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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva bakterii Capnocytophaga canimorsus, ktera je nejzndméjSim
zastupcem rodu Capnocytophaga. Prvni €ast prace je v€novana charakteristice celého rodu
a popisu jednotlivych druhi. Nésledujici a hlavni ¢ast prace se zamétuje na vyskyt, patogeneze,

diagnostiku, onemocnéni zpiisobené C. canimorsus a moznosti 1éCby.
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TITLE

Capnocytophaga canimorsus

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the bacterium Capnocytophaga canimorsus, which is the most
famous representative of the genus Capnocytophaga. The first part of the work is devoted
to the characteristics of the whole genus and the description of individual species. The next and
main part of the work focuses on the occurrence, pathogenesis, diagnosis, diseases caused

by C. canimorsus and treatment options.
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Uvod

Vztahy mezi ¢lovékem a zvitaty se v prubéhu let vyvijely. V posledni dobé se tento vztah
stale vice piiblizuje a témét kazdy ¢lovék ma domaciho mazlicka. Spolu s timto kontaktem
dochazi k mikroskopické interakei, kterd miize mit urcity vliv na ¢lovéka. Domaci zvifata jsou
pfenaseci bakterii, viri a paraziti. Tyto mikroorganismy mohou byt pfendSeny piimo na
¢loveéka, tj. kousnutim nebo poskrabanim, nebo nepifimo, napf. prostiednictvim vektoru.
Vétsina mikroorganismu je pro ¢loveéka neSkodna, ale nékteré z nich jsou zoonotické patogeny
schopné zpiisobovat rizné infekce u lidi.

Bakterie Capnocytophaga canimorsus je soucasti normalni ordlni flory psii a kocek
aje to nejznaméjsi druh rodu Capnocytophaga. C. canimorsus je neskodna pro zvirata, ale miize
zpisobit zavazné infekce u lidi, jako je septikémie, meningitida a endokarditida s mirou
umrtnosti kolem 30 %. Bakterie také predstavuje nebezpeci v souvislosti s tim, Ze je pomalu
rostouci, ndro¢ny gramnegativni bacil, ktery je obtizné izolovat a identifikovat a Castéji
postihuje lidi s oslabenou imunitou.

Prvni kapitola této prace pojednava o celém rodu Capnocytophaga, jeho taxonomii,
morfologii kolonii a popisu jednotlivych druhi, které maji nejen rtizné chemické vlastnosti, ale
1 rizny vyskyt. VétSina druhti rodu Capnocytophaga jsou soucasti lidské ustni dutiny.

Nasledujici a hlavni ¢ast prace je vénovana charakteristice C. canimorsus, nemocim
zpisobenym piitomnosti pravé této bakterii, diagnostice, jejiz hlavni metody jsou PCR
a MALDI-TOF, a doporuceni pro 1écbu infekci Capnocytophaga zalozend na zkuSenostech

autoru a literarnich pfehledech o volb¢ tspésné antibiotické 1écby.
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1 Rod Capnocytophaga spp.

Bakterie rodu Capnocytophaga jsou skupina mikroorganismti, popsanych Anré
Romainem Prévotem v roce 1956, pattici do Celedi Flavobacteriaceae. Podle LPSN (List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) rod Capnocytophaga zahrnuje 14 druhti
bakterii, rozdélenych do dvou Sirokych skupin: prvni — soucasti lidské ustni dutiny
(C. sputigena, C. ochracea, C. leadbetteri, C. haemolytica, C. granulosa, C. gingivalis,
C. endodontalis, C. periodontitidis, C. stomatis, C. bilenii), druhd — soucasti normalni oralni
flory pst a kocek (C. canimorsus, C. canis, C. cynodegmi, C. felis) (Parte, 2020).

Tyto organismy jsou €asto povazovany za oportunni patogeny. Bakterie mohou piisobit
ruzné typy infekei, jako naptiklad peritonitida (zanét pobfisnice), infekéni endokarditida,
bakteriemie, hnisava lymfadenitida, infekce kosti, a to predevsim u pacienti s imunosupresi,
neutropenii a mukositidou. Pfedpoklada se, ze druhy, které kolonizuji lidskou ustni dutinu,
se Ucastni v patogenezi riznych forem periodontdlnich onemocnéni i u imunokompetentnich

jedincti (Jolivet Gougeon, 2017).

1.1 Taxonomie

Rod Capnocytophaga tadime do tiidy Flavobacteriia, tadu Flavobacteriales a Celedi
Flavobacteriaceae. Je velmi podobny do rodu Fusobacterium a Bacteroides, ale snadno
se diferencuje laboratornim vySetienim. Rod byl navrzen k odliSeni téchto bakterii od
Cytophaga spp., které také vykazuji klouzavy pohyb. Diive druhy bakterii tohoto rodu byly
klasifikované do CDC skupin DF-1 a DF-2 (dysgonicky fermentor). DF-2 je oznaceni dané
nejmenované skupiny pomalu rostoucich gramnegativnich bakterii, které u lidi zpusobuji
meningitidu a septikemii, ziskdvaji se hlavné€ po tésném kontaktu se psy nebo po jejich kousnuti.
Na rozdil od DF-2 skupina DF-1 kolonizuje Gstni dutinu ¢lovéka a dava negativni vysledky

na oxidazovy a katalazovy test.

1.2 Morfologie buiiky a metabolismus

Capnocytophaga spp. jsou dlouhé, tenké, nesporulujici gramnegativni bacily
vietenovitého tvaru (Obrazek 1). Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 2,5-5,7 um. Podle
vztahu ke kysliku jsou fakultativné anaerobni a patii ke kapnofilim (organismy, které pro svoji
zivotni aktivitu vyzaduji oxid uhli¢ity v koncentraci 10-15 %), coz znamena, Ze pro optimalni

rust bakterie rodu Capnocytophaga vyzaduji atmosféru obohacenou o COx.
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Obrazek 1 — Barveni Capnocytophaga spp. dle Grama
(Fernandez V, 2007)

Z hlediska vyzivy fadime tyto bakterie k chemoorganotrofnim mikroorganismim.
Ziskavaji energii oxidaci organickych latek procesy nazyvanymi kvaseni a dychani. Kvaseni je
metabolicky proces ziskdvani ATP cestou substratové fosforylace. Organismus nepfijima

zadny kyslik z vnéjSiho prostiedi, tudiZ nepouziva aerobni ani anaerobni respiraci.

1.3 Klouzavy pohyb

Bakterie se pohybuje bez pouziti bi¢ikl, klouzdnim na agarovém médiu. Jako zdroj
energie pouziva proton-motivni silu. Po kontaktu s povrchem klouzavy pohyb umoziuje
transport pres biologické membrany, vstup do hostitelskych bunék a vystup z infikovanych
bunék (Piau, 2013). Charakter takového pohybu popsaly IR Lapidus a HC Berg na piikladu
klouzavé bakterie Cytophaga spp. Buiiky se pohybovaly na skle jednotlive, otacely se kolem
sloupu, ptevracely se, a to pii rychlosti asi 2 pm/s. Buiikky riznych délek se pohybovaly
ptiblizné stejnou rychlosti. Nékdy nepietrzité kmitaly o frekvenci kolem 2 Hz. Polystyrenové

latexové kulicky se pohybovaly na povrchu buiiky se stejnou rychlosti (Lapidus, 1982).

Obrazek 2 — Klouzavy pohyb kolonie Capnocytophaga na desticce krevniho agaru (Ito, 2016)
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1.4 Struktura bunky

Dtlezitou slozkou bunééného obalu bakteridlniho rodu Capnocytophaga jsou
sulfonolipidy, kterym Leadbetter a Godchaux pfifadili trividlni ndzev kapniny. Elementarni
analyza purifikovaného kapninu poskytla slozeni: C, 57 %; H, 10,2 %; N, 4,2 %; O, 18 %;
S, 9,1 % (celkem 98,5 %) a molekularni vzorec Ci17H37NO4S. Vyzkumy ukézaly, Ze kapniny
nejsou jen neobvyklé biologické slouceniny, ale mohou hrét roli v zdnétlivém procesu pfii
parodontitidé, protoze sulfonaty jsou cCasto toxické pro ZzivociSné bunky. Mohou také
poskytnout nékteré neobvyklé vlastnosti na bunécném povrchu. Napiiklad vysoky obsah
N-acylkapninu davd membrané zaporny naboj. N-acylkapnin miize také podporovat fluiditu
membrany (charakteristicky pro cely rod Capnocytophaga klouzavy typ pohybu) (Godchaux,
1980).

1.5 Kultivace a morfologie kolonii

Izolace Capnocytophaga spp. z oralnich klinickych vzorki je velmi obtizna kvili
naroénému rustu tohoto bakteridlniho rodu, rychlému rstu kompetitivni fléry oralniho
mikrobiomu a nesnadnému mikrobidlnimu postupu (Ehrmann, 2013). V roce 2013 E. Ehrmann
a kol. dokézali, ze v Cisté kultufe mohou rast vSechny druhy rodu Capnocytophaga, coz
umoznil jednoduchy krevni agar (KA) a ¢okoladovy krevni agar (CKA). Nicméné pro ziskani
tohoto bakteridlniho rodu z polymikrobidlnich vzorkd je kvuli hojnosti komenzalnich
mikroorganismil nutné selektivni médium s antibiotiky — VCAT (Vancomycin, Colistin,
Amphotericin B a Trimethoprim).

