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Sammanfattning

Capnocytophaga canimorsus och Capnocytophaga cynodegmi &r gramnegativa bakterier som ofta
ingdr i den normala munfloran hos hundar. Hos manniska kan Capnocytophaga spp. orsaka framfor
allt sarinfektioner efter bitskador och C. canimorsus kan orsaka allvarliga infektioner efter hundbett
sasom sepsis med hog mortalitet. | denna studie undersoktes forekomsten av Capnocytophaga spp.,
C. canimorsus, C. cynodegmi, Pasteurella multocida, Streptococcus canis och Staphylococcus
pseudintermedius i munhalan hos hund med PCR samt bakteriologisk odling inklusive typning med
Maldi-Tof MS. Prover togs fran 50 hundar, majoriteten fran Uppsala lan. Vid undersokning med
hjélp av PCR pévisades Capnocytophaga spp. i 94 % av proven, C. canimorsus 74 %, C. cynodegmi
60 %, P. multocida 78 %, S. canis 90 % och S. pseudintermedius 48 %. Vid undersdkning med hjalp
av odling och Maldi-Tof MS pavisades Capnocytophaga spp. i 20 % av proven fran munfloran, C.
canimorsus 2 %, C. cynodegmi 10 % och S. canis 16 %. Forekomst av S. pseudintermedius och P.
multocida kunde inte pavisas. PCR visade en hogre detektionskanslighet 4n bakteriologisk odling.
Ett signifikant statistiskt samband kunde ses mellan &lder och C. canimorsus samt C. cynodegmi dar
hundar >5 4rs alder oftare var barare, medan hundar mellan 6 manader och 5 érs alder sallan var
bérare. Ingen av de tre hundar <6 ménaders alder var barare av C. canimorsus da samtliga PCR
undersokningar var negativa.

Nyckelord: zoonos, bakterieanalys, PCR, Maldi-Tof MS, munhéla

Abstract

Capnocytophaga canimorsus and Capnocytophaga cynodegmi are gram negative bacteria which
often are included in the normal oral flora in dogs. In humans Capnocytophaga spp. can cause
mostly wound infections and C. canimorsus can cause serious infections such as sepsis with a high
mortality. In the present study the occurrence of Capnocytophaga spp., C. canimorsus,
C. cynodegmi, Pasteurella multocida, Streptococcus canis and Staphylococcus pseudintermedius in
the canine oral cavity with PCR and conventional culture methods and identification with Maldi-
Tof MS. Samples were taken from 50 dogs, the majority of which were from Uppsala County. The
occurrence of Capnocytophaga spp. analyzed by PCR were 94%, C. canimorsus 74%, C. cynodegmi
60%, P. multocida 78%, S. canis 90% and S. pseudintermedius 48 %. The occurrence of
Capnocytophaga spp. analysed by conventional culture methods and Maldi-Tof MS were 20%, C.
canimorsus 2%, C. cynodegmi 10% and S. canis 16%. Staphylococcus pseudintermedius and P.
multocida could not be detected. PCR showed a higher sensitivity of detecting bacteria compared to
conventional culture methods. A significant statistical correlation could be seen between age and C.
canimorsus or C. cynodegmi where dogs >5 years old were more often colonized compared with
dogs between the age of 6 months and 5 years. None of the dogs <6 months were colonized by C.
canimorsus as all of them were negative.

Keywords: Zoonosis, bacterial analysis, PCR, Maldi-Tof MS, oral cavity
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1. Inledning

Hund- och kattbett orsakar runt 1 % av arliga humana akutbesck till vardinratt-
ningar i USA, med liknande siffror i Europa (Oehler et al. 2009; Razali et al. 2020).
Den vanligaste bettrelaterade komplikationen &r sarinfektion (Morzycki et al.
2019). Hundar star for cirka 60 % av de djurrelaterade betten och det uppskattas att
omkring 3-18 % av hundbetten blir infekterade (Razali et al. 2020).

Capnocytophaga cynodegmi och Capnocytophaga canimorsus ar bakterier som
ingar i den normala munfloran hos bade hundar och katter, men hos ménniskor kan
dessa bakterier orsaka sarinfektioner som kan leda till allvarligare infektioner
sasom sepsis med en hog mortalitet (Umeda et al. 2014; Butler 2015; Beauruelle et
al. 2022; Sardo et al. 2022). Infektion sker framfor allt via bett, men aven rivsar,
slickande samt narkontakt och de som drabbas &r huvudsakligen immunsup-
primerade individer. I manga fall tanker man inte pa sambandet mellan sarskada
och sjukdom da saret kan vara sa litet att det anses obetydligt eller redan vara under
lakning nar tecken pa sjukdom uppstar.

Capnocytophaga spp. Ar svarodlade bakterier som littast isoleras fran blodprover
fran manniskor med sepsis eller svabbar fran sarinfektioner dar bakterierna finns i
hdga koncentrationer och oftast &r den dominerande bakterien (Janda et al. 2006).
Odling fran svabb fran munhalan dér bakterien forekommer i relativt laga kon-
centrationer och riklig blandflora forsvarar detektion och identifikation (Zangenah
et al. 2012). Det finns fa studier som undersokt prevalensen av bakterien hos friska
hundar och ingen av dessa studier har gjorts i Sverige.

Syftet med studien &r att i) studera forekomsten av C. canimorsus och C. cynodegmi
i munfloran hos svenska hundar, ii) att studera skillnaden mellan bakteriologisk
odling och PCR avseende kansligheten for att diagnosticera bakterier samt iii) att
ge en 6kad kunskap om den bakteriella munfloran hos hundar i Sverige, bland annat
avseende samband till faktorer sasom alder, kon, foder och tandborstning.
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2. Litteraturdversikt over bakterier som ofta
forekommer i munhalan hos hund

2.1 Hundens munflora

Munhalan utgor en varierad miljé med manga olika platser dar en rik och mang-
faldig bakterieflora kan trivas och tillse sina tillvéxtbehov (Sturgeon et al. 2013;
Bell et al. 2020). Hos en vuxen ménniska forekommer mellan 50 och 100 miljoner
bakterier i munhalan, tillhorande omkring 200 arter. Liknande siffror har obser-
verats hos hundar, &ven om det finns en betydande variation mellan arterna.
Bakteriefloran spelar en avgtrande roll i att férhindra kolonisation av exogena
organismer och ar darfor essentiell for god hélsa. Daremot &r flera av de bakterier
som utgor normalfloran ocksa associerade med olika sjukdomar och forandringar i
bakteriefloran kan leda till opportunistiska infektioner. Bland normalfloran finns
aven bakteriearter som ar eller misstanks vara zoonotiska. De vanligaste av dessa
ar C. canimorsus och C. cynodegmi.

