCACTTG-3" a reverse
primeru 5-GCCGATGCTTATTCATACA-3.

Master mix byl také pfipravovan obdobné jako pfi zavadéni PCR na gelu a obsahoval
12,5 ul gPCR 2x SYBR Master Mix (Top-Bio, Ceska republika), 0,5 ul 0,1 mM CaL2 primeru,
0,5 ul 0,1 mM CaR primeru. Smés byla zvortexovana a do jednotlivych jamek v desti¢ce bylo
pipetovano 22 pl master mixu a 3 pl vyizolované DNA. Desticka byla uzaviena ochrannou folii
a vlozena do thermocycleru CFX96 (BioRad, USA).

Teplotni program byl optimalizovan a nastaven nasledovn¢:

Uvodni denaturace 94 °C 5 min

Vlastni amplifikace a detekce fragmentu — opakuje se 45 x

Denaturace 94 °C 10s
Nasednuti primerti 58 °C 10s
Extenze 72 °C 20 s
High resolution melting analyza 50 °C 30s

Teplota tani: 50-70 °C
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Vzhledem k tomu, Ze se jednad o metodu PCR v redlném Case je mozné pozitivitu vzorki
vyhodnotit rovnou z grafu v pocitaci, ktery je napojen ptimo na CFX. U pozitivnich vzorka je
patrnd exponencidlni kiivka (Obr. 12) do 35. cyklu. Pozdéji mohou vznikat nespecifické
produkty.

Obrazek 12 Vyhodnoceni pozitivniho vzorku (4)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 PRUKAZ METODOU PCR

Postup pro PCR s detekei na gelu byl pouzit stejny, jako uvedl ve svém clanku z roku
2010 Suzuki. Ten ve své praci porovnaval n€kolik riznych primerii a jako nejvhodnéjsi se
ukdzala pravé dvojice Cal2 a CaR. Jeho studie z Japonska méla velmi dobré vysledky, a tak
byly pro zavedeni PCR pouzity stejné primery, stejny teplotni program i metoda izolace
nukleové kyseliny. Cely postup byl nejprve ovéfen na sbirkové kultufe Capnocytophaga

canimorsus.

5.2 REAL-TIME PCR
Jako vzorky byly pouzity stéry z dutiny Ustni psii a kocek. Stéry byly provadény na
veterinarni klinice pod dohledem odbornika a ihned po provedeni odbéru, byla stérova ty¢inka
bud’ zalomena do tekutého transportniho média Liquid Amies od firmy COPAN, nebo vloZena
do amiesovy ptdy s aktivnim uhlim. Vzorky byly poté transportovany do laboratote a uchovany

pfi teploté 5 °C po dobu maximalné¢ péti dni. Poté byly ihned zpracovavany.

5.2.1 OPTIMALIZACE METODY

Vzhledem k tomu, ze se citované ¢lanky vénovaly pouze PCR s detekci na gelu, bylo
nutné vzorky nejprve otestovat touto zavedenou metodou. Real-time PCR metoda je oproti
klasické PCR s detekci na gelu citlivéjsi, poskytuje moznost kvantifikace a je také casové méné
naro¢na, proto bylo na misté pokusit se optimalizovat pfedevsim tuto metodu. Nejprve byla
testovana stejna sbirkova kultura bakterie Capnocytophaga canimorsus, jako pii klasické PCR
a po nalezité optimalizaci se mohlo pokracovat v porovnani metod na realnych vzorcich.

Jako nejvétsi problém se ukéazala volba vhodného postupu izolace DNA, kterd musela
u kazdé metody probihat trochu jinym zplisobem a to tak, ze u qPCR musel byt k izolaci pouzit
komeréné doddvany kit od firmy QIAGEN a u PCR s detekci na agarézovém gelu stacila
k detekci pouze lyza bun¢k suchym teplem.

Béznou lyzou bakteridlnich bun¢k suchym teplem nebyly nékteré pozitivni vzorky
pomoci qPCR odhaleny vibec anebo nebyla vyslednd kiivka exponencidlni, tak jak by
v piipad¢ pozitivity méla byt. Kultivované vzorky v Mueller-Hintonove bujonu nemély zdaleka
takové kiivky, jako kdyz byly stejné vzorky precistény na kolonkach. Mikrofoéra v Ustni duting

pst a kocek je velmi rozmanitd a samotna lyza bunck teplem nemusi byt dostatecna.
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U PCR s detekei na agar6zovém gelu byl k pfipravé master mixu pouzit PPP Master Mix
od firmy Top-Bio (Ceska republika). Jeho vyhody spoéivaly piedevsim v tom, Ze nemusel byt
pouzit zadny vkladaci pufr, protoZe tento mix jiz obsahoval barvivo a také ovéteny a vyvazeny
pomér dNTP a Mg 2" iontq.