Vysledky zkoumani, tykajicich se kultivacnich medii, pouzivanych pro riist a izolaci

Capnocytophaga spp., jsou uvedené nize.
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Tabulka 1 — Riist kmenit Capnocytophaga a klinickych izolatii na 5 kultivacnich mediich (Ehrmann, 2013)

Média KA/CKA VCAT CAPe BCBA VK
Valkomycin
] (1)

Obsah Zadné Colistin (3,75) Colistin Bacitracin | Vancomycin
antibiotik antibiotikum | Amfotericin B (10) (50) (7,5)
(mg - I’ (0,5) Aztreonam Kanamycin

Trimethoprim ) (100)
(1.5
Cista kultura Pocet druhu schopnych riist (pocet testovanych kmentl)
C. ochracea 303) 3(03) 3(03) 2(3) 3(03)
C. sputigena 303) 33 2(3) 2(3) 2(3)
C. gingivalis 303) 2(3) 303) 2(3) 303)
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(D) 0 (1) 0(D)
C. canimorsus 1(1) 0(1) 1 (1) 0(1) 1(1)
C. cynodegmi NT NT NT NT NT
Celkovy pocet 15 (15) 11(15) 13 (15) 8 (15) 12 (15)

Poznamka: NT — netestovano

Charakter rtstu bakterie na agarové pud¢ popsali Alejandra Fernandez a kol.. (Fernandez
V, 2007). Vyhovujici ptidou byl krevni agar a kultivace se provadéla pii teploté 35-37 °C.
Capnocytophaga roste velmi pomalu a prvni viditelné kolonie vytvofi za 2-4 dny inkubace
(Obrazek 3). Kolonie méa plochy prufez, neprihlednou transparenci, nazloutlou barvu a primér
2-3 mm. Bakterie neméni vzhled krevniho agaru a pouze druh C. haemolytica prokazuje
B-hemolyzu. Mikroskopické pozorovani odhalilo vysoky stupen pleomorfismu se zménami
velikosti, tvaru, barvy, stylu Sifeni na agaru v zévislosti na podminkéach kultivace. Z vyse

uvedeného vyplyva, ze kultivace je obtizna. Jde o riistové narocné bakterie.
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Obrazek 3 — Kolonie Capnocytophaga sputigena (4) 5% agar z ovci krve, (B) EMB agar,
(C) cokoladovy agar po 48 hodindch inkubace pri 35 °C (Hazirolan, 2020)

1.6 Biochemické vlastnosti

Katalazové a oxiddzové reakce se u jednotlivych druhu lisi. Vykazuji v testech pozitivni
vysledky na ortho-nitrofenyl-p-galaktosid (ONPG) a benzidin (bifenyl-4,4'-diamin). Vice
o biochemickych vlastnostech jednotlivych druhii Caprocytophaga je uvedeno v kapitole

1.8 Hlavni zastupci.

1.7 Patogeneze

Faktory virulence u riznych druhu do urcité miry odpovidaji za jejich patogenitu.
Pti infekcich spojenych s Gstni mikroflorou Cloveka C. gingivalis a C. sputigena produkuji fadu
intracelularnich nebo extracelularnich faktort, které mtiizou podporovat progresi paradontozy
zvySenim rustu bakterii v zubnim plaku nebo vyhybanim se imunitni odpovédi hostitele. Mezi
takové faktory patfi: aminopeptidazy, imunoglobulin Al proteazy a klouzavy pohyb (Janda,
2015).

1.8 Hlavni zastupci

1.8.1 Capnocytophaga ochracea

Capnocytophaga ochracea (Prévot a kol. 1956) Leadbetter a kol. 1982 (lat. ochra —
zluty) je nesporulujici, mikroaerofilni, gramnegativni bacil, ktery produkuje zluty pigment
na pevném médiu. Demonstruje charakteristicky pro cely rod klouzavy typ pohybu. Je soucasti

lidské ustni dutiny. Capnocytophaga ochracea byla poprvé izolovand z lidskych 1ézi
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parodontitidy; néasledné studie vSak ukazaly, ze tato bakterie je pfitomna v zubnim plaku.
Capnocytophaga ochracea kolonizuje povrhy zubli vytvofenim biofilmu a spolecné
s Fusobacterium nucleatum tvofi mustek mezi bakteriemi na povrchu zubu a patogennimi
bakteriemi parodontu (Kita, 2016).

Biochemické vlastnosti izolatt byly vysetfeny pomoci API 50 CH testu (BioMérieux,
Marcy I'Etoile, Francie), ktery je standardizovanym systémem spojujici S0 biochemickych testt
na miniaturizovanych testovacich prouzcich. Vysledky ukazaly, ze C. ochracea neprodukuje
kyselinu z xylozy, mannitolu, ribozy, arabinézy, trehaldzy, melibidzy a sorbitolu. Navic bylo
zjisténo, Ze organismus hydrolyzuje glykogen a $krob, a fermentuje glukozu, fruktézu, maltozu,
laktézu, sacharozu, galaktdzu, rafinbzu, manodzu, inulin, amygdalin a celobidézu (Ito, 2016).
Capnocytophaga ochracea neprodukuje enzym kataldzu a nevytvaii enzym cytochrom c
oxidazu — déava negativni vysledky na oxidazovy a kataldzovy test.

Jak bylo uvedeno vysSe, C. ochracea hraje kli¢ovou roli pti tvorbé zubniho plaku.
Nicméné¢, bakterie zptisobuje mnohem vaznéjsi infekce, jakmile vstoupi do krevniho fecisté,
bud’ pies periodontéalni absces, nebo z viedl. Infekce C. ochracea jsou nejcastéjsi u pacienta
s oslabenou imunitou a mohou vést k sepsi, purpufe fulminans (onemocnéni zpiisobené
kvantitativnimi poruchami trombocyti), gangréné s umrtnosti mezi 14 % - 43 %.
U imunokompetentnich pacientd C. ochracea zpusobuje endokarditidu (zanét endokardu),

peritonitidu, nitrodélozni infekce a septickou artritidu kloubu (Desai, 2007).
1.8.2 Capnocytophaga gingivalis

Capnocytophaga gingivalis Leadbetter a kol. 1982 (lat. gingiva — dasen) je soucasti
normdlni oralni flory ¢lovéka a je pfitomna v supragingivalnim i subgingivalnim plaku. Jak
1 vétSina bakterii rodu Capnocytophaga je podminénym patogenem a miiZze zpusobit
periodontalni onemocnéni. Faktory virulence jsou popsany v odstavci 1.7 Patogeneze.

Fyziologické a morfologické charakteristiky odpovidaji charakteristice celého rodu. Na
rozdil od C. ochracea vytvafi oranzovy pigment pii kultivaci bud’ za aerobnich nebo
anaerobnich podminek.

Z biochemického hlediska tfadime C. gingivalis do kataldza a oxiddza negativnich
bakterii. Biochemicky neni tak aktivni jako C. ochracea. Nehydrolyzuje Skrob, dextran, chitin,
celulézu a nefermentuje galaktdzu, celobidzu, trehaldzu, amygdalin, salicin, arabindzu, xylozu,
ribozu, eskulin, rafindzu a sorbitol. Fermentuje glukézu, sachar6zu, manézu a maltézu

(London, 1985).
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1.8.3 Capnocytophaga sputigena

Capnocytophaga sputigena Leadbetter a kol. 1982 (lat. sputum — slina, chrchel) je
bakterie pattici do ordlniho mikrobiomu. Tento mikroorganismus lze izolovat ze vzorku sputa,
pficemz sputum je obtiznym vzorkem pro interpretaci a diagnostiku infekce, které vyvolaji
C. sputigena. Je podminénym patogenem a podili se hlavné na abscesech, bakteriémii
a endokarditidé. VC¢asna detekce tudiz hraje dulezitou roli v diagnostice infekci krevniho
feCisté, zejména u pacientll s poSkozenou Ustni sliznici nebo u pacientli s oslabenou imunitou.
Byly ale zdokumentovany piipady pneumonie u imunokompetentnich hostitelli zpisobené
C. sputigena (Gosse, 2019).

Fyziologické a morfologické charakteristiky odpovidaji charakteristice celého rodu.

Capnocytophaga sputigena mé proménlivou schopnost fermentovat laktozu, fruktozu
a dextran, ale nefermentuje galaktozu. Bakterie hydrolyzuje eskulin, ale nevyuziva celobiozu,
glykogen a Skrob. Také bylo zjisténo, Ze izolaty C. sputigena mohou redukovat nitraty

na nitrity. Jak 1 pfedchozi druhy, C. sputigena je katalaza i oxidaza negativni (Parte, 2011).

1.8.4 Capnocytophaga granulosa

Capnocytophaga granulosa Yamamoto a kol. 1994 (lat. granulum — jadérko, zrnicko)
je dalsi bacil rodu Capnocytophaga, ktery lze izolovat ze supragingivalniho plaku z mist
s chronickou parodontitidou. Klinické izolaty C. granulosa barvené podle Grama vykazuji
charakteristické intracelularni granularni inkluze, které miizeme pozorovat na koncich
a uprostted obarvenych bun¢k. Tyto inkluze jsou jasné pozorovatelné pii péstovani anaerobné
za teploty 37 °C v GAM bujonu (Gifu Anaerobic Medium) po dobu 5 az 7 dnti. Barva kolonii
je Seda az fialova na tryptikédzo-s6jovém agaru.