Munfloran &r dynamisk och manga faktorer paverkar sammansattningen av den,
daribland diet, omgivningsfaktorer, halsostatus, antimikrobiella medel samt alder
(Bell et al. 2020; Davis & Weese 2022; Oba et al. 2022). Dessutom kan forand-
ringar i mikrobiotan sjalv, sasom forandrat pH eller minskade syrenivaer paverka
sammansattningen. Aven professionell tandrengéring har observerats som en pa-
verkande faktor, dock endast under en kort tid innan den atergar till sitt ursprungliga
tillstand (Flancman et al. 2018). Forskning har ocksa visat att sammanséattningen
av arter forandras i samband med tandsjukdom (Oba et al. 2021; Davis & Weese
2022). Kompositionen av bakteriefloran varierar dven beroende pa var i munhalan
man undersoker (Ruparell et al. 2020).

Till de vanligaste fyla som finns i normalfloran i munhalan hos hund ingar Bacterio-
dota, Pseudomonadota, Bacillota, Fusobacteriota, Actinomycetota samt Spiro-
chaetota (Elliott et al. 2005; Sturgeon et al. 2013; Flancman et al. 2018; Bell et al.
2020; Ruparell et al. 2020; Oba et al. 2021, 2022). Bland de vanligaste genusen
som pavisas ar Porphyromonas, Fusobacterium, Capnocytophaga, Moraxella,
Bergeyella, Actinomyces, Streptococcus, Neisseria samt Streptococcus. Munfloran
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hos hund &r daremot inte lika grundligt studerad som hos méanniska och manga taxa
ar &nnu inte namngivna.

2.2 Capnocytophaga spp.

Genuset Capnocytophaga (Grekiska: kapnos: rok; Latin: Cytophaga: bakterie-
genus), tillhoér familjen Flavobacteriaceae och utgdrs av gramnegativa stavformade
bakterier (Brenner et al. 1989). De ar langsamvéaxande kapnofiler och tillvéaxten
stimuleras i en atmosfar med 5-10 % koldioxid. Capnocytophaga férekommer
framforallt i munhalan dar en artrik blandflora med bakterier som véxer betydligt
snabbare an Capnocytophaga gor dem svara att pavisa (Zangenah et al. 2012).
Optimal tillvaxttemperatur &r 35-37 °C och tillvéxt sker med jasning av kolhydrater
som energikalla (Gaastra & Lipman 2010).

Genuset Capnocytophaga innehaller for narvarande 12 arter (LPSN 2023, Parte et
al. 2020), varav sju (C. gingivalis, C. granulosa, C. haemolytica, C. laedbetteri, C.
ochracea, C. periodontitidis och C. sputigena) har pavisats hos manniska. Fem arter
(C. canimorsus, C. cynodegmi, C. canis, C. catalasegens och C. felis) &r zoonotiska
patogener som pavisas relativt ofta i den normala munfloran hos hund och katt
(Suzuki et al. 2010; Dilegge et al. 2011; Renzi et al. 2015; Zangenah et al. 2016).
Dartill foreslar Zangenah et al. (2016) “C. stomatis” som en ny art. Capno-
cytophaga felis har hittills endast pavisats hos katt. Hos hund ar C. canimorsus och
C. cynodegmi de arter med hogst forekomst. Da C. canis, ~’C. stomatis” och C. felis
nyligen har upptackts finns det endast ett fatal studier dar de namns och begréansad
kunskap om dem. Det finns dértill inga studier gjorda 6ver prevalensen av dessa
arter i mun-floran hos hund (Beauruelle et al. 2022).

De hund- och kattburna bakteriearterna éverfors framst till méanniska via bett, foljt
av rivsar eller narkontakt (Lion et al. 1996). De ar mest associerade med sarinfek-
tioner efter bett och rivsar, samt for C. canimorsus mer allvarliga infektioner hos
manniska (Gaastra & Lipman 2010; Zangenah et al. 2012, 2016; Butler 2015). De
humana Capnocytophaga-arterna har daremot visats vara associerade med paro-
dontal sjukdom (Dilegge et al. 2011), d&ven om de ibland isoleras fran luftvagarna
(Zangenah et al. 2016). Genuset Capnocytophaga har dartill rapporterats vara
involverat i sjukdom hos hund, katt och kanin (Frey et al. 2003; Forman et al. 2005;
van Duijkeren et al. 2006; Workman et al. 2008; Ledbetter et al. 2018). De fall som
finns beskrivna omfattar bland annat keratit, pneumoni, bronkit, sarinfektion samt
sinusit och rinit. I majoriteten av fallen finns andra komorbiditeter och Capnocyto-
phaga anses vara en opportunistisk infektion. | vissa av dessa fall har det, likt hos
maéanniska, funnits en historik av bitskada eller interaktion med andra hundar som
utgor en trolig infektionsvag.
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Resistens mot gentamycin/aminoglykosider hos Capnocytophaga spp. har rappor-
terats i flertalet studier (Forlenza et al. 1981; Rummens et al. 1986; Bremmelgaard
et al. 1989; Lin et al. 1998; Téth et al. 2022). Gentamycin &r ddrmed anvandbart
for selektion av Capnocytophaga spp. vid odling av prover med blandflora.

2.2.1 Capnocytophaga canimorsus

Makroskopiskt utseende

Capnocytophaga canimorsus (Latin: canis: hund; morsus: bett), tidigare kallad DF-
2 (Dysgonic Fermenter-2), bildar sma opaka vit-/graaktiga kolonier med en
diameter pa 1-2 mm (figur 1) (Brenner et al. 1989; Dilegge et al. 2011; Zangenah
et al. 2016; VetBact 2023). Ingen hemolys kan ses pa blodagar. De beskrivs med
ett varierande morfologiskt utseende och kan vara konvexa eller platta, regelbundna
eller oregelbundna samt torra eller vata. Fargen pa kolonierna har aven beskrivits
kunna variera fran rosa till gult (Gaastra & Lipman 2010). Capnocytophaga
canimorsus ar katalas- och oxidaspositiva, biokemiska tester anses dock vara svara
att utfora pa grund av den langsamma véxten (Gaastra & Lipman 2010; VetBact
2023).

Bakterien behdver stora mangder jarn for att vaxa och behdver inkuberas i minst
fem dygn (Gaastra & Lipman 2010). Det finns studier som visat att C. canimorsus
vaxer battre pa blodagar med hastblod &n med farblod. Ingen vaxt har observerats
pa MacConkey agar. Vissa studier har visat att Heart Infusion agar med 5 % far-
eller kaninblod ar det optimala odlingsmediet da kolonier observerats redan efter
tva dygns inkubering vid 37 °C och 5 % koldioxid (Brenner et al. 1989; Gaastra &
Lipman 2010).
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Figur 1. Capnocytophaga canimorsus odlad pa hematinagar under 4 dygn i 5 % CO; vid 37 °C.
Langden pa skalstrecken motsvarar 10 (A) respektive 3 (B) mm (VetBact 2023).

Human infektion

Capnocytophaga canimorsus dr den mest studerade av de djurrelaterade
Capnocytophaga-arterna (Blanche et al. 1998; Mally et al. 2009; Suzuki et al.
2010; Dilegge et al. 2011; Umeda et al. 2014). Det ar en priméart opportunistisk
patogen som framst infekterar personer med nedsatt immunforsvar (Gaastra &
Lipman 2010). Individer som genomgatt splenektomi (33 % av fall) utgor den
storsta riskgruppen och har dartill en 30-60 ganger okad risk for fatal sepsis.
Leversjukdom orsakad av alkoholism (24 % av fall) och anvéndningen av kortison
(3 % av fall) ar andra predisponerande faktorer for infektion (Lion et al. 1996).
Beaurulle et al. (2022) observerade &ven att en stor del av drabbade var rokare
(58 %) och 12,5 % led av diabetes mellitus. Infektion kan dock intréffa aven hos
friska individer (van Dam et al. 2009; Bialasiewicz et al. 2019; Tani et al. 2019;
Keshava et al. 2020; Kelly et al. 2019).