Vzhledem k dobré zkuSenosti s master mixem, byl pro qPCR pouzit master mix od stejné
firmy. Master Mix qPCR 2x SYBR Master Mix obsahuje fluorescen¢ni barvivo SYBR Green
I, které se po navazani na dvouvlaknovou DNA stava siln¢ fluorescencni. Produkt obsahoval
vSechny potiebné komponenty, takze to zna¢né urychlilo pfipravu reakéni smési a stacilo jen
dodat primery a doplnit ultracistou vodou, kterd byla soucésti baleni. Primery byly pouzity
stejné jako u PCR s detekci na gelu — tedy CalL2 a CaR.

Teplotni program musel byt oproti plivodné zavedené metodé nékolikrat upravovan
a optimalizovan. Jako prvni byl otestovan stejny teplotni program, ktery byl pouZit pfi zavadéni
PCR a mél ho ve své publikaci uvedeny také Suzuki (2010). Ten na qPCR neodhalil zadny
pozitivni vzorek a nemohl tak byt pouzit. Firma Top-Bio k ndvodu na pouziti master mixu
dodala obecny navod na sestaveni teplotniho programu s pouzitim jejich master mixu. Dle
tohoto postupu byly sice odhaleny nékteré pozitivni vzorky, ale kiivky stale nebyly idealni
a také dochazelo k velké odezve pozadi.

Nakonec se povedlo vytvofit vhodny teplotni program, ktery byl pro testovani
Capnocytophaga canimorsus optimalni a poskytoval velmi podobné vysledky jako pfi
testovani stejnych vzorkd detekovanych na gelu. Zaroven tato optimalizace pfinesla zna¢nou
casovou usporu, kdy samotna PCR pro detekci na gelu (provadénd dle ¢lanku) trva ptiblizné 2

hodiny a optimalizovana metoda pro qPCR pouze hodinu a patnact minut.

5.2.1.1 OVERENI SPECIFITY

Ovéfeni specifity bylo provedeno za ucelem zjisténi, zda zvolené primery umoziuji
amplifikaci a detekci pouze bakterie Capnocytophaga canimorsus. K ovéfeni specifity primert
Cal2, CaR a komeréné dodavaného SYBR green mixu bylo pouzito 5 riiznych, bézné se
vyskytujicich mikroorganismi. Konkrétné byly pouzity referencni kmeny Staphylococcus
aureus CCM 3823, Haemophilus infuenzae CCM456, Streptococcus pneumoniae CCM4424,
Candida albicans CCM 8186 a Aspergillus fumigatus CCM F-373.
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Graf 1 Ovéfeni specifity reakce. Osa X = pocet cykll, Osa Y = fluorescence. Capnocytophaga canimorsus je

zde pozitivni na 21. cyklu. Staphylococcus aureus, Haemophilus infuenzae, Streptococcus pneumoniae,
Candida albicans a Asperigllus fumigatus jsou negativni.

Izolace DNA, amplifikace a detekce byla u téchto referencnich vzorkli provedena
stejnym zpusobem jako u vSech vzorkt testovanych metodou qPCR. Na zéklad¢ parametrii Ct
bylo ovéfovano, zda primery Cal2 a CaR amplifikuji pouze bakterii Capnnocytophaga

canimorsus. Ta byla v testu zaroven pouzita jako pozitivni kontrola.
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Z némecké sbirky mikroorganismi byla ziskana Cista kultura bakterie Capnocytophaga
cynodegmi DSM 19736 (Obr. 13), kterd je bakterii C. canimorsus fenotypove nejvice podobna.
Ovéfeni selektivity bylo potvrzeno i u této bakterie (Graf 2), tedy jeji DNA nebyla

amplifikovana.

Obrazek 13 Rust Capnocytophaga cynodéghi na krevnim agaru (Obrazek z archivu autora)
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Graf 2 Ov¢feni, zda primery nereaguji s C. cynodegmi. Vzorky obou bakterii byly stanoveny v tripletech. Prvni
tfi vzorky v grafu, které jsou pozitivni jiz na 21. cyklu odpovidaji bakterii C. canimorsus.