Fyziologické a morfologické charakteristiky odpovidaji charakteristice celého rodu.

Capnocytophaga granulosa vykazuje vysokou aktivitu aminopeptidazy. Enzym
aminopeptidaza byl purifikovan a klasifikovan jako metalopeptiddza a endopeptidaza. Tento
druh produkuje kyselinu z D-glukézy, D-laktézy, D-maltézy, D-mandzy, Skrobu
a D-sacharodzy. Je kataladza a oxid4za negativni; neredukuje dusi¢nany a nitraty; netvoii kyselinu
z celulozy, D-mannitolu, ribdzy, sorbitolu, xylozy, dextranu, glykogenu a inulinu. Hlavnimi

kone¢nymi produkty fermentace glukozy jsou acetét a sukcinat (Yamamoto, 1994).
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Obrazek 4 — Inkluze C. granulosa (Yamamoto, 1994)

1.8.5 Capnocytophaga haemolytica

Capnocytophaga haemolytica Yamamoto a kol. 1994 (lat. haima — krev; lat. Iyticus —
schopny se rozpustit, uvolnit) je bakterie, kterou stejné jako C. granulosa l1ze snadno izolovat
ze supragingivalniho plaku.

Fenotypova charakteristika druhu odpovidé charakteristice celého rodu Capnocytophaga,
ale troven genetické ptibuznosti mezi C. haemolytica a ostatnimi druhy Capnocytophaga
(kromé& C. granulosa) je mensi nez 20 % (Parte, 2011). C. haemolytica je jedina bakterie rodu
Capnocytophaga, ktera vykazuje B-hemolyzu na krevnim agaru (Obrazek 5).

Redukuje dusi¢nany a hydrolyzuje eskulin. Produkuje kyselinu z D-glukézy, galaktozy,
D-manézy, D-sachardzy, D-maltézy, D-laktozy a Skrobu; 63 % kment produkuje kyseliny
z inulinu a dextranu. Nevykazuje oxidazovou a katalazovou aktivitu; neprodukuji H2S a indol;
neni pozorovana aktivita aminopeptidazy. Hlavni kone¢né produkty fermentace glukozy jsou

acetat a sukcinat (Yamamoto, 1994).



Obrazek 5 — Celkova hemolyza C. haemolytica (Fernandez V, 2007)

1.8.6 Capnocytophaga cynodegmi

Capnocytophaga cynodegmi Brenner a kol. 1990 (fec. kunos — pes; degmos — kousnuti)
(diive "organismus typu DF-2") je zoonotickd, gramnegativni, kapnofilni bakterie, ktera
se obvykle vyskytuje u lidi s infekcemi spojenymi s kousnutim psa nebo koc¢ky (Workman,
2008). Prevalence C. cynodegmi u pst a kocek je velmi vysoka. Posledni studie prokazala
vysokou prevalenci C. cynodegmi v Ustni mikrobioté psil Zijicich v Brazilii. Vice neZ polovina
ze 121 testovanych zvitat byla pozitivni (66,94 %) (Nogueria, 2021).

C. cynodegmi je povazovana za méné patogenni nez C. canimorsus, ktera je také normalni
soucasti oralni flory u psti a kocek. C. cynodegmi zpisobuje vice lokalizovanych infekci,
obvykle lokalizovanou celulitidu riizné zavaZznosti nebo keratitidu. Systémova infekce, jako je
septicky Sok, byla hladSena u pacientli se splenektomii (operacni vyjmuti sleziny), s cukrovkou,
cirh6zou nebo u alkoholikt (Pers, 2007).

C. cynodegmi a C. canimorsus se 1i$i od ostatnich druhti rodu tim, Ze jsou katalaza
a oxidaza pozitivni. C. cynodegmi muze redukovat dusi¢nany na dusitany, produkuje kyseliny

ze sacharozy, rafindzy, melibidzy a inulinu (Pers, 2007).

1.8.7 Capnocytophaga canimorsus

Capnocytophaga canimorsus Brenner a kol. 1990 stejné jako C. cynodegmi je
fermentujici gramnegativni ty¢, kterd se bézn¢ vyskytuje v oralni mikroflote zvifat a vyskytuje
se prevazné ve slinach kocek a psu.

Vice informaci o tomto druhu je uvedeno v kapitole 2 Capnocytophaga canimorsus.
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1.8.8 Souhrn biochemickych charakteristik jednotlivych druhti rodu
Capnocytophaga

V tabulce ¢. 2 jsou uvedené biochemické charakteristiky jednotlivych druhli rodu
Capnocytophaga na zaklad¢ biochemickych identifikac¢nich testd: vztahu ke kysliku, redukce

nitratl, tvorby indolu, miry hemolyzy, fermentace cukrt atd.

Tabulka 2 — Identifikace druhit Capnocytophaga (Parte, 2011)

Charakteristika C.orchea | C.gingivalis C.sputigena | C. haemolytica C. granulosa  C. camimorsus  C. cynodegmi
Fermentace
Eskulin
Glukéza
Laktoza
Inulin
Maltéza
Sacharéza
Skrob
Hydrolyza
Eskulin
Skrob
Oxidaza — — — — — + +
Katalaza — — — — — + +
Rust v 02 — — — — +
KNO3 — — + + — — —
Indol — — — — —

LAP + + + — +
B-hemolyza — — — + — — —

+++++ <
+ o+ o+
<+ + + <+
o+ + + o+ 4
++ + |+
| +
+ +

Ho o+
|
| w
+
I
<
+

Poznamka: LAP, leucinaminopeptidaza; +, > 90% pozitivni vysledek; V, 40-60% pozitivni
vysledek; —, < 10% pozitivni vysledek; +, vice kment vykazovalo pozitivni vysledek; —,, vice

kment vykazovalo negativni vysledek
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2  Capnocytophaga canimorsus

Vroce 1976 byl poprvé popsan pacient s meningitidou a sepsi zpisobenou
neidentifikovanym gramnegativnim bacilem po neddvném kousnuti psem. V tu dobu byly
znamy jenom fenotypové a biochemické vlastnosti tohoto mikroorganismu. Nyni vime, Ze tento
gramnegativni bacil byl pravdépodobné c¢lenem rodu Capnocytophaga, s nejveétsi
pravdépodobnosti Capnocytophaga canimorsus (CDC skupina DF-2). O rok pozdéji bylo
hlaseno dalSich 17 piipadi infekci po neddvném kousnutim psem a povaha infekci se
pohybovala od celulitidy do meningitidy, endokarditidy az selhani organti. Organismus dostal
jméno v roce 1989 na zakladé své potieby CO:z pro riist a druhu pienosu (lat. canis — pes; lat.
morsus — pokousani) (Gaastra, 2010).

Capnocytophaga canimorsus je komenzalni bakterie v oralni fléfe psi a kocek a je
nejznameéjsSi druh rodu Capnocytophaga. Bakterie je neskodnd pro zvitata, ale muze ve
vzacnych piipadech vést k zavaznym infekcim u lidi po kousnuti, poSkrabani, oliznuti psem
nebo kockou, ale dokonce i blizkym kontaktem se zvifaty. Od roku svého objevu bylo
v literatuie hlaSeno vice nez 480 ptipadu infekci, zejména septikémie, vyvolané C. canimorsus,

s mirou umrtnosti 26 % (Butler, 2015).

2.1 Vyskyt

Vysetfeni oralni flory pst pro C. canimorsus poprvé provedl v roce 1978 W. E. Bailie
a zjistil, ze 4 z 50 (8 %) pst byli pfenaseCem patogenu. O 20 let pozdéji P. Blanche izoloval
bakterii z 26 % testovanych pst a 18 % kocek (Gaastra, 2010). Prevalence C. canimorsus u psa
a kocek stanovend souCasnymi studiemi je o néco vyssi nez ta, kterd byla popsana dtive, kde
byla pro identifikaci pouZita metoda bakterialni izolace. Tak, naptiklad, 1ze stanovit pfitomnost
bakterii metodou vyuzivajici detekci DNA pomoci testovani 16S rRNA genu pomoci PCR.
Capnocytophaga canimorsus byl detekovan u 74 % psi a 57 % kocek. Prevalence stanovena
v této studii byla vyssi nez prevalence ptredchozich zprav, pravdépodobné proto, ze detekce
PCR je citlivéjsi nez izolace bakterii (Suzuki, 2010). A byla podobna té, ktera byla pozdéji
hlaSena pro jiny region Japonska (69,7 % u pst a 54,8 % u kocek) (Umeda, 2014).

Existuji urcité znalosti o pravdépodobnosti vyskytu C. canimorsus v zéavislosti na véku,
zdravi a zivotnim stylu psti. Byly odebrany vzorky zubniho plaku od 131 jedinct a po kultivaci,
fyziologickych 1 molekuldrnich testech statistickd analyza ukazala, Ze samci, kastrovani psi,

jedinci starsi nez 6 méesicti maji vétsi pravdépodobnost hostit tuto bakterii. Plemeno také bylo
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statisticky vyznamnym prediktorem, pfiCemz mensi plemena pravdépodobnéji piendseji
potencialni patogen (Dilegge, 2011).

V jedné zpravé byla popséna izolace C. canimorsus z ovci, skotd, kont, kralik
(25-30 % testovanych zvirat) (Westwell, 1989), ale nikdy nebyl u€inén Zadny pokus toto

pozorovani potvrdit.