Capnocytophaga canimorsus kan resultera i human infektion efter bett fran hund
och katt, liksom rivsar fran katt, men det finns aven fall beskrivet dar endast
foregaende narkontakt med dessa djur skett (van Dam et al. 2009; Hansen & Crum-
Cianflone 2019). Den vanligaste kliniska bilden ar fulminant sepsis med hdg
mortalitet, men &ven endokardit, meningit, 6dgoninfektion, nekros i extremiteter
samt hud-, mjukvdvnads- och osteoartikuldra infektioner har dokumenterats
(Umeda et al. 2014; Butler 2015; Beauruelle et al. 2022; Sardo et al. 2022).
Mortaliteten for dessa infektioner har varierat mellan 11-31 %.

Den kliniska utvecklingen av en C. canimorsus-infektion indikerar starkt att
bakterien kan undvika immunsystemet (Gaastra & Lipman 2010). Avsaknaden av
proinflammatorisk respons beror pa att C. canimorsus inte interagerar med humana
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Toll-like receptor 4 (TLR4). Den kan dessutom nedreglera TLR4 och den
proinflammatoriska signalkaskaden (Shin et al. 2007).

Butler (2015) har sammanstallt 484 fall av human infektion med C. canimorsus fran
ett flertal lander vilka publicerades under perioden 1961-2014. Sardo et al. (2022)
har dokumenterat 207 fall beskrivna i 125 artiklar under perioden 1990-2022 i flera
lander Over hela vérlden. En retrospektiv studie i Frankrike identifierade 41 franska
fall mellan 2009 och 2018 (Beauruelle et al. 2022). Antal infekterade ménniskor
rapporteras vara 0,5, 0,7 respektive 4,1 per miljon manniskor och ar i Danmark,
Nederlanderna respektive Finland (Helsingfors) baserat pa antalet fall rapporterade
under perioden 1982-1995, 2003-2005 samt 2005-2014 (Pers et al. 1996; van Dam
& Jansz 2011; Hastbacka et al. 2016). En 6kning i antalet fall har setts, vilket
sannolikt beror pa forbattrade detektionsmetoder (Janda et al. 2006; Beauruelle et
al. 2022).

Capnocytophaga canimorsus-infektioner diagnostiseras ofta fel pa grund av bristen
pa en tillforlitlig och standardiserad metod att identifiera bakterien (Dilegge et al.
2011). Diagnostiken baseras oftast pa konventionell bakterieodling fran blodprov
(88 %) och i vissa fall aven fran cerebrospinal vatska eller bitsar (Janda et al. 2006).
Polyanetolsulfonat, ett antikoagulantia som ofta finns i automatiska blododlings-
system, hammar vaxten av C. canimorsus (Sowden et al. 1995). Den langsamma
tillvaxten av C. canimorsus kan aven leda till diagnostiska problem da odlings-
plattor rutinmassigt slangs efter fem dagar och da vissa stammar véxer inte alls
(Gaastra & Lipman 2010).

Forekomst hos hund

Studier om férekomsten av C. canimorsus i munfloran fran hundar har utforts éver
hela varlden, sasom Schweiz (Mally et al. 2009), Japan (Suzuki et al. 2010; Umeda
et al. 2014), Nederlanderna (van Dam et al. 2009), Taiwan (Lai et al. 2023), USA
(Dilegge et al. 2011), Iran (Tabatabaei & Rouhani 2019) och Brasilien (Nogueira
et al. 2021). De studier som har utforts pa friska hundar visar dock en varierande
prevalens fran 1 till 74 %. Studier baserade pa bakteriologisk odling och konfir-
mering med biokemiska tester visar en lagre prevalens medan studier baserade pa
DNA-detektion med PCR visar pa en hogre prevalens (Butler 2015; Beauruelle et
al. 2022). Detta kan ses i nagra av foljande exempel av studier baserade pa
bakteriologisk odling dar Westwell et al. (1989) pavisade en prevalens pa 24 %,
Blanche et al. (1998) 26 % och Mally et al. (2009) ca. 60 %. Jamfoért med exempel
pa studier baserade pa DNA-detektion med PCR dar Suzuki et al. (2010)
observerade en prevalens pa 74 %, van Dam et al. (2009) 73 % och Umeda et al.
(2014) 70 %. Detta antas bero pa att genuset ar svart att isolera och att PCR har en
hogre sensitivitet an bakteriologisk odling (Lai et al. 2023). Ett stort problem &r
ocksa den rikliga blandfloran som finns i hundarnas munhala som gor det svart att
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identifiera sma och langsamvéxande bakterier saisom Capnocytophaga spp. pa
odlingsplattan.

| nagra av de senare studierna som anvant sig av PCR har daremot en lagre fore-
komst dn vad som nd&mns ovan observerats. Tabatabaei & Rouhani (2019)
observerade en prevalens av C. canimorsus pa 16 %. Det bor dock noteras att alla
provtagna hundar i studien var av samma kan, ras och alder. Nogueira et al. (2021)
pavisade en forekomst av C. canimorsus pa 19 % och samtliga som var positiva for
C. canimorsus hade aven C. cynodegmi. Dilegge et al. (2011) observerade en
forekomst av C. canimorsus péa 22 %. Aven Lai et al. (2023) konstaterade en lagre
forekomst an vad som tagits upp tidigare och noterade skillnader mellan artspecifik
PCR (12 %) och 16S rRNA sekvensering (1 %).

| vissa studier har C. canimorsus visat sig vanligare hos hanhundar, kastrerade
hundar och hundar av mindre storlek (<4,5kg) (Dilegge et al. 2011, Umeda et al.
2014). Andra studier har daremot inte kunnat pavisa nagon koppling till dessa
faktorer (Mally et al. 2009; van Dam et al. 2009; Nogueira et al. 2021). Dartill har
ingen koppling till parodontal sjukdom kunnat faststallas (Nogueira et al. 2021).
Dilegge et al. (2011) kunde &ven observera att det var fa hundar under 6 manaders
alder som bar pa Capnocytophaga spp.

2.2.2 Capnocytophaga cynodegmi

Makroskopiskt utseende

Capnocytophaga cynodegmi (Grekiska: cynos: hund; degmi: bett), tidigare kallad
DF-2-like (Dysgonic Fermenter-2-like), bildar 2-4 mm stora kolonier pa blodagar
(Brenner et al. 1989; Zangenah et al. 2016). Dessa kolonier ar konvexa eller platta
och har en oregelbunden form med en jamn yta. Kolonier kan framtrada ljuslila
men samtliga ar ljusgula nar de skrapas av fran agarn. I likhet med C. canimorsus
vaxer C. cynodegmi bast pa Heart Infusion agar med 5 % kanin- eller farblod och
vaxer inte alls pa MacConkey agar.