Z vysledki, které jsou z obou grafii patrné, vyplyva, ze zvolené primery jsou opravdu
specifické pouze pro Capnocytophaga canimorsus (pozitivita na 21. cyklu). U zbylych bakterii

vznikaji ke konci méfeni nespecifické produkty, které nelze povazovat za pozitivni odezvu.

5.2.1.2 STANOVENI SENZITIVITY

Stanoveni senzitivity reakce se provadi stanovenim detekéniho limitu. Za pomoci
spektrofotometru byla stanovena absorbance izolované DNA na pfistroji PDA UV-VIS
Spektrometru (RMI, s.r.0.). Metoda vyuziva toho, ze DNA je schopna absorbovat ve vinovych
délkach 260 nm a 280 nm. Z naméfenych hodnot byla vypoctena koncentrace vyizolované
DNA. Koncentrace DNA v referen¢nim vzorku, ktery se dale fedil a ve vSech méfenich také
pouzival jako pozitivni kontrola, byla 129,52 ng/pl.

Desetinasobnym fedénim byl pak stanovovan detek¢ni limit reakce. Jak je patrné
z grafu, tak nejnizsi jesté detekovatelny pozitivni signal byl pii fedéni 100 000x. To znamena
pti koncentraci DNA 1,295 pg/ul. Pfi fedéni 1 000 000x vznikaly nespecifické produkty, stejné

jako u negativni kontroly a tato odezva se neda povazovat za pozitivni detekci.
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Graf 3 Stanoveni senzitivity reakce pomoci desitkového fedéni. Osa X zobrazuje pocet cyklii a osa Y fluorescenci.

Na zéklad¢ znalosti nejniz§iho detekovatelného pozitivniho signalu a koncentrace nukleové

kyseliny, byla sestavena kalibrac¢ni kiivka.

5.2.1.3 KVANTIFIKACE

K sestaveni kalibracni kiivky a provedeni kvantifikace byla pouzita standardni fedici
fada z predchozi kapitoly o zndmé koncentraci. Poté byl sestaven graf zavislosti hodnot Ct na
logaritmu poctu kopii. Mezi logaritmem poctu vychozich kopii a hodnotou Ct je linedrni vztah.
Vychozi mnozstvi kopii DNA v neznamém vzorku Ize poté vypocitat z rovnice linearni regrese
kalibra¢ni kiivky. K potfebam této prace, stejné jako pro vétSinu aplikaci qPCR neni potieba
znat presnou koncentraci nukleové kyseliny. Obecné totiz plati, Ze ¢im vétsi je mnozstvi

templatové DNA vstupujici do reakce, tim je hodnota Ct niz$i (39).
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Tabulka 2 Stanoveni kalibra¢ni fady

Redéni ¢ DNA (pg/pl) log ¢ Ct
C.canimorsus 129520 5,112 15,39
10x 12952 4,112 19,61
100x 12952 3,112 23,24
1 000x 129,52 2,112 27,47
10 000x 12,952 1,112 31,07
100 000X 1,2952 0,112 32,45
1000 000x 0,12952 — 37,28
NK 0 — 39,12
KALIBRACNI KRIVKA
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Graf 4 Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace DNA v nezndmém vzorku

Z grafu kalibracni kiivky je patrné, Zze fedéni vzorku bylo téméf piesné a hodnoty
zacinaji kolisat az pfi koncentraci, kterd v tomto piipad¢ odpovida limitu detekce. Jako limit
detekce byla stanovena koncentrace 1,2952 pg/ul a této hodnoty bylo dosazeno pfi fedéni

100 000x. Pti vy$§im fedéni mélo Ct hodnotu 37,28 a to uz neodpovida pozitivni odezvé. V celé

praci se jako pozitivni povazovaly vzorky do 35 cyklu.
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5.3 POROVNANI PCR METOD