2.2 Prenos

Capnocytophaga canimorsus je pivodcem zoonotickych onemocnéni, coz znamena,
ze infekce jsou pfirozené prenosné mezi zvifaty a lidmi. Primarni zpiisob pienosu je spojeny
s kousnutim psa a kocky, a to v 54 % ptipadl. Nejcastéji misto trazu je na koncetinach, v oblasti
hlavy, na trupu (v sestupném potadi podle vyskytu). Ackoli z rany lze izolovat bakterie témct
vzdy, Sance se nakazit po kousnuti psem neni tak velka (3-20 %), ale je vétsi nez po kousnuti
kockou. Hluboké, ostré vpichy s relativné malym poskozenim tkdné utvofené kousnutim
kockou pravdépodobné vytvareji méné ptiznivé podminky pro rist bakterie nez vétsi povrchové
rany s velkym mnozstvim poSkozené tkané zpisobené kousnutim psem (Gaastra, 2010).

Dalsi zptisoby, jak se Clovék mize nakazit od psi a kocek, jsou poskrabani (8,5 %
pfipadl), blizky kontakt se zvifaty (27 % piipadi) a olizovani lidskych ran (Edlukudige
Keshava, 2020).

2.3 Patogeneze C. canimorsus

Bylo dosazeno pokroku v porozuméni mechanismu patogenity bakterii C. canimorsus.
Tyto mechanismy lze rozdélit do ¢tyt oblasti: (1) C. canimorsus nevyvolaji vrozenou imunitni
odpovéd’, ktera je zaloZzena na rezistenci vici lyze zprostiedkovand komplementem
a fagocytoze; (2) neschopnost Toll-like receptoru 4 (TLR4) reagovat s bakterii aktivaci
prozanétlivého cytokinu interleukinu-6, chemokiny (napf. interleukinu-8) a oxidu dusnatého;
(3) ptitomnost na povrchu buiiky enzymu sialidazy, ktery umoznuje $tépit glykosidickou vazbu
glykoproteint hostitelskych bunck, v€etné imunoglobulinu G (IgG), coz vede k rustu bakterii
a persistenci v zivém organismu; a (4) upraveny lipid A, zodpovédny za toxicitu
gramnegativnich bakterii, ktery se spojuje s myeloidnim diferenciaénim faktorem 2 (MD-2)

(Janda, 2015).
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2.4 Infekce

2.4.1 Infekce u zvirat

Capnocytophaga canimorsus ziidka zpusobuje pfiznaky onemocnéni u zvifat. Jsou
znamy pouze dva zdokumentované ptipady, ve kterych jiné druhy, nez ¢loveék méli infekei
zpusobenou touto bakterii.

V 2004 byl hlasen ptipad utoku na dvouletého zdravého domaciho kralika, ktery byl
kousnut psem do hlavy. Kralik utrpél relativn¢ hlubokd zranéni, ale veterinarni péce byla
aplikovana az po 2 dnech, kdy doslo ke vzniku otoku a naslednému abscesu v poranéné oblasti
(Obrazek 6). Kralik byl klinicky vySetfen a izolovand kultura byla identifikovana jako
C. canimorsus (Van Duijkeren, 2000).

V druhém ptipadé€ byl C. canimorsus izolovan z infikované rany u psa. Pes nemél zadnou
bakteriémii, ale C. canimorsus mohl byt zrany izolovan jest¢ 2 dny po primarni izolaci

(Meyers, 2008).

Obrazek 6 — Kralik s infekci C. canimorsus po kousnuti psa do hlavy (Gaastra, 2010)

Je zajimavé, ze 1 kdyz jsou rany po kousnuti psem bézné u mnoha druhi zvitat, zejména
u psi a kocek, prakticky neexistuji zdokumentované piipady infekce rany zplsobené
C. canimorsus u zvitat. Je n¢kolik moznych vysvétleni. Za prvé C. canimorsus mize byt
prehlédnut pii obecné kultivaci kvili jeho naroénému chovani a pomalému ristu. Infekce
souvisejici s kousnutim psem jsou Casto polymikrobidlni a C. canimorsus muze byt tézko

rozpoznavan v pritomnosti jinych mikroorganismil. Proto je mozné, ze infekce C. canimorsus
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je nedostatecné¢ diagnostikovana a jsou ve skuteCnosti Castéjs$i u zvifat s rinami po kousnuti
psem nebo kockou. Na druhou stranu mize byt clovék lepSim hostitelem pro tuto bakterii

(Gaastra, 2010).

2.4.2 Lidské infekce a klinické priznaky

Inkubacni doba od kousnuti do nastupu systémovych ptiznaku je ptiblizné€ 5 dni. Doba
mezi kousnutim a vyhleddnim lékaiské pomoci je v priméru 7 dni (Le Moal, 2003). Pacienti,
kteti dorazi na pohotovost do 8-12 hodin po kousnuti psem, mohou mit lokalni 1éze bez
vyznamnych znamek zanétu. V pozd¢jSich stadiich miize mit infekce ptiznaky od mirného
onemocnéni podobné chiipce do akutniho hnisavého zénétu hlubokych podkoznich tkéni
a nékdy svalu, bolesti v misté poranéni, hnisavého vytoku, lymfangitidy (zdnét lymfatickych
cév) a lymfadenopatii (zvétSeni uzlin). Nej€astéjsim klinickym projevem infekce zpiisobené
C. canimorsus je septikemie. Pocatecni ptiznaky septikemie jsou horecka (78 % pacientit),
zimnice (46 %), myalgie (bolesti svalstva; 31 %), zvraceni (31 %), prijem (26 %), bolesti biicha
(26 %), malatnost (26 %), dusnost (23 %), duSevni zmatek (23 %) a bolesti hlavy (18 %)
(Pers, 1996). U imunokompromitovanych pacienti, jejichz ptirozené obranné mechanismy jsou
naruseny, se zavaznou sepsi se muze objevit fulminantni pribéh infekce, ktery je spojen
s purpurou nebo petechii, diseminovanou intravaskularni koagulaci (DIC), hemolyticko-
uremickym syndromem (HUS) a trombotickou trombocytopenickou purpurou (TTP)
(Mulder, 2001). Purpura je mnohocetné teckovité krvaceni do klize, sliznic ¢i vnitinich organi.
DIC oznacuje nadmérnou aktivaci kaskady koagulace v krevnim ob¢hu. Jejimi hlavnimi
projevy jsou pocetné mikrotromby omezujici krevni zasobeni. Mikrovaskularni tromby mohou
vést k periferni gangréné hornich a dolnich koncetin €asto vedouci k amputaci. Také bylo
prokéazano krvaceni do nadledvin charakteristické pro Waterhouse — Friderichsenliv syndrom
u nékolika pacient (Macrea, 2008).

Podle tabulky, kterd zndzoruje zadokumentované klinické projevy infekce
C. canimorsus v letech 1990-2014 (Tabulka 3), druhym nejcastéjSim projevem byla
meningitida (32 ptipadd). Lisi se od pfipadl sepse tim, ze vykazuji niz§i miru Gmrtnosti
a demograficky vyss$im stifednim vékem pacientti (64 proti 54). Kromé¢ toho, inkubac¢ni doba po
kousnuti psem nebo jiné expozici nemoci byla delsi (primérné 7 dni) ve srovnani s pacienty se
sepsi (pramerné 3 dny) (Butler, 2015).

Endokarditida, coz je zanét wvnitintho povrchu srdce neboli endokardu, byla
identifikovand méné cCasto, jenom u 12 pacienti, v¢etné jednoho s hepatitidou C. Ackoli

u vétsiny pacientli onemocnéni byla hlaSena po kousnuti, jenom u 5 doslo k vyraznym infekcim
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ran vyvolanym organismem izolovanym z kultury rany. Nekteré rany po kousnuti vSak
vykazovaly tézkou nekrézu. O¢ni infekce byly rovnéz vzacné a vyskytovaly se pouze v Sesti
ptipadech. Dva byli veterinafi, ktefi manipulovali se zvifecimi zuby; jeden m¢l endoftalmitidu
(akutni zanét vSech nitroo¢nich tkani a struktur); jeden byl pacient, ktery podstoupil odstranéni
katarakty; jedna infekce vedla k chirurgickému odstranéni o¢niho bulbu a jedna vedla

k odchlipeni sitnice a uplné ztraté zraku, a to po kousnuti kockou (Butler, 2015).

Tabulka 3 — Zadokumentované klinické projevy infekce C. canimorsus v letech 1990-2014 (Butler, 2015)

Klinické projevy infekce Pocet pacient
Sepse 222
Purpura nebo petechie 25
DIC 31
Septicky sok 30
Gangréna nebo amputace koncetin 18
Bfi$ni potize s bolesti, roztazenim, prijmem nebo 78
nutnosti laparotomie
Infarkt myokardu 3
Meningitida 32
Endokarditida 12
Infekce ran >
Oc¢ni infekce 6
Jiné >
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V Ceské republice jsou hlaseny dva ptipady invazivni infekce zptisobené C. canimorsus.
Prvni se projevila jako tézkd sepse u Zeny se splenektomii. Druhy pacient mé¢l zédvaznou

hnisavou meningitidu (Prasil, 2020).
2.5 Rizikové skupiny

Riziko nakazit se C. canimorsus pro béZnou populaci je pfili§ nizké. VSak existuje n€kolik
skupin, které jsou vystaveny vyssimu riziku infekce touto bakterii. Mezi zvlast¢ ohrozené patii
veterindfi, chovatelé a majitelé zvirat. Prazkum veterindii v Americe ukazal, ze z 995
respondentll 64,4 % utrpélo zavazné zranéni. Ve své kariéte bylo 92 % veterinaii kousnuto
psem, 81 % koc€kou a 72 % poskrabano kockou. Ptesto je jenom nékolik hlaseni o osobach
v této rizikové skupin€ infikovanych C. canimorsus: pracovnik obchodu se zvitaty, tfi
veterinafi, zaméstnanec utulku pro zvitata, pracovnik chovatelské stanice. Ve dvou ptipadech
nebyli veterinafi infikovani kousnutim nebo poskrabanim, ale zlomeninou zubu pii manualni
extrakci, ktera zasahla veterinare do oka (Gaastra, 2010).