Human infektion

Bakterien ingar i normalfloran hos hund samt katt och kan infektera manniska
genom bitskada eller nérkontakt med dessa djur (Brenner et al. 1989; van Dam et
al. 2009). C. cynodegmi anses vara mindre patogen an C. canimorsus da den fram-
forallt orsakar lokala sarinfektioner som sallan leder till systemisk infektion (Sarma
& Mohanty 2001; Khawari et al. 2005). Den har dock associerats med dgon-
infektion och kan i séllsynta fall leda till bakteriemi (van Dam et al. 2009).
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Fodrekomst hos hund

Forekomsten av C. cynodegmi i munhdlan hos hundar utan tecken pa sjukdom
varierar stort mellan de fatal studier som &r gjorda. Precis som for C. canimorsus
ses en hogre prevalens i de studier baserade pa PCR jamfort med bakteriologisk
odling. Studier baserade pa bakteriologisk odling, som de av Westwell et al. (1989)
och Dilegge et al. (2011) pavisade en prevalens pa 11 % respektive 12 %. Daremot
visar studier baserade pa PCR en stor spridning med forekomster fran 29 %
(Tabatabaei & Rouhani 2019) och 48 % (Lai et al. 2023) till 67 % (Nogueira et al.
2021) och 96 % (van Dam et al. 2009).

Det finns studier som observerat ett signifikant samband mellan forekomsten av C.
cynodegmi och grad av parodontal sjukdom (Nogueira et al. 2021). Dock fann
Wallis et al. (2021) ingen association mellan forekomst av Capnocytophaga spp.
och parodontal sjukdom nér de analyserade den subgingivala mikrobiotan hos
hundar fran olika lander. Ytterligare data behovs for att kunna klargéra om samband
finns. Vad galler parametrar sasom alder, kon och ras har inget samband kunnat
sékerstallas (van Dam et al. 2009; Suzuki et al. 2018; Lai et al. 2023).

2.2.3 Capnocytophaga canis

Capnocytophaga canis (Latin: canis: fran hund) ar en art som nyligen har isolerats
fran munhalan hos friska hundar i Japan (Suzuki et al. 2018). Den é&r katalaspositiv
och oftast oxidasnegativ men det finns stammar som &r oxidaspositiva. En studie
tyder pa att C. canis inte ar lika patogen for manniska som C. canimorsus (Renzi et
al. 2015). Den har daremot hittills isolerats fran manniskor med sepsis eller
sarinfektion efter katt- och hundbett, rivskada fran katt samt kontakt med hund
(Zangenah et al. 2016; Suzuki et al. 2018; Donner et al. 2020). Det begrénsade
antalet isolat av C. canis jamfort med det stora antalet isolat av C. canimorsus indi-
kerar dock att C. canis & mindre involverad i humana infektioner &n C. canimorsus
(Renzi et al. 2018). Daremot har flertalet stammar av C. canis tidigare feldiagnosti-
cerats som C. canimorsus och forekomsten kan déarmed vara hogre &n vad som
hittills rapporterats (Renzi et al. 2015, 2018).

2.2.4 Capnocytophaga catalasegens

Capnocytophaga catalasegens (Latin: catalasum: katalas; egens: sakna) ar en
nyligen upptackt art som isolerats fran munhalan hos friska katter i Japan (Suzuki
et al. 2023). Bakterien vaxer med 2—-3 mm stora gul-orangea kolonier pa blodagar.
Ingen vaxt ses pa MacConkey agar. Den &r oxidaspositiv, men som namnet antyder
ar den katalasnegativ till skillnad fran 6vriga nuvarande identifierade arter inom
genuset.
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2.2.5 Capnocytophaga felis

Ytterligare en ny art inom Capnocytophaga ar C. felis (Latin felis: fran katt). Denna
har isolerats fran munhalan hos friska katter i Japan (Suzuki et al. 2020). Bakterien
ar oxidas- och katalaspositiv samt vaxer med 1-2 mm stora vit-gra kolonier pa
blodagar. Den ar svar att skilja fran C. canimorsus genom biokemiska tester.
Dérmed &r det mojligt att den tidigare feldiagnosticerats som C. canimorsus och
forekommer i storre utstrackning &n vad som hittills rapporterats.

2.2.6 “Capnocytophaga stomatis”

Zangenah et al. (2016) foreslar Capnocytophaga stomatis”, (Grekiska: stoma:
mun) som en ny art vilken isolerats fran sarinfektion hos manniska efter bett fran
saval hund som katt. Arten ar genetiskt narmast C. cynodegmi och ar precis som
évriga inom genus Capnocytophaga en langsamvéaxande kapnofil bakterie. Morfo-
login hos kolonierna pa blodagar ar liknande. “Capnocytophaga stomatis” ar
daremot storre an C. cynodegmi (1-2 mm) men har en farg liknande C. canimorsus
(opaka och nagot graaktiga). Capnocytophaga stomatis” visar hemolys pa blod-
agar och &r oxidas- och katalaspositiv.

Det finns ett rapporterat fall av bakteriemi orsakad av ”C. stomatis”” hos manniska
(Shinohara et al. 2022). Patienten var immunsupprimerad med en historik av
multipelt myelom. Hon bodde tillsammans med en katt som ofta slickade och rev
henne pa det affekterade benet. Detta anses kunna utgora en trolig kalla for
infektionen.

2.3 Pasteurella multocida

Pasteurella multocida (Pasteurella: fran Louis Pasteur; multus: manga; caedo: att
doda) ar en gramnegativ fakultativt anaerob stavformad bakterie vilken ger sma
mukoida eller torra kolonier (1-2 mm i diameter) (figur 2) som inte hemolyserar.
Arten bestar av tre underarter multocida, septica samt gallicida (Maraki et al.
2018). Pasteurella multocida har rapporteras vara en av den vanligaste bakterierna
for humana infektioner orsakade av hundbett (Damborg et al. 2016). Det finns
studier dar den isolerats i 50 % av proven fran hundbett pa manniska och i sallsynta
fall &ven efter slickande fran hund (Chang et al. 2007; Maraki et al. 2018).
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Figur 2. Pasteurella multocida subsp. multocida odlad aerobt pa nétblodagar under 3 dygn vid
37 °C (Vetbact 2010).

Typiska kliniska symtom vid sarinfektion orsakad av P. multocida ar cellulit,
mjukdelsabscesser och purulenta sar (Razali et al. 2020). Infektionen &r allvarlig
och kan orsaka komplikationer som tenosynovit, osteomyelit och septisk artrit.
Utover lokala infektioner kan P. multocida &ven orsaka systemiska infektioner med
bland annat septikemi, meningit, pneumoni och endokardit, framfor allt hos
immunsupprimerade individer.

Arnbjerg (1978) pavisade en férekomst av P. multocida i munhalan hos 55 % av
hundar. Studien visade aven en 6kad férekomst hos hundar med dalig munhygien
samt en tendens till att sma hundar hade 6kad risk for att vara bérare an storre
hundar. Nyare studier visar dock en lagre prevalens pa 10-13 % (Razali et al. 2020;
Santaniello et al. 2020; Ujvéri et al. 2020).