Vysledky klasick¢ PCR a qPCR se témét shodovaly. 91,7 % testovanych vzorki vyslo
totozné¢ obéma metodami. Odlisny vysledek byl pouze u dvou vzorkd kocek (8,3 %), kdy
pomoci real-time PCR vysly oba pozitivné a PCR s detekci na agar6zovém gelu pozitivita
odhalena nebyla. Pravdépodobné se izolaci na kolonkdch zvysila citlivost metody, ¢emuz
nasveédCuje i fakt, Ze pomoci spektrofotometrie bylo zjisténo, ze DNA izolovana kitem QIAamp
ma velmi vysokou ¢istotu, tudiz tam neinterferuji latky, které by mohly sniZovat citlivost
reakce. Jinymi testy tyto dva vzorky bohuzel ovéfeny byt nemohly. Kultivace u nich nebyla
prikaznd ani po péti dnech a krevni agar nakonec zacal preriistat ostatni mikroflérou (Obr. 14)
- suspektni kolonie tak nemohly byt patrné. Jako nejvhodnéjsi zpiisob pro ovéfeni téchto
podezielych vzorki by mohla byt sekvenace pomoci 16S rRNA, coz je ribosomalni RNA, jejiz
sekvence je dlouhd 1500 bp a gen kddujici tento usek je pfitomen u vSech bakterii. Pii
identifikaci konkrétni bakterie se vyuziva toho, ze diky evoluci dochazi ke zménam tohoto genu
a kazdy bakteridlni druh mé svou charakteristickou sekvenci (39). Tato metoda je ale bohuzel

nad finan¢ni a Casové moznosti této diplomové prace.

Obriazek 14 Krevni agar prerostly mikroflorou z dutiny ustni kocky (Obrazek z archivu autora)
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Tabulka 3 Porovnani vzorki pst

Vzorek Pohlavi HESBCEEEEIE qPCR
gelu
P001 pes + +
P002 pes + +
P003 pes - -
P004 pes - -
P005 fena + +
P006 fena - -
P007 pes + +
P008 pes + +
P009 fena - -
P010 fena + +
PO11 fena + +
P012 fena + +
P013 fena + +
P014 fena + +
P015 pes + +
P016 pes + +

Tabulka 4 Porovnani vzorkid kocek. Vzorky, které jsou v tabulce oznaceny zluté maji rozdilny vysledek

Vzorek Pohlavi HEECOL I qPCR
gelu
K001 kocour - -
K002 kocCka - -
K003 kocka - -
K004 kocour - -
K005 kocCka - -
K006 kocour + +
K007 kocour — +
K008 kocka - +

61



5.3.1.1 TESTOVANI REALNYCH VZORKU

Testy senzitivity a specifity ovétily, Ze byly vhodné zvoleny pouZité primery a SYBR
Green Master Mix. Izolaci DNA na kolonkéch pomoci komeréné dostupnych kit se povedlo
citlivost reakce jesté zvysit.

Real-time PCR metodou bylo otestovano dalSich 60 vzorkti. Se vzorky, které byly
pouzity k porovnani metod je to tedy celkem 84 riznych vzork pst a kocek.

Z 84 testovanych vzork bylo 50 vzorkt psich (32 pst a 18 fen) a 34 vzorkl pochazelo
od kocek (20 kocourti a 14 kocek). Celkové bylo metodou real-time PCR odhaleno 54
(64,29 %) pozitivnich vzorki na bakterii Capnocytophaga canimorsus. Z toho bylo 34
pozitivnich vzorkl pst (68 %) a 20 vzorkl kocek (58,8 %), coz je velmi podobné cislo, jako

v jinych svétovych Clancich, které se prevalenci C. canimorsus vénuji.
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Tabulka 5 Vysledky testovanych pst