Capnocytophaga canimorsus je oportunni patogen, ktery je schopny byt patogenem jen
tehdy, kdyz jsou obranné mechanismy poskozeny (poranéni klze, sliznic, po Iékatskych
zakrocich, porucha fyziologickych déji) a je sniZzend imunita. 60 % lidi nakaZenych timto
organismem maji predisponujici podminky. Az 40 % ptipadi se vSak vyskytuje u diive
zdravych dospélych (Le Moal, 2003). Pacienti po splenektomii (33 %), po operacni vyjmuti
sleziny, tvoii vysoce rizikovou skupinu s 30 — 60krat vyssim rizikem fatalni septikemie. Casto,
jiz do 24 hodin od projevu ptiznakli, mohou se postsplenektomické infekce vést k rychle
zhorSujicimu klinickému pribéhu, ktery dal miiZze postupovat do selhani vice orgédnovych
systému a smrti (Band, 2011).

Dalsimi predisponujicimi faktory infekce jsou onemocnéni jater zplisobend zneuzivanim
alkoholu (24 % ptipadl) (Galles, 2020). Kdyz byli pacienti se sepsi zpiisobenou C. canimorsus
s intaktni slezinou a bez alkoholismu porovnani s pacienty se splenektomii nebo jinymi
pfi¢inami hyposplenismu (slezina je sice anatomicky pfitomna, neplni vSak adekvatné svoje
funkce), byli pacienti s intaktni slezinou vyznamné starSi, 60 let proti 47,7. Stfedni vek
pacientti-alkoholikii byl 54 roki. Podle vékovych trenda lze navrhnout, ze uinky uzivani
alkoholu se projevuji s ¢asem a Ze rezidudlni funkce neporusené sleziny pomdha chrénit
¢lovéka pred onemocnénim zpisobenym C. canimorsus tim, ze nemoc odlozi na pokrocilejsi
vek (Butler, 2015).

Neutropenie, chronické plicni onemocnéni a hematologickd malignita byly také

povazovany za predisponujici podminky. Zneuzivani alkoholu, anatomickd nebo funkéni
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asplenie, hemochromatéza (nadmérné ukladanim zeleza do tkéni) a koufeni vedou k absorpci
dvojnasobného mnozstvi zeleza (Gaastra, 2010). Vysvétlenim, proc¢ tyto podminky tvofi riziko
infekce C. canimorsus, mize byt, ze dvojnasobné zvyseni hodnot Zeleza v séru mnohem lépe

podporuje rust bakterie C. canimorsus (Weinberg, 2000).
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3 Diagnostika

Rychla diagnostika a vhodna 1é¢ba je u bakterialni sepse nezbytna kviili rostoucimu riziku
umrti kazdou hodinu bez vhodné antibiotické 1é¢by. Capnocytophaga canimorsus je pomalu
rostouci, narony gramnegativni bacil, ktery je obtizné izolovat a identifikovat. Napftiklad,
pouze jedna tfetina (32 % ze 60 izolati) vSech izolath predanych do laboratofi mikrobidlnich
chorob v Kalifornii byla podana se spravnou identifikaci druhu. Mnoho kment bylo piijato
bud’ jako neidentifikovana gramnegativni ty¢ nebo jako "neznama identifikace" (55 %).
V nékterych piipadech (= 13 %) byly kmeny ptedlozeny s nespravnou identifikaci, jako
Streptobacillus spp., Haemophilus spp., Legionella spp. Diivody nespravného ozna¢eni mohou
zahrnovat nedostatecnou znalost organismu, nedostatek vhodnych biochemickych testii nebo
pouziti metod identifikace, které nejsou urceny pro identifikaci mikroorganismi s naro¢nym
rustem (Janda, 2006).

Diagnoéza C. canimorsus se obvykle provadi na zaklad¢ bakterialni kultivace krve (88 %
ptipadi), télnich tekutin (mozkomisni mok, 7 %) nebo méné €asto z rany po kousnuti (Gaastra,
2010). Mezi metody identifikace C. canimorsus patii kultivace a nasledna biochemicka
analyza, hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci pomoci matice (MALDI-
TOF) nebo amplifikace genu 16S rRNA. Uéinnost prokézala také identifikace a kvantifikace
domnélych parodontopatogennich bakterii, vcéetn¢ druhtt Capnocytophaga, komercné

dostupnymi metodami zaloZzenymi na rychlé PCR (napt. Micro-IDent a micro-IDent Plus).

3.1 Kultivace

Tento mikroorganismus je povazovan za obtizné kultivovatelny kviili jeho specifickym
pozadavkim na ziviny a podminky kultivace. Kromé toho jsou vzorky rény casto
kontaminovany normalni kozni florou, kterd snadno zastavi rlst naro¢nych druhi.
C. canimorsus vyzaduje pro rist velka mnozstvi exogenniho Zeleza. Roste pomalu na krevnim
a ¢okoladovém agaru v 5-10 % CO2. Média musi byt inkubovana pii 37 °C po dobu nejméné
5 dnt. Po 24 hodinach jsou kolonie vétSinou ptili§ malé, aby byly viditelné. Tradicné Ize tyto
bakterie diagnostikovat na zakladé¢ morfologie jejich kolonii a fenotypovych testi az po
48-72 hodinach inkubace. Kolonie jsou malé (cca 1-2 mm), povrch je hladky a leskly s nizkym
konvexnim vyvySenim a prstovitymi vybézky. Capnocytophaga canimorsus nevykazuje
hemolytickou aktivitu, ale vykazuje klouzavy pohyb na agaru. Ackoli se barva kolonii mize

lisit od rizové po Zlutou, jsou kolonie vSech izolati po seskrabnuti z agarové plotny zluté.
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Charakteristické je také Gramovo barveni, které ukazuje tenkou a Stihlou Gram negativni ty¢
s fusiformnim vzhledem (Gaastra, 2010).

Bylo zjiSténo, Ze krevni agar z koniské krve 1épe podporuje rist C. canimorsus nez krevni
agar z ovCi krve nebo Cokolddovy agar (Pers, 1996). Nicméné¢ mikroorganismus neroste
na agaru MacConkey. V posledni dob¢ jako riistové médium byl optimalizovan (Heart Infusion
agar Difco s 5% ov¢i krve) a kolonie 1ze pozorovat jiz za 2 dny pfi teploté 37 °C v 5 % CO2

(Mally, 2008).

3.2 Biochemické vySetreni

Vysetieni pomoci biochemickych testti je obtizné kviili pomalému rlstu organismu a tim,
ze biochemické vlastnosti jednotlivych druht Capnocytophaga jsou pfili§ podobné. Hlavni
odlisnost spociva v tom, ze C. canimorsus spolu s C. cynodegmi je kataldza a oxidaza pozitivni.
Dale mikroorganismus vykazuje pozitivni vysledek na ONPG (orto-Nitrofenyl-f-galaktozid),
arginin dihydroldzu, eskulin a negativni na uredzu, lysin, zelatinu, dusi¢nany, indol, ornitin
a DNazu cili deoxyribonukledzu. Capnocytophaga canimorsus muze jako fermentovatelné
substraty a zdroj energie pouzivat rizné sacharidy, jako je glukoza, laktoza, maltdza, manoza,

ale nefermentuje sachardzu, rafindzu, xyldzu, fruktdézu a manitol (Suzuki, 2018).

3.3 Identifikace C. canimorsus tradi¢énimi metodami

Jak je popsano vySe, identifikace hlavné spociva v morfologii kolonii a ve dvou
biochemickych testech (oxiddza a kataldza). Tyto metody jsou levné a nejsou pfili§
sofistikované, ale poméhaly mikrobiologiim diagnostikovat C. canimorsus mnoho let. Toto
diagnostické paradigma obecné funguje dobfe pro rychlé rostouci bakterie (druhy
Staphylococcus, Streptococcus a Pseudomonas) a dokéaze identifikovat nejbézngjsi a klinicky
vyznamné bakterie na urovni druhii. Podrobnéjsi identifikace naro¢nych bakterii, jako je
Capnocytophaga, vyzaduje dalsi metody anebo rozsifeni rozsahu biochemickych testl
(Zangenah, 2016).