2.4 Streptococcus canis

Streptococcus canis (Grekiska: streptos: bojlig, eftergivlig; kokkos: séd; Latin:
canis: fran hund) ar en av de vanligaste patogena arterna av streptokocker hos hund
(Lamm et al. 2010). Pa blodagar véxer S. canis med smé p-hemolytiska kolonier (1
mm i diameter) efter 24 timmars inkubering vid 37 °C pa blodagar (figur 3)
(VetBact 2023). Bakterien ar en grampositiv, fakultativt anaerob kock som
forekommer i par eller korta kedjor. Det &r en opportunistisk patogen som &r en del
av normalfloran pa saval hud som slemhinna och orsakar framfor allt hudinfek-
tioner samt otitis externa (Lyskova et al. 2007; Pagnossin et al. 2022). | sallsynta
fall kan invasiva och allvarliga sjukdomar sasom myokardit, artrit, pneumoni,
meningit, sepsis och streptococcal toxic shock syndrome (STSS) ses (Prescott et al.
1995; Pesavento et al. 2007).

24



C Vet»Bact

~

Figur 3. Streptococcus canis odlad aerobt pa notblodagar med eskulin vid 37 °C under 24 timmar.
Fotograferad med ljus ovanifran (A och forstoring) samt underifran (B). Langden av skalstrecket
motsvarar 1 mm (A och B) samt 5 mm (forstoringen) (Vetbact 2011).

De vanligaste anatomiska lokalisationerna som bakterien isoleras fran &r oralt,
nasalt, yttre horselgangen, rektum samt genitalia (Pagnossin et al. 2022). Publi-
cerade studier dver férekomst av S. canis i munhalan hos friska hundar saknas. Det
narmaste ar Lyskova et al. (2007) som observerade en forekomst pa 8 % i prov fran
bade nas- och munhala.

Fa fall av infektioner orsakade av S. canis har diagnosticerats hos manniska, dock
ar den faktiska prevalensen svar att uppskatta eftersom de humanmedicinska labo-
ratorierna oftast ndjer sig med att identifiera bakterierna till att de tillhér gruppen
B-hemolyserande streptokocker (Lam et al. 2007). Humana infektioner involverar
oftast hud och mjukdelar men kan dven orsaka sepsis, meningit och peritonit
(Galpérine et al. 2007; Lyskova et al. 2007). Infektion efter hundbett och
interaktion med hund finns rapporterat i litteraturen (Bert & Lambert-Zechovsky
1997; Norihiko Takeda 2001; Lam et al. 2007). En mortalitet pa 4 % av infekterade
manniskor har observerats i Frankrike (Galpérine et al. 2007). De flesta patienter
hade daremot andra komorbiditeter och majoriteten av proverna dér S. canis
pavisades inneholl aven andra patogener.
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2.5 Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius (Grekiska: staphylé: vindruvsklase; kokkos: séd;
pseudes: falsk; Latin: intermedius: bakterieart) ar den bakterie som oftast pavisas
vid hud- och 6roninfektioner hos hund (Moodley et al. 2014). Det &r en gram-
positiv fakultativt anaerob kockoid bakterie (VetBact 2023). Den ar oxidasnegativ,
katalaspositiv och vaxer med sma runda, gravita och opaka kolonier (1-2 mm i
diameter) med en jamn kant. Pa blodagar ses ofta en dubbel hemolyszon med en
smal fullstdndig inre hemolys och en bredare partiell yttre hemolys (figur 4).
Staphylococcus pseudintermedius ar en opportunist som finns i normalfloran pa hud
och slemhinnor hos hund (Paul et al. 2012). Infektion sker vanligen ndr hud- och
slemhinnebarriarerna skadas av trauma eller predisponerande faktorer sasom
atopisk dermatit, medicinska och kirurgiska procedurer eller immunsupprimerande
sjukdomar (Bannoehr & Guardabassi 2012). De vanligaste infektionerna &r
pyodermi och otitis externa men &dven andra infektioner associerade till klinik/
djursjukhus har observeras (Bryan et al. 2012; Bugden 2013; Lehner et al. 2014).
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Figur 4. Staphylococcus pseudintermedius odlad aerobt under 1 dygn pa nétblodagar vid 37 °C.
Pilarna pekar pa gransen mellan den inre fullstandiga och yttre hemolysen. Skalstrecket motsvarar
5 mm. (Vetbact u.a.).

Det finns fall av bland annat endokardit, mjukdelsinfektion, bakteriemi och
pneumoni beskrivet hos manniska, daribland fall dar spridning skett fran hund (Van
Hoovels et al. 2006; Lozano et al. 2017). Staphylococcus pseudintermedius ar dock
framst av betydelse inom veterindrmedicinen d&r forskning har identifierat stammar
av S. pseudintermedius hos friska hundar som skiljer sig fran de stammar som
isoleras hos hundar diagnosticerade med S. pseudintermedius-associerade infek-
tioner (Nisa et al. 2019; Wilkinson et al. 2023).

Rapporterad forekomst av S. pseudintermedius oralt hos Kliniskt friska hundar
varierar nagot mellan olika studier. Vid analys av prover tagna oralt och perinealt
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pavisade Wilkinson et al. (2023) en forekomst pa 62 % i Nya Zeeland medan Paul
et al. (2012) rapporterade en forekomst pa 45 % i Danmark och Bean & Wigmore
(2016) fann en forekomst pa 61 % i Australien. Paul et al. (2012) genomforde &ven
en longitudinell studie under ett ars tid med provtagning perinealt och oralt. Dar
observerades att 15 av 16 deltagande hundar bar pa bakterien i minst ett av prov-
stéllena vid minst ett av provtagningstillfallena. Dessa fynd indikerar férekomsten
av bade persistenta, tillfalliga och sporadiska béarare.
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3. Material och metoder

3.1 Insamling av material

De bakteriologiska undersdkningarna utfordes vid enheten for bakteriologi och
livsmedelssékerhet vid Institutionen for biomedicin och veterindr folkhélso-
vetenskap vid Sveriges lantbruksuniversitet (SLU). Prover tog fran munhalan fran
femtio hundar utan nagra specifika kriterier avseende kon, alder samt ras.
Majoriteten av proverna togs fran hundar bosatta i och runt Uppsala. Alla hundar
forutom tva tillnorde olika hushall. Sokandet efter mojliga kandidater for prov-
tagning annonserades pa sociala medier samt muntligt pa campus Ultuna, SLU.
Insamling och analys av proverna pagick fran 2023-09-04 till 2023-11-07. Proverna
togs av olika personer med hjalp av Copan ESwab (Aimes transportmedium) och
analyserna paborjades inom 24 timmar fran provtagningstillfallet.