Vzorek Pohlavi Datum odbéru qPCR Ct
P001 pes 10.2.2022 + 22,3
P002 pes 10.2.2022 + 24,28
P003 pes 10.2.2022 - -
P004 pes 10.2.2022 - -
P0O05 fena 10.2.2022 + 26,54
P006 fena 10.2.2022 - -
P007 pes 10.2.2022 + 30,29
P008 pes 10.2.2022 + 18,92
P009 fena 10.2.2022 - -
PO10 fena 10.2.2022 + 16,45
PO11 fena 16.2.2022 + 31,3
P012 fena 16.2.2022 + 25,48
PO13 fena 16.2.2022 + 27,76
P014 fena 16.2.2022 + 27,47
PO15 pes 16.2.2022 + 31,07
PO16 pes 16.2.2022 + 22,33
P017 pes 22.2.2022 - -
P018 pes 22.2.2022 - -
P019 pes 22.2.2022 + 34,59
P020 fena 22.2.2022 + 29,09
P021 pes 22.2.2022 + 15,4
P022 pes 22.2.2022 - -
P023 fena 22.2.2022 + 25,92
P024 pes 22.2.2022 + 20,14
P025 pes 22.2.2022 - -
P026 pes 22.2.2022 + 28,72
P027 fena 22.2.2022 + 35,02
P028 pes 22.2.2022 - -
P029 fena 22.2.2022 + 31,04
P030 pes 18.3.2022 + 25,44
PO31 fena 18.3.2022 - -
P032 pes 18.3.2022 + 32,14
P033 pes 18.3.2022 - -
P034 fena 18.3.2022 + 25,42
P035 pes 18.3.2022 + 17,36
P036 fena 18.3.2022 + 21,38
P037 pes 18.3.2022 + 34,97
P038 pes 18.3.2022 + 28,76
P039 fena 18.3.2022 - -
P040 fena 18.3.2022 + 33,02
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Vzorek Pohlavi Datum odbéru gPCR Ct
P041 pes 18.3.2022 - -
P042 pes 18.3.2022 + 20,15
P043 fena 18.3.2022 + 26,75
P044 pes 18.3.2022 - -
P045 pes 5.4.2022 -
P046 pes 5.4.2022 + 34,22
P047 pes 5.4.2022 + 14,67
P048 pes 5.4.2022 - -
P049 pes 5.4.2022 + 18,25
P050 pes 5.4.2022 + 23,04
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Tabulka 6 Vysledky testovanych kocek

Vzorek Pohlavi Datum odbéru qPCR Ct
K001 kocour 10.2.2022 - -
K002 kocka 10.2.2022 - -
K003 kocka 10.2.2022 - -
K004 kocour 10.2.2022 - -
K005 kocka 16.2.2022 - -
K006 kocour 16.2.2022 + 19,23
K007 kocour 16.2.2022 + 22,39
K008 kocka 16.2.2022 + 20,87
K009 kocour 22.2.2022 + 27,49
K010 kocour 22.2.2022 - -
K011 kocour 22.2.2022 - -
K012 kocka 22.2.2022 + 29,18
K013 kocour 22.2.2022 + 25,74
K014 kocour 18.3.2022 + 32,05
K015 kocka 18.3.2022 - -
K016 kocka 18.3.2022 + 17,29
K017 kocour 18.3.2022 + 17,98
K018 kocour 18.3.2022 - -
K019 kocour 18.3.2022 - -
K020 kocour 18.3.2022 + 33,45
K021 kocka 18.3.2022 + 26,02
K022 kocour 18.3.2022 + 23,77
K023 kocka 18.3.2022 + 24,4
K024 kocour 18.3.2022 - -
K025 kocour 5.4.2022 - -
K026 kocour 5.4.2022 + 30,1
K027 kocour 5.4.2022 + 27,21
K028 kocka 5.4.2022 + 16,41
K029 kocka 5.4.2022 - -
K030 kocka 5.4.2022 + 23,94
K031 kocka 5.4.2022 + 35,22
K032 kocour 5.4.2022 + 21,18
K033 kocour 5.4.2022 - -
K034 kocka 5.4.2022 + 15,92
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Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat qPCR metodu, a to pfedevsim z diivodu
vy$si senzitivity metody a ¢asové uspory. Z casového hlediska se povedlo celou identifikaci
zkrétit na celkovy ¢as dvé hodiny, a to vcetné izolace nukleové kyseliny. Je zfejmé, ze ¢im vice
vzorkil se najednou izoluje, tim prace trva déle. Ruc¢ni izolaci DNA v klinickych laboratotich
pomalu nahrazuji automatické piistroje, pii vyS$im poctu vzorkl pfinesou znacnou Casovou
usporu. V tomto ptipadé, kdy bylo izolovanych maximalné 10 vzorki najednou by automatické
izolace nepfinesla vyrazné urychleni a jen by se pouzitim dalSiho pfistroje zvySovala cena za
reakci.

Po spravné optimalizaci metody bylo dal$im cilem otestovat redlné vzorky, nastinit
vyskyt C. canimorsus v Ceské republice a porovnat tyto vysledky se zahraniénimi statistikami.
Podobné studie byly provadény naptiklad ve Svycarsku, Belgii, Nizozemsku, Japonsku a franu.
franska studie z roku 2019 (69) pouzivala podobny postup jako Suzuki v roce 2010 a to vietnd
zvolenych primert a detekce na gelu. Celkem ze 160 vzorkli mély pozitivnich 50 % vzorki pst
a 62,5 % vzorkl kocek. Priblizné stejna ¢isla uvadi i ostatni zminované studie.