Na zaklad¢é gramové barveni, negativnich oxidazovych a kataldzovych testl 1ze rozlisit
druhy Capnocytophaga spojené s kousnutim zvifat od lidskych druhit Caprocytophaga.
K rozliseni C. canimorsus od C. cynodegmi lze pouzit testy na sachardzu a rafindzu (Zangenah,
2016). Nicméng¢ takova tradi¢ni bakteriologicka metoda je povazovana za neptesnou, pomalou

a nespolehlivou v klinickém kontextu, a proto jsou pro klinickou identifikaci relevantni

moderni mikrobiologické metody.
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3.4 Molekularni identifikace pomoci 16S rRNA PCR

Tradi¢ni bakteridlni identifikace Capnocytophaga spp. byla stanovena pomoci Siroké
Skaly fenotypovych charakteristik. Mikroorganismy byly zatazeny do skupin na zakladé
morfologickych znaki (makro- a mikroskopickych, vcetné charakteristik barveni)
a fyziologickych vlastnosti, jako jsou pozadavky na vyzivu, podminky rtstu (kyslik, teplota
a inhibi¢ni produkty), produkty fermentace a schopnost tvofit spory. Tyto fenotypové znaky
sdili mnoho druhti, a proto jsou nespecifické. Lisi se v zavislosti na kulturnich podminkéach
a/nebo véku kolonialni kultury. Tohle tvoii zaklad klasifikace jen pro bakteridlni rody.
Pfistupnost a snadné pouziti bakteridlni genetické informace nastartovalo novou éru
v bakterialni identifikaci a systematice. Hlavni prilom v urcovani evoluce a fylogeneze
prokaryot pfiSel se zavedenim technik sekvencovani rRNA (Ciantar, 2005).

16S rRNA je RNA, ktera se sklada ze 1542 nukleotidli a tvoii slozku mensi 30S
podjednotky ribozomu prokaryot. Gen obsahuje oblasti, které jsou velmi konzervované mezi
ruznymi druhy bakterii, stejn¢ jako oblasti, které jsou promeénlivé a charakteristické pro kazdy
bakteridlni rod. Vzhledem ke své konzervativni povaze a snadné manipulaci je pouZzivan
k zajisténi presné identifikace klinickych bakteridlnich izolatd. Amplifikace genu
16S rRNA pomoci polymerazové etézové reakce (PCR) umoziuje ziskat velké mnozstvi kopii
tohoto genu. Stépeni amplikonti genu 16S rRNA generovanych pomoci PCR restrikénim
enzymem vede k diferenciaci polymorfismem délky restrikénich fragmentii. Déle se pro
analyzu produktii PCR pouziva elektroforéza v agarozovém gelu (Obrazek 7). Definitivni
identifikace klinickych izolata je dosazena porovnanim sekvenovanych genii 16S rRNA s geny
dostupnymi v databazich (Ciantar, 2005).

Nékolik studii ukazalo, ze PCR je citlivd metoda, kterd nezavisi na pfitomnosti
zivotaschopnych mikroorganismi, coz je velkou vyhodou v situaci, kdy byl pacient pfedem
1é¢en antibiotiky (Saravolatz, 2003). Také v jedné zpravé PCR diagnostika pomohla detekovat
DNA C. canimorsus u 39 z 53 psii, coz svéd¢i o ucinnosti této metody (Van Dam, 2009).
Vyznam technologie PCR je zvlasté vysoky v ptipadech, kdy se jedna o pomalu rostouci nebo
naro¢né organismy (jako je Capnocytophaga spp.) nebo at’ uz mél pacient pfedchozi expozici

antibiotikiim, a proto komeréni PCR testy jsou stale vice dostupné. (Hansen, 2019).
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Obréazek 7 — 168 rRNA PCR-RFLP analyza kmenii typu ATCC druhii Capnocytophaga s restrikcni
endonukleazou Cfol. MM, marker molekulové hmotnosti; Cg, C. gingivalis; Co, C. ochracea; Cs, C. sputigena;
Cgr, C. granulosa; Ch, C. haemolytica; Ccn, C. canimorsus (Ciantar, 2005)

3.5 MALDI-TOF

Pouziti hmotnostni spektrometrie k charakterizaci bakterii bylo poprvé navrzeno v roce
1975, kdy bylo pozorovéno, ze malé¢ molekuly z lyofilizovanych bakterii produkuji odlisna
spektra pro rizné bakterialni rody a druhy. Lyofilizace je tedy metoda suseni vlhkych materialti
(napf. suseni mrazem), ktera se vyuziva v biotechnickém primyslu pro suseni bakterii ¢i bun¢k.
Neporusené proteiny vSak mohly byt analyzovany az po vzniknuti takzvanych technik mékké
ionizace, jako je hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s priletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS = Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight Mass Spectrometry). Zatimco poc¢atecni studie pied analyzou pomoci MALDI-
TOF MS pouzivaly techniky bunécné extrakce, pozd¢;si studie ukézaly, Ze 1ze analyzovat celé
bakterialni buiiky. Od té doby stile roste pocet studii prokazujicich, Ze MALDI-TOF MS
produkuje charakteristickd a reprodukovatelna spektra, kterda lze pouzit k diferenciaci
mikroorganismu na trovni rodu a druhu. S vyvojem snadno pouzitelnych komeréné dostupnych
systémt se identifikace organismit metodou MALDI-TOF MS stala standardem praxe v mnoha

klinickych mikrobiologickych laboratofich po celém svéteé (Bourassa, 2015).
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3.5.1 MALDI-TOF: Principy a procesy

Nejjednodussi aplikaci MALDI-TOF MS k identifikaci mikroorganisma je analyza
neposkozenych mikrobidlnich bun€k bez rozsahlé ptipravy (Obrazek 8). Testovani za€ina
aplikaci Cerstvé vypéstované bakteridlni nebo kvasinkové kolonie z kultivaéni misky piimo
na cilovou desticku pomoci dfevéné tyCinky, paratka nebo sterilni klicky. K analyze je obvykle
zapotfebi koncentrace 10* az 10° KIT (jednotek tvoficich kolonie) testovaného
mikroorganismu. Ten je poté piekryt roztokem matrice sloZenym z malych rozpustnych
kyselych molekul. Mezi bézné pouzivané matricové roztoky patii kyselina o-kyano-4-
hydroxycinnamova (HCCA nebo CHCA) a kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DBA). Jak
matrice zasychd, mikroorganismus a matrice spolecné krystalizuji a mikroorganismus se do
matrice uklada. U vétSiny intaktnich bakteriich dojde ke osmotické 1yze (prasknuti buiiky) pod
vlivem vody, organického rozpoustédla nebo silné kyseliny v roztoku matrice. Po vysuSeni
matrice a mikrobidlniho vzorku se cilova desti¢ka vlozi do ioniza¢ni komory pfistroje MALDI-
TOF MS. Dusikovy laser dodava kazdému vzorku kratké pulsy energie, coz vede k sublimaci
matrice a mikrobidlniho vzorku z pevné faze do plynné faze s vyslednou ionizaci vzorku.
Ionizované molekuly jsou urychlovany elektrickym nabojem a putuji vakuovou trubici smérem
k detektoru. Jak se pohybuji, ionizované molekuly se oddéluji na zaklad¢ jejich poméru
hmotnosti k naboji (tj. m/z). Hmotnostni analyzator pfistroje presn¢ méii Cas, ktery kazdy iont
potiebuje k dosaZeni detektoru, a zaznamenava cas letu (TOF) pro generovani hmotnostniho
spektra. MALDI-TOF MS detekuje proteiny, a to pfevazné ribozomalni a cytosolické. Jelikoz
se slozeni proteinti 1is§i v rdznych rodech a druzich bakterii, vytvari se jedinecnd spektra.
Spektrum musi byt poté porovnano s databazi referen¢nich spekter k identifikaci nezndmého
mikroorganismu. Cely proces je extrémné rychly a obvykle trvd méné nez 60 sekund od doby

laserové pulzace po dokonceni dotazovani databaze (Bourassa, 2015).
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Obrazek 8 — Princip MALDI-TOF MS pro mikrobialni identifikaci (Bourassa, 2015)

3.5.2 U¢innost MALDI-TOF p¥i identifikace C. canimorsus a C. cynodegmi

U¢innost MALDI-TOF pti identifikaci C. canimorsus a C. cynodegmi testoval Zangenah
a kol. (2012) pomoci klinickych izolath ze vzorkt krve a ran, které byly odebrany v letech
2007-2011. Do studie bylo zahrnuto celkem 22 kmenii C. canimorsus nebo C. cynodegmi. Osm
krevnich izolatli a 14 izolatd z rany bylo identifikovano na zéklad¢ hrubé morfologie, Gramova
barveni a fenotypovych testi (oxiddzovych a kataldzovych). VSechny kmeny byly
identifikovany jako C. canimorsus/cynodegmi sekvenovanim 16S rRNA (95-99% homologie
sekvence). Standartni metoda molekuldrniho sekvenovani nemohla rozliSovat mezi poddruhem
C. canimorsus a C. cynodegmi, a proto byl jako referencni metoda (metoda, ktera je podrobné
popsana a ovéiena) pouzit protokol PCR vyuzivajici druhové specifické primery. Druhoveé
specificka PCR odhalila, Ze vétSina izolati z krve byl C. canimorsus (6/8) azrany C. cynodegmi
(13/14). VITEK2 byl dal$i metodou identifikace bakterii a spravné identifikoval jenom 10/20
izolati. VITEK2 je fenotypovy systém zaloZzeny na chemickych a fermentacnich testech.
Protoze je znamo, ze C. canimorsus a C. cynodegmi vykazuji pii té€chto testech nizkou

reaktivitu, algoritmus VITEK2 umozioval identifikaci izolati pouze na Grovni rodu.
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4 Terapie a prevence

Ackoli je Capnocytophaga povazovana za oportunni patogen u neutropenickych
hostiteld, protoze naruseni imunitni odpovédi se shoduje se schopnosti této bakterii uniknout
imunitni reakci, existuji pfipady, kdy byl patogen identifikovdn u normalniho hostitele.
U imunokompromitovanych pacientli méla vétSina podstatnou ordlni patologii a bakteriémii.
Naproti tomu u imunokompetentnich hostitelt byl Capnocytophaga izolovan z riznych mist,
obvykle pii polymikrobialni infekci. Vzhledem k tomu, neexistuje jediny konsenzus o volbé
antibiotik a délce 1écby (Jolivet-Gougeon, 2007). Okamzitd péce o ranu, jako je omyvani,
dezinfekce a pfevazovani rany, je piinejmensim stejné dilezitd jako antibiotickd 1écba pro

prevenci infekce (Stefanopoulos, 2005).