Agarna till de medverkande hundarna svarade dessutom pé en enkét om hunden dar
de aven gav sitt godkénnande (bilaga 1). I enkaten efterfragades bland annat infor-
mation kring faktorer sasom alder, ras, kon, foder och tandborstning. Det fanns vid
intresse majlighet att ange en e-postadress for att fa en sammanfattning av resulta-
ten utskickad vid studiens slut. Under studiens gang kontaktades samtliga dgare for
kompletterande information. Den insamlade informationen bearbetades i ett Excel-
blad och proverna tilldelades ett provnummer som kunde kopplas till informationen
i Excel-bladet. Insamlade data presenteras i studien pa ett satt som sakerstaller att
hund och dgare forblir anonyma. Studien var godkénd for djurforsdksetisk prévning
enligt generellt godk&nnande fér undervisning av veterinér-studenter, SLU-1D: Dnr
5.8.18-15533/2018.

3.2 Hantering och odling av prov

Odling enligt konventionell bakteriologisk odling med hjalp av tre-stryk och
inkubering utfordes enligt foljande:
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e Direkt odling pa blodagar (SVA, Uppsala, Sverige), inkubering vid 37 °C
med avlasning efter 24 och 48 timmar. Renodling pa blodagar.

e Direkt odling pa mannitolsaltagar (SLU, Uppsala, Sverige), inkubering vid
37 °C med avlasning efter 24 och 48 timmar. Renodling pa
mannitolsaltagar.

e Direkt odling pA COBA (SVA, Uppsala, Sverige), inkubering vid 37 °C i
5 % CO2 med avlasning efter 24 och 48 timmar. Renodling pa COBA.

e Direkt odling pa hematinagar med gentamycin (SVA, Uppsala, Sverige),
inkubering vid 37 °C i 5 % CO2 med avlasning efter 24, 48, 72, 96 och
120 timmar. Renodling pa hematinagar med jast (SVA, Uppsala, Sverige).

Samtliga ESwab-provror forvarades efter odling i -20 °C infor extraktion av DNA.

3.3 Identifiering av bakterier

Kolonier valdes ut baserat pa makroskopiskt utseende likt Capnocytophaga spp.
(vaxt pa hematinagar innehallande gentamycin med varierande storlek, farg och
form), P. multocida (véxt pa blodagar med sma mukoida-torra kolonier och karak-
teristisk doft), S. canis (vaxt pa COBA eller blodagar med sma B-hemolytiska
kolonier) samt S. pseudintermedius (véxt pa blodagar med sma B-hemolytiska
kolonier eller Mannitolsaltagar med gult fargomslag).

Isolaten renodlades vid behov och typades med hjélp av Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry (Maldi-Tof MS). Maldi-
Tof MS skjuter en laserstrale av UV-ljus pd bakterierna. Stralningen joniserar
bakteriefragment som analyseras baserat pa ett masspektrum, vilket sedan kan
jamforas mot en referensdatabas. Databasen som anvandes i studien kommer fran
Bruker Daltonics och masspektra analyserades med hjalp av mjukvaran MALDI
Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics). Hur val bakteriens masspektrum stdmmer 6verens
med referenserna i databasen anges av ett varde mellan noll och tre. Varje koloni
analyserades tva ganger och ett varde >2,00 kravdes vid minst en analys for att
resultatet skulle anses tillforlitligt avseende genus och species. Ett varde mellan
1,70-1,99 ansags endast tillforlitligt avseende genus. Om flertalet av de
bakteriestammar som matchats till provet tillhdrde samma species och lag pa ett
varde mellan 1,70-1,99 ansags detta som troligt species.

Efter identifieringen med hjalp av Maldi-Tof MS, sparades misstankta Capno-
cytophaga spp. i Brain Heart Infusion-buljong med 15 % glycerol i -70 °C for att
anvéandas som referens vid PCR.
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3.4 Extraktion av DNA

For extraktion av DNA fran svabbprovet anvandes Qiagen DNeasy PowerLyzer
PowerSoil Kit. Protokollet for detta kit foljdes med modifieringen att PowerBead
solution, Solution C1, Solution C2 samt Solution C3 tillférdes provet samtidigt
innan homogenisering istallet for i separata steg. Detta enligt Mattei et al. (2019)
som i sin studie visade att denna modifikation ger en béttre representation av
bakteriefloran i provet samt nagot hogre kvalitet pa det extraherade DNAt jamfort
med standardprotokollet. Svabben avlagsnades fran provroret efter upptining och
provet centrifugerades sedan i 4500 rpm i 10 minuter, nagot ldgre hastighet an
Mattei et al. (2019) pa grund av begransningar hos den maskin som anvéndes.
Darefter avlagsnades supernatant for att fa en kvarvarande volym av ca 250 pl prov-
vatska. | efterfoljande steg foljdes protokollet for Qiagen DNeasy PowerLyzer
PowerSoil Kit. Det extraherade DNAt forvarades sedan i -20 °C infor PCR.

Mangden DNA mattes i de forsta tva proverna for att kontrollera att en tillracklig
mangd utvunnits fran DNA extraktionen for att kunna ga vidare med PCR.
Resultatet for matningen var 1,6 ng/pl respektive 1,4 ng/pl.

3.5 PCR

Tva multiplex-PCR designades och amplifierades med HotStarTaq Plus DNA
Polymerase formulerat i Type-it Microsatellite PCR Kit (tabell 1). Dessutom
anvandes samma enzym for de tva artspecifika PCR-reaktionerna. Reaktionskemin
ar densamma som i QIAGEN Multiplex PCR Kit, och reaktionsbetingelserna for
PCR-cykeln féljdes enligt det senare: En forsta denaturation pa 95 °C i 15 minuter,
foljt av 35 cykler av 94 °C i 30 sekunder, 57 °C i 90 sekunder och 72 °C i 90
sekunder. Darefter 1 cykel av 72 °C i 10 minuter. Negativ kontroll utgjordes av
nukleasfritt vatten vilket ingick i samtliga PCR-reaktioner. Positiva kontroller
utgjordes av renodlade stammar fran proverna, vilka typats till species-niva med
Maldi-Tof MS, av respektive bakterie samt ett inforskaffat isolat av C. canimorsus
(ATCC35979/CCUG53895). DNA extraherades fran de renodlade stammarna med
hjalp av EZ1 DNA Tissue Kit (48) och Qiagen EZ Advanced XL. Resultatet av
PCR-analysen, negativa kontroller, positiva kontroller och 100 bp stegar separera-
des med Gelelektrofores pa en 3 % agarosgel med GelRed i 60 minuter vid 110 V.
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Tabell 1. Primers som anvéandes vid PCR. Primern for Capnocytophaga spp. ar utvecklad for
detektion av C. canimorsus och C. cynodegmi.

Bakterie Primer- Sekvens Orientering Amplika- Gen Referens
namn Tionslangd
(baspar)
Multiplex 1
P. multocida KMT1SP6 59-GCTGTAAACGAACTCGCCAC-39 Forward 460 Okand Townsend et
KMTLT7 59-ATCCGCTATTTACCCAGTGG-39 Reverse protein 1 al. 1998
gen
S. pseud- spsC F AACTGAAACGCCCGTAGAAG Forward 619 spsC Phumthana-
intermedius spsC R ATCCGCTTTCGTTTCATTTG Reverse korn et al.
2017
Multiplex 2
S. canis c-1 TAAACCGAAAACGCTGTAAGTATTA  Forward 215 16s rRNA  Hassan et al.
c-l ACCATTAGTTAGTGGGTTCCCCC Reverse 2003
Capno- CAL2 5’GTAGAGTGCTTCGGCACTTG3’ Forward 127 16s rRNA  Tabatabaei &
cytophaga AS2 5’GTGATGCCACCAAACAATACTA3’ Reverse Rouhani 2019
spp.