Uplné odlisny vysledek piinesla studie z Brazilie z roku 2021 (70), kde méli ze 121
testovanych vzorkl pouze 19 % pozitivnich na C. canimorsus. Ve studii neni tato niz§i hodnota
odliivodnéna. Pouze se odkazuji na ¢lanky, kde se uvadi prevalence C. canimorsus v rozmezi
3—74 %. Takové rozmezi je sice v nékterych publikacich uvadéno, ale spadaji do néj také
kultiva¢ni metody, u kterych bylo potvrzeno, Ze je zachyt vyrazné nizsi. Ve studii byly pouzity
stejné primery, jako v této praci, ale vzorky byly sbirdny pouze od psu, kteti trpéli
paradontdzou. Je tedy mozné, Ze v souvislosti s timto onemocnénim, mize byt u téchto pst
nizsi prevalence C. canimorsus. Podrobngjsim vysvétlenim se ale studie nezabyvala.

Alje P. Van Dam testovala ve své studii vroce 2009 jednotlivé kmeny rodu
Capnocytophaga. Studie se vénuje porovnani riznych metod diagnostiky a zamétuje se také na
testovani pomoci real-time PCR. Ptestoze byl dle ¢lanku pouzit zcela jiny postup pro
optimalizaci (jiné primery, teplotni programy i master mixy), tak vysledky byly srovnatelné jak
s touto praci, tak s ostatnimi studiemi. Celkem bylo uvedeno, Ze zachytili 73 % pozitivnich
vzorkii na C. canimorsus. Toto Cislo je nepatrn€ vyssi a v ¢lanku také uvadéji, ze odbér probihal
dvéma zplsoby — odbérovym tampoénem zjazyka a zdasné. Nepatrné¢ vys§i pozitivitu
vykazovaly vzorky odebrané z jazyka. Ale vzhledem k tomu, Ze nemaji od stejného zvifete
provedeny dva rtizné odbéry, tak nelze dokézat, zda to mohlo néjak ovlivnit vysledky. K izolaci
bakterialni DNA byla také zvolena komeréni souprava od QIAGEN, kterd byla v ¢lanku
porovndna s automatickym izolacnim strojem a vysledky byly témé&f totozné. I v této praci se

izolace na kolonkdch pomoci komercné dodavané soupravy ukazala jako vhodné zvolena.
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Patrné rozdily v této diplomové praci jsou v pozitivnich vzorcich jednotlivych pohlavi
pst a kocek. Celkové bylo z 50 psich vzorkt 77,78 % pozitivnich fen a 63 % pozitivnich psi.
U kocek je statistika celkem podobnd. Ze 34 pozitivnich vzorkl bylo 55 % pozitivnich kocour
a 64,29 % kocek. Ackoliv nekteré ¢lanky maji v tabulkéch uvedeny velmi podobné vysledky,
tak tuto skuteCnost nezmiiiuji a nebylo nalezeno zadné divodné vysvétleni proC je vice
pozitivnich fen a kocek nez opacného pohlavi. Aby bylo mozné ud¢lat néjaky zavér, bylo by
potieba otestovat metodu na vice vzorcich a sbirat podrobngjsi tidaje o zvitatech. Z kapacitnich
moznosti veterindrnich klinik byly vyzadovany pouze uidaje o pohlavi a datu odbéru. Nebyl

tedy zjiStovan klinicky stav zvifete, vék, a ani zda Zije venku nebo doma. Takova statistika

nebyla cilem prace.

5.4 VYSLEDKY KULTIVACE A IZOLACE

Capnocytophaga canimorsus roste velmi pomalu, proto prvni odecty probihaly nejdiive za
48 hodin. Bakterie tvoii velmi malé kolonie a vzhledem k rozmanité mikroflote v ustni dutiné
pst a kocek nejsou tyto kolonie vzdy na prvni pohled patrné. Proto samotnad kultivace
k pfesnému ur¢eni plivodce nestacila. Suspektni kolonie byly pfeockovavany na nové Petriho
misky s pfedem pfipravenym obohacenym krevnim agarem tak dlouho, dokud nebylo patrné,
ze se jednd o sledovanou bakterii. Takova identifikace ale miize zabrat tydny a pii Castém
pfeockovavani mize dochazet k chybam a kontaminacim.