4.1 Citlivost na dezinfek¢ni prostredky

Ustni dutina, a zejména zubni plak, je hlavnim mistem vyskytu bakterii rodu
preventivni terapie (Idate, 2020). Profylakticky protokol pro pacienty rizikovych skupin by mél
zahrnovat dobrou Ustni hygienu vedouci ke snizeni hladiny plaku. M¢la by byt doporucena
ochrana pacientli s rizikovymi faktory a novorozenci pifed infekcemi nebo zranénimi
zpusobenymi domdcimi zvifaty (Rosenman, 2003). Vysledky tykajici se citlivosti rodu
Capnocytophaga k antiseptickym pfipravkiim nejsou dobfe znimy. Ustni vody obsahujici
chlorhexidin jsou nejpouzivanéjsi a testované a lze je doporucit pro imunokompromitované
pacienty s onemocnénim parodontu. K dispozici jsou rizné koncentrace a formulace; nicméné
koncentrace chlorhexidinu v tomto typu produktu je ¢asto nedostatecna k zajisténi jeho aktivity,
protoze pomocné latky hraji zadsadni roli v modulaci aktivity chlorhexidinu (Jolivet-Gougeon,
2007). Tak pouziti 1% roztoku jodovaného jodu (komplex jodu a polyvinylpyrrolidonu)
a lokalni aplikace antibiotik pod dohledem oralni hygieny zlepsila stav dasni u pacientt

s chronickou neutropenii (Okada, 2001).

4.2 Citlivost na antimikrobialni latky

Vétsina studii tykajicich se citlivosti Capnocytophaga k antimikrobidlnim latkam byla
publikovana pted rokem 2000, ale klinické zpravy poslednich let o infekcich Caprnocytophaga
vyuzivajici ptedchozi udaje zdaraznuji dalezitost dobie zvolené empirické terapie (Jolivet-

Gougeon, 2007).
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V literatute se k testovani antimikrobialni citlivosti nejéastéji pouziva diskova diftzni
metoda, dilu¢ni metody a E-test. Studie antimikrobialni citlivosti in vitro (v kontrolovaném
prostfedi mimo Zivou buiiku nebo organismus) jsou obtizné a takové vysledky se 1i$i v zavislosti
na pouzitych specifikacich nebo rozdilech v testovanych kmenech, zejména s vankomycinem,
metronidazolem a aminoglykosidy. Testovani citlivosti rodu Capnocytophaga in vitro je
komplikovano 1 jejich relativné pomalym riistem a nutnosti narocnych ristovych pozadavka

(Piau, 2013).

4.2.1 U&inna antibiotika

Antibiotikem prvni volby pfi infekci C. canimorsus je penicilin G, 1 kdyZ byla rezistence
prokézana u nékolika izolatd. Citlivost byla prokdzana pomoci dilu¢ni a difuzni metody také na
imipenem, klindamycin, chloramfenikol, cefalosporiny III. generace, fluorochinolony,
erythromycin, doxycyklin a metronidazol (Mendes, 2020). Vysledky ohledné citlivosti na
rifampicin, vankomycin, aminoglykosidy, moxalaktam se li$i. Minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) vankomycinu se pohubuje v rozmezi od <0,20 pg/ml do 50 pg/ml a od 8 pg/ml do 128
pg/ml. Pro tyto variace nebylo navrzeno zadné vysvétleni (Piau, 2013). Rutinni profylaxe
amoxicilinem-kyselinou klavulanovou byla navrZzena pro vSechny imunokompromitované
pacienty a v piipadech pozorovanych do 8 hodin po stfedné tézkych az trznych ranach nebo pfi
postiZeni kosti a kloubti (Gaastra, 2010). RozSifeni kment produkujicich B-laktamazy omezuje
pouziti B-laktamil jako 1é¢by prvni volby, coz je zakladem nutnosti testovat in vitro citlivost
klinickych kmenti (Sixou, 2006). Nicméné dosud nebyl hlasen zadny kmen C. canimorsus

produkujici B-laktamazu (Le Moal, 2003).

4.2.2 Neucinna antibiotika

Polymyxin, fosfomycin, trimethoprim/sulfamethoxazol, colimycin a aminoglykosidy

nejsou proti této bakterii i€¢inné (Tanabe, 2019).

4.3 Prevence infekci Capnocytophaga po kousnuti
Az 20 % zvitecich kousnuti miize byt zdrojem infekce, nejcastéji polymikrobialni
infekce. Obecn¢ rana obsahuje pét typa bakteridlnich izolat, pricemz ve vice nez poloviné

piipadi je to smés aerobnich a anaerobnich bakterii. Zahajeni postexpozicni profylaxe je

kontroverzni, ale pouZziva se za jistych okolnosti, v€etné stfedn¢ tézkych az tézkych kousnuti.
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Pti 1é¢b¢ antibiotiky je dulezité okamzité vycCisténi rany a odstranéni poranénych
tkdni (Piau, 2013). Ackoli je systémové podavani antimikrobialnich latek u zdravych osob
sporné, tém, kterym byla slezina odstranéna, by méla byt po kousnuti psem nebo v piipade
oteviené rany, ktera pfichazela do styku se slinami psa, podana profylakticka antibiotika proti
tomuto mikroorganismu. V nékterych zemich je po kousnuti psem doporucovana systémova
antibioticka 1écba vSem osobam (nejen imunokompromitovanym pacientim) (Gaastra, 2010).
Pokyny spolecnosti Infectious Diseases Society of America (IDSA) doporucuji pouziti
amoxicilinu/kyseliny klavulanové u pacientt, ktefi nejsou alergicti na peniciliny, k prevenci
infekei zpiisobenych Streptococcus, Pasteurella, meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

a anaeroby (Piau, 2013).

4.4 Lécba domacich zvirat

Zdravi psi a koCky by neméli byt testovani na C. canimorsus. Ocekava se, ze vétSina
domacich mazlicki budou pozitivni. Pfesto je pifenos bakterii rodu Capnocytophaga
z domaciho mazlicka na ¢lovéka v domécnosti velmi nepravdépodobny, predevsim pokud jsou
dodrzovana prislusna opatieni. Neni jasné, jakého pokroku bude dosazeno v 1é¢bé psi, protoze
oSetfeny pes muze byt snadno znovu kolonizovan C. canimorsus po kontaktu s jinymi psy.
Neexistuji zddné zpravy o psech, kteti byli testovani nékolikrat za urcité obdobi. Neni tedy
znamo, zda negativni pes zlstane negativni po cely svijj Zivot, nebo zda pozitivni pes bude mit

ptisté vzdy pozitivni vysledek (Gaastra, 2010).

4.5 Terapie

Druhy rodu Capnocytophaga jsou obvykle citlivé na mnoho antimikrobidlnich latek.
Protoze nckteré kmeny produkuji B-laktamazu, 1ékem pro parenteralni terapii je kombinace
penicilin/ B-laktamaza nebo cefalosporin s rozsifenym spektrem. Uzite¢né mohou byt
amoxicilin, ampicilin-klavulanat, piperacilin/tazobaktam, ceftriaxon, cefepim nebo ceftazidim.
Pro peroralni terapii mirnéjSich infekci Ize pouzit klindamycin, doxycyklin nebo
fluorochinolony. Karbapenemy mohou byt indikovany u smiSenych infekei mekkych tkéni
s odolnéjSimi organismy nez kapnocytofagy. Aminoglykosidy, antistafylokokové peniciliny,

kolistin a cefalosporiny prvni generace nejsou povazovany za ucinné (Janda, 2015).
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4.5.1 Terapie bakteriémie a endokarditidy

Lécba septikémie nebo endokarditidy zptisobené bakteriemi rodu Capnocytophaga je
zpocatku empirickd, protoze tyto organismy jsou pomalu rostouci bakterie. Vysledky citlivosti
jsou ¢asto k dispozici pfilis pozd¢€ u bakteriémie a antibiotikum by mélo byt navrzeno, jakmile
jsou pfimym vySetfenim pozorovany gramnegativni fusiformni bacily, zejména na
hemokulturach. VétSina pacientt je uspesné 1é¢ena Sirokospektrymi antibiotiky, protoze mnoho
kmeni je stale citlivych na vSechna antibiotika (Sandoe, 2004). U vysoce rizikovych pacienti
s neutropenii by méla byt 1écba peclivé zvazena na zdklad¢ spektra ucinnosti antibiotik
predepsanych proti bézn¢€ izolovanym gramnegativnim kmentim: v téchto pfipadech by méla
byt preferovana imipenem/clistatin, vzhledem k tomu, ze kmeny rodu Capnocytophaga jsou na
tuto kombinaci vzdy citlivé. Neexistuje vSak Zadna alternativa pro pacienty alergické na
peniciliny. Pokud jsou producenti B-laktamézy izolovani u imunokompetentnich hostiteld,
mély by byt predepsany kombinace inhibitord B-laktaméazy nebo klindamycin. Ve vSech
piipadech musi byt antibiotickd 1écba revidovana podle hodnot MIC (minimdlni inhibi¢ni

koncentrace), coz je moZné pouze po izolaci kmene (Jolivet-Gougeon, 2007).