Artspecifik PCR (singelplex)

C. canimorsus CAL2 5’GTAGAGTGCTTCGGCACTTG3’ Forward 427 16srRNA  Tabatabaei &
CaR 5’GCCGATGCTTATTCATACA3’ Reverse Rouhani 2019
C.cynodegmi  CAL2 5’GTAGAGTGCTTCGGCACTTG3’ Forward 427 16srRNA  Tabatabaei &
CyR 5’"GCGGATGCTTATTCGTATG3’ Reverse Rouhani 2019

3.6 Statistiska metoder

Statistiska utrakningar genomfordes for hand, i Excel eller med hjélp av Graphpad
(GraphPad Software Inc.) och Vassarstats (VassarStats u.d.) Statistical Compu-
tation Web Site. Utrékningar genomférdes for bland annat oddsratio, riskratio,
Fishers exact test, Chitva test och Cohens kappa. Endast de berdkningar med
statistisk signifikans redovisas.
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4. Resultat

Prover togs fran munslemhinnan fran 50 hundar, 24 hanar, 22 tikar samt 4 av okant
kon. Aldern pa de provtagna hundarna varierade fran 10 veckor till 11 ar, medel-
aldern och medianen var 4 ar respektive 3 ar (figur 5).

Antal hundar

14

12
| I
, Hm II

<6 man 6 man-5 ar >5 ar

[¢]

[e)]

>

N

B Hane HETik mOkant

Figur 5. Férdelning av kon och alder for de 50 hundar som provtogs fér PCR och bakteriologisk
undersokning av munhalan.

4.1 Bakteriologisk odling

Vid bakteriologisk odling pavisades Capnocytophaga spp. fran 20 % (10/50) av
proven, C. canimorsus 2 % (1/50), C. cynodegmi 10 % (5/50) och S. canis 16 %
(8/50). Pasteurella multocida och S. pseudintermedius kunde ej pavisas. Tva prover
som typades till Staphylococcus spp. var troligen S. pseudintermedius (varde mellan
1,7 och 1,99 for flera spektrum av arten), vilket innebar en forekomst pa 4 % (2/50)
med dessa inrdknade. Se bilaga 2 for fullstandig tabell Gver identifierade bakterier.
| fyra av proverna i denna studie pavisades C. cynodegmi med Maldi-Tof MS men
de var negativa med PCR.

32



Vid odlingen noterades en betydande variation i det makromorfologiska utseendet
hos Capnocytophaga spp., vilket resulterade i signifikant fler typade kolonier i de
25 sista analyserade proverna i studien (p = 0,0085). Kolonierna varierade i storlek
(2-4 mm) samt avseende form och farg. Vissa var sma (2 mm), cirkuléra, konvexa,
opaka vitaktiga och slata (liknande C. canimorsus) (figur 6). Andra var nagot storre
(2-3 mm), cirkuldra, konvexa, opaka brunaktiga och fuktiga (figur 7). Nagra var 2—
4 mm, oregelbundna, skrynkliga, terassformade, blanka med vit parl-liknande farg
(figur 7). Andra var stora (3—4 mm), oregelbundna, flata, blanka med en nagot opak
vitaktig farg som skimrade i lila och gront. Capnocytophaga canimorsus visade
sma (1 mm) kolonier som var cirkuldra, konvexa, slata och opaka med en graaktig
farg (figur 8 och 9). Det noterades en betydligt battre vaxt pa hematinagar med
gentamycin dn hematinagar med jast som anvéndes vid renodling.

Figur 6. Capnocytophaga cynodegmi i blandflora pa hematinagar med gentamycin efter 5 dygn vid
37 °C och 5 % CO,. Forstoring till hdger.
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Figur 7. Renodling av tvd kolonier Capnocytophaga cynodegmi med skiljande morfologi pa
hematinagar med jast efter 5 dygn vid 37 °C och 5 % CO,. Stammen l&ngst upp till vanster i bild
(foérstoring i bild A) har en vit skimrande farg medan stammen langst ner till hdger (férstoring i bild
B) ar brunaktig och fuktig till utseendet.

.._-.-_.I

Figur 8. Capnocytophaga canimorsus i blandflora p& hematinagar med gentamycin efter 5 dygn vid
37 °C och 5 % CO,. Forstoring till hoger.
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Figur 9. Renodling av Capnocytophaga canimorsus (fran figur 8) pa hematinagar med jast efter 5
dygn vid 37 °C och 5 % CO,. Forstoring till hoger.

4.2 PCR

Resultaten fran PCR och gelelektrofores gav en forekomst av Capnocytophaga spp.
pa 94 % (47/50), C. canimorsus 74 % (37/50), C. cynodegmi 60 % (30/50), P.
multocida 78 % (39/50), S. canis 90 % (45/50) och S. pseudintermedius 48 %
(24/50) (tabell 2). Gelelektrofores med PCR-produkter fran positiva prover samt
renodlade stammar som referenser kan ses i figur 11. Av de hundar som hade C.
canimorsus hade 27 dven C. cynodegmi, 10 hundar hade endast C. canimorsus och
3 bar endast pa C. cynodegmi (figur 10). Sju av de prover som var positiva for
Capnocytophaga spp. var negativa for bade C. canimorsus och C. cynodegmi.
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Tabell 2. Sammanstallning 6ver férekomst av undersokta bakterier i prov fran munhalan hos 50
hundar med PCR respektive Bakteriologisk odling. I Capnocytophaga spp. for bakteriologisk
odling ingar dven de som identifierats som C. cynodegmi eller C. canimorsus.

Bakterie Positiva prover i antal ( %) av 50 prover
PCR Bakteriologisk odling
Capnocytophaga spp. 47 (94 %) 10 (20 %)
C. cynodegmi 30 (60 %) 5 (10 %)
C. canimorsus 37 (74 %) 1 (2 %)
P. multocida 39 (78 %) 0 (0 %)
S. canis 45 (90 %) 8 (0 %)
S. pseudintermedius 24 (48 %) 0(0%)
C_ cynodegmi C. canimorsus

30 (60,0%) 37 (74,0%)

3

(6.0%)

Figur 10. Venn-diagram som visar hur férekomst av Capnocytophaga cynodegmi och
Capnocytophaga canimorsus éverlappar. Siffrorna anger antal samt andel av 50 hundar som var
positiva for endast C. cynodegmi (vénster), bade C. cynodegmi och C. canimorsus (mitten) och
endast C. canimorsus (hoger).