I ptes zvySeni koncentrace gentamicinu v krevnim agaru z ptivodnich 20 pg/ml na
dvojnésobné mnozstvi, tedy 40 pg/ml, se celkové ze 40 vzorkl povedlo jen dvakrat vyizolovat
Cistou kulturu, a to pouze u vzorkl psii. U kocek se nepodafilo Cistou kulturu vyizolovat ani
jednou. Podle dostupnych publikaci je naro¢nd kultivace u bakterie Capnocytophaga
canimorsus ten nejvetsi problém. Napiiklad Hannon et al. ve své publikaci z roku 2020 uvadi,
ze se jim bakterii podatilo vykultivovat pouze ve 25,5 % ptipadd pst a v 15 % ptipadi kocek.
Dalsi velké vyzkumy, které byly v souvislosti s diagnostikou této bakterie provadény (Mally
2009, Umeda 2014 a Suzuki 2010) se kultivaci nevénovali viibec, pouze zminovali, Ze podle
uvadénych statistik se bakterii podaii vykultivovat ve 22-25 % pfipadl.. Ve vSech ¢lancich se
jednoznacné shodli, Ze kultivace bakterie Capnocytophaga canimorsus je velmi obtizna
a komplikovana a vénuji se tak diagnostice pomoci molekularné biologickych metod.

Neékolik podezielych preockovanych vzorkl bylo také obarveno dle Grama a pozorovano
pod mikroskopem (Obr. 15). U nékterych byly na prvni pohled patrné gramnegativni tyc¢inky,
které mohly byt podle charakteristického vzhledu kolonii na krevnim agaru a mikroskopie

pravé Capnocytophaga canimorsus. Stoprocentni pozitivita byla potvrzena az PCR reakei.
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Obriazek 15 Capnocytophaga canimorsus barvena dle Grama (Obrazek z archivu autora)
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6 ZAVER

Diplomova prace se zaméiuje na identifikaci Capnocytophaga canimorsus metodou
polymerazové fetézoveé reakce. Teoreticka ¢ast se nejprve vénuje popisu obecné charakteristiky
celého bakteridlniho rodu a konkrétnéji pak popisu C. canimorsus, jakozto lidského
oportunniho patogenu, bézn¢ se vyskytujiciho v ustni mikroflore psti a koc¢ek. V druhé ¢asti
teorie jsou popsany moznosti identifikace pomoci MALDI-TOF, sekvenace nukleové kyseliny
a PCR.

Kultivaci na krevnim agaru s 10% sterilni berani krve a gentamicinem bylo ovétfeno, ze
bakterie vyzaduje velmi naro¢né podminky k riistu a jeji pozitivitu tak touto metodou nelze ve
vétSin¢ piipadit odhalit. Z tohoto divodu byla pro detekci a identifikaci zavedena
a optimalizovana metoda real-time PCR. Nejprve s pouzitim sbirkové kultury C. canimorsus
byly vhodné zvoleny primery a master mix, poté byl optimalizovan teplotni program a metoda
izolace vzorku. To vSe bylo ovéfeno testy senzitivity a specifity. Pro ucely stanoveni specifity
bylo pouzito 6 bézné se vyskytujicich mikroorganisma, véetné Capnocytophaga cynodegmi,
ktera je C. canimorsus fenotypoveé nejpodobné;si.

Celkem bylo v této praci otestovano 84 realnych vzorkl pst a kocek a z celkového poctu
jich bylo 64,29 % pozitivnich na pfitomnost bakterie C. canimorsus. 50 vzorki pochézelo od
pst a z nich bylo celkove 68 % pozitivnich. Kocek bylo 34 a z nich pozitivnich 58,8 %.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze tradi¢ni kultivatni metody nejsou pro identifikaci
Capnocytophaga canimorsus dostatecné a v piipadé diagnostiky této bakterie je na misté
vyuziti molekularné biologickych metod. Vysoké procento pozitivnich vzorkl také poukazuje
na to, Ze v piipadé pokousani, poskrabani nebo jinym kontaktem poranéné kize se slinami pst
a kocek, je potfeba uvazovat o této bakterii. Pfedevsim u lidi s oslabenym imunitnim systémem
hrozi po kontaktu se zvifecimi slinami pozitivnimi na C. canimorsus zvySené riziko propuknuti
systémové infekce. Aby se tomuto riziku zabranilo, je potieba v€as a spravné bakterii

diagnostikovat a zah4jit vhodnou 1é¢bu.
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