4.5.2 Terapie systémovych infekci

Uvodni rezim 1é¢by pfi systémovych infekcich zavisi na misté rany, zavaznosti infekce
a charakteristikach pacientti. U¢innost 1é&by, pravdépodobné zahajena parenteralnim podanim
B-laktamového antibiotika, musi byt vzdy potvrzena po izolaci a testovani citlivosti
bakterialniho kmene in vitro. Mohou byt pouzity kombinace inhibitord [-laktamazy,
klindamycinu, linezolidu, tetracyklinu, chloramfenikolu, fluorochinoloni nebo rifampicinu.
Imipenem/cilastatin by mél byt podavan u komplikovanych infekci a u pacientl
s predisponujicimi faktory (pacienti s imunosupresi nebo asplenii, alkoholici) (Bonatti, 2003).

Mohou se objevit i1 jiné infekce hematogenniho ptivodu, jako je amnionitida (infekce
délohy, amniotického vaku, plodu) a nasledna kolonizace plodu rodem Capnocytophaga.
Matka a jeji novorozenec musi byt 1éCeny intravendzné po dobu alespon 1 tydne. V piipadech
infekci mocCovych cest, jako je pyonefréza (stav, kdy je ledvina naplnéna hnisem), nelze
kapnocytofagy izolovat z moc¢i standardnimi technikami, pouze z hnisu odebraného pfti operaci,
protoZze mohou byt pfitomny jiné abscesy, které musi byt nejprve chirurgicky vypustény.
Mohou byt také pfidana antibiotika, jako jsou fluorochinolony, amoxicilin/kyselina

klavulanova nebo klindamycin (Jolivet-Gougeon, 2007).
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Délka 1é¢by je kontroverzni, odhaduje se obvykle na nékolik tydnt. Prognéza infekce
C. canimorsus je Spatnd, s celkovou mortalitou 30 %. K prevenci systémovych infekci po
kousnuti se doporucuje mistni péfe a pouziti amoxicilinu/kyseliny klavulanové nebo

tetracyklinu (Wilson, 2016).

4.5.3 Infekce kosti nebo kloubu

Pii 1é¢bé infekci rodem Capnocytophaga lokalizovanych v kostech a kloubech je cilem
urcit jak antimikrobidlni 1écbu, tak zajistit dobrou difuzi tkané kosti a kloubt. U infekéni
artritidy jsou k dosazeni tohoto cile obvykle dostatecnd antibiotika odvozenéd od B-laktamu.
Délka 1écby akutni artritidy je obvykle 6 tydnti.

Fluorochinolony jsou Siroce pouzivany u infekéni osteoartrézy, Casto v kombinaci
s rifampicinem. Tato kombinace je povazovana za zlaty standard pro 1écbu stafylokokovych
infekci. Protoze vétSina kment Capnocytophaga je citliva, fluorochinolony by mohly byt
alternativni 1écbou prvni volby pro dokumentované citlivé kmeny Capnocytophaga u pacientti
s alergii na B-laktamy.

Klindamycin miZe byt také zajimavou alternativou pro 1é€bu kostnich infekci diky svému
dobrému pronikani do kloubti a zndmé aktivit¢ proti anaerobiim u rdznych infekci
Capnocytophaga, ale nedoporucuje se jako empiricka antibioticka terapie po kousnuti zvifetem
(zejména kockou) a pied mikrobidlni identifikaci kvili jeho nedostate¢né uc¢innosti u infekci
rodem Pasteurella (Piau, 2013).

Bez ohledu na antimikrobialni rezim, pokud neni dosaZeno rychlého zlepSeni, je tfeba
infekci kloubu 1é¢it chirurgickou drendzi nebo debridementem kloubu. Nekroza se mize vyvijet
rychle, proto by se operace neméla odkladat a byla provedena bud’ na poc¢atku, nebo po selhani

antibiotik (Hawkins, 2011).

4.5.4 Souhrn — pokyny pro lé¢bu infekci Capnocytophaga

V tabulce €. 4 jsou uvedena doporuceni pro 1é¢bu infekci Capnocytophaga zalozend na
zkuSenostech autorti, hlavnich literarnich ptehledech o volbé uspésné antibiotické 1écby

a nejnovejsich bakteriologickych dat zohlediujicich nové formy antimikrobialni rezistence.
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Tabulka 4 — Doporuceni pro léc¢bu infekci Capnocytophaga (Jolivet-Gougeon, 2007)

Infekce

Imunokompetentni
hostitel a/nebo mirné 1éze

Imunokompromitovany
hostitel, komplikované
infekce nebo predisponujici
faktory

Bakteriemie, endokarditida

Lécba prvni linie pro
Capnocytophaga neprodukujici

Parenteralni Sirokospektra
antibiotika, vCetné

Parenteralni Sirokospektra
antibiotika, véetné

B-laktamazu B-laktamt B-laktamt
KIBL
Imipenem/cilastatin
Capnocviophaea vrodukuiici KIBL Linezolid v kombinaci s
procylopnaga p ! Imipenem/cilastatin jinymi antibiotiky

B-laktamazu

Klindamycin v kombinaci s
jinymi antibiotiky

Meningitida, mozkové abscesy

Lécba prvni linie pro

Amoxicilin a

Sirokospektra parenteralni

Capnocytophaga neprodukujici cefalosporiny HII. antibiotika
B-laktamazu generace
o Imipenem/cilastatin + Imipenem/cilastatin
C toph duk : ) ) .
aprocyropraga Procuxijict klindamycin Linezolid

B-laktamazu

Systémové infekce

Lécba prvni linie pro
Capnocytophaga neprodukujici
B-laktamazu

Mistni péce (dezinfekce)
Chirurgicka drenaz,
sanitace

Lokalni dezinfekce
Chirurgicka drenaz

Lokalni antibiotika:

fluorochinolony, Klindamycin pro mistni
. klindamycin pouziti
C toph k t o
apnocytophaga (kousnuti) Systémova antibiotika: Systémova KIBL
B-laktamy

Idem + systémova

Idem + systémova antibiotika
antibiotika KIBL
Capnocytophaga produkujici KIBL . . MOX.IﬂOXV&.lCIIl .
B-laktamazu Moxifloxacin Klindamycin (pfi alergii na
Klindamycin B-laktamy)
Linezolid (pfi alergii na -
laktamy)

Poznamka: KIBL — kombinace inhibitort f-laktamazy
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5 Zavér

Tato prace je zaméfena na bakterii C. canimorsus. Bakterie patii do rodu
Capnocytophaga a je jeho nejvyznamnéjSim zastupcem. Capnocytophaga canimorsus je
nesporulujici, pomalu rostouci gramnegativni bacil, ktery se nachazi ptfirozené v ustni duting
pstt a kocek.

Bakterie je piivodcem zoonotickych onemocnéni. Pfenasi se hlavné kousnutim psem nebo
kockou anebo tésnym kontaktem se zvifaty. Nicméné riziko se nakazit C. canimorsus pro
béznou populaci je ptilis nizké. Mikroorganismus je povazovan za oportunni patogen, coz
pfedstavuje nebezpe¢i pro imunokompromitované osoby, jejichZz pfirozené obranné
mechanismy jsou naruseny. Pacienti po splenektomii, alkoholici, lidé s chronickym
onemocnénim plic a nemocni s hematologickou malignitou tvoii vysoce rizikovou skupinu.
Infekce zpiisobené C. canimorsus mohou probihat jak mirn€, tak mit pfiznaky akutniho
hnisavého zanctu hlubokych podkoznich tkani. Hlavnim klinickém projevem infekce je
septikemie, kterd mize vést k septickému Soku, gangréné nebo amputaci koncetin. Meningitida
a endokarditida jsou dal§imi nejcastéj$imi klinickymi projevy s niz§i mirou imrtnosti.

Rutinni bakteriologické metody, vcetné fermentacnich a fenotypovych testli, nestaci
k spravné identifikaci C. canimorsus kvili jeho specifickym poZadavkiim na Ziviny a podminky
kultivace. Sekvenovani rRNA 16S pomoci polymerazové fetézové reakce a metoda hmotnostni
spektrometrie s detekci matrixovou laserovou desorp¢ni ionizaci (MALDI-TOF MS) jsou
povazovany za "zlaty standard" pro identifikaci C. canimorsus a umoznuji rozliSovat bakterii
mezi poddruhy Capnocytophaga.

Lécba infekce zplisobené bakteriemi rodu Capnocytophaga je ¢asto empiricka a vétSina
pacientd je uspeésné 1éCena Sirokospektrymi antibiotiky. Nicméné existuji kmeny produkujici

B-laktamdzy, coz mize ovlivnit volbu antibiotické 1écby.
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