36



e -
— .'w-—- s

— — O—
— — C——
- [— —
a——

Figur 11. Gelelektroforesbild med PCR-produkter fran positiva prover samt renodlade stammar
som referenser. FOr C. canimorsus och C. cynodegmi anvandes primern for Capnocytophaga spp.
100 bp stege i brunn 1, 8 och 15; prov positivt for Streptococcus canis och Capnocytophaga spp. i
brunn 2; prov positivt for S. canis i brunn 3; prov positivt for Capnocytophaga spp. i brunn 4; positiv
kontroll fér Capnocytophaga canimorsus i brunn 5; positiv kontroll fér Capnocytophaga cynodegmi
i brunn 6; negativ kontroll i brunn 7 och 14; prov positivt foér Staphylococcus pseudintermedius och
Pasteurella multocida i brunn 9 och 10; prov positivt for P. multocida i brunn 11; positiv kontroll
for S. pseudintermedius i brunn 12; positiv kontroll fér P. multocida i brunn 13.

4.3 Samband med faktorer

Ett signifikant statistiskt samband kunde observeras mellan alder och C. canimor-
sus samt alder och C. cynodegmi med hjalp av Fisher’s exact test (p = 0,0049
respektive p = 0,047). Hundar mellan 6 manader och 5 ars alder I6pte mindre risk
att bara pa C. canimorsus samt C. cynodegmi (RR 0,9 respektive 0,65 och OR 0,7
respektive 0,3). Daremot I6pte hundar Gver 5 ars alder storre risk att bara pa C.
canimorsus samt C. cynodegmi (RR 1,4 respektive 1,7 och OR 5,2 respektive 4,6)
(figur 12). Inget samband kunde ses mellan Capnocytophaga spp., C. canimorsus
eller C. cynodegmi och kon, kastration, fodertyp (torr-, vat- samt farskfoder) eller
tandborstning.
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Figur 12. Fordelning av forekomsten av Capnocytophaga i prov fran munhalan hos hund
analyserade med PCR.

4.4 Jamforelse av kanslighet mellan PCR och
bakteriologisk odling

Berdkningar av Cohens kappa visade pa en dalig Gverensstammelse mellan
pavisande med PCR och bakteriologisk odling gallande detektion och typning av
samtliga bakterier som undersoktes i studien (figur 13). Pavisandet av bakterierna
med bakteriologisk odling 6kade bland de sista 25 proverna jamfort med de forsta
(tabell 3). For PCR sags ingen markant skillnad.
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Overensstimmelse mellan PCR och bakteriologisk
odling
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Figur 13. Fordelning av vardena for Cohens kappa for respektive bakterier for samtliga prover.
Varden <0 indikerar att ingen Overensstammelse finns och véarden mellan 0-0,2 en svag
Overensstammelse. P-véarde 0,05.

Tabell 3. Tabell dver antalet och andelen positiva prover av respektive bakterie med PCR och
bakteriologisk odling for prov 1-25 samt 26-50. | Capnocytophaga spp. for bakteriologisk odling
ingar aven de som identifierats som C. cynodegmi eller C. canimorsus.

Bakterie Antal (%) positiva av 25 prover
Prov 1-25 Prov 26-50

PCR Odling PCR Odling
Capnocytophaga spp. 23(92%) 1(4%) 24 (96 %) 10 (40 %)
C. cynodegmi 15 (60 %) 0 (0 %) 15 (60 %) 5 (20 %)
C. canimorsus 19 (76 %) 0 (0 %) 18 (72%) 1 (4 %)
P. multocida 20 (80%) 0(0%) 19 (76 %) 0 (0 %)
S. pseudintermedius 11 (44 %) 0 (0 %) 13(52%) 0 (0 %)
S. canis 22 (88%) 2(8%) 23(92%) 6 (24 %)
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5. Diskussion

5.1 Bakteriologisk odling

Foérekomsten av C. cynodegmi (10 %) och S. canis (16 %) i denna studie stammer
val dverens med tidigare studier dar man observerat en forekomst av C. cynodegmi
pa 11 respektive 12 % (Westwell et al. 1989; Dilegge et al. 2011) och 8 % for S.
canis (Lyskova et al. 2007). Varken P. multocida eller S. pseudintermedius kunde
pavisas i studien vilket var forvanande da de observerats i tidigare studier med en
forekomst pa 55 % for P. multocida (Arnbjerg 1978) och 45-62 % for S. pseud-
intermedius (Paul et al. 2012; Bean & Wigmore 2016; Wilkinson et al. 2023).
Forekomsten av C. canimorsus (2 %) var patagligt lagre an vad som observerats i
tidigare studier dar man observerat en forekomst pa 24-60 % (Westwell et al. 1989;
Blanche et al. 1998; Mally et al. 2009). Férekomsten av C. canimorsus stammer
dock éverens med en studie av van Dam et al. (2009) dér bakterien pavisades i 5 %
(1/22) prover. Detta kan eventuellt forklaras av olika erfarenheter vad galler
bakteriologiska undersokningar och analys av de specifika bakteriearterna. Vid
typning av bakterier med Maldi-Tof MS valdes de kolonier vars morfologi liknade
de bakterier som ingick i studien. For att kunna vélja ut dessa kolonier kravs saledes
en god kunskap om hur dessa bakterier ser ut. Forfattaren till denna studie har inte
sa stor erfarenhet, vilket kan ha resulterat i en lagre férekomst &n om en mer erfaren
bakteriolog utfort studien. En 6kad erfarenhet under studiens gang kan ha lett till
att fler kolonier med mer varierande makromorfologi typades och att fler av de
undersokta arterna pavisades i studiens sista halva (tabell 3). Det ar darmed viktigt
att tolka forekomsten av samtliga bakterier i denna studie med bakteriologisk odling
med stor forsiktighet, eftersom den med hég sannolikhet underskattar den faktiska
forekomsten som hade kunnat observeras med en mer erfaren avlésare.

Andra faktorer som kan paverka resultatet vid bakteriologisk odling och typning
med Maldi-Tof MS &r att Capnocytophaga spp. &r svarodlade bakterier som kréaver
specifik odlingsforhallanden och lang inkuberingstid. De ar langsamvéxande och
kan vara svara att pavisa i en riklig blandflora sasom i prover fran munhalan. Van
Dam et al. (2009) diskuterar i sin studie paverkan av olika odlingsmedium pa
resultaten da de observerade att deras resultat for C. canimorsus (5 %) och C. cyno-
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degmi (43 %) pa farblodagar med gentamycin skiljde sig fran Westwell et al. (1989)
vars forekomst var 24 % respektive 11 % pa hastblodagar med cystein, kanamycin
samt vancomycin. | denna studie anvéndes hematinagar med gentamycin for att
selektera for Capnocytophaga spp. men aven andra bakterier vaxer bra pa dessa
plattor (figur 6 och 8). Renodling var oftast nddvandig for att fa tillrackligt med
enskilt kolonimaterial att utféra Maldi-Tof MS, men det var svart och misslyckades
ibland. Renodlingen utférdes pa hematinagar med jést och flertalet av stammarna
vaxte samre pa denna hematinagar jamfort med hematinagar som inneholl
gentamycin. Hematinagar med jast innehaller defibrinerat hastblod och Pleur-
opneumonia-like organisms (PPLO) broth base without crystal violet till skillnad
fran hematinagar med gentamycin som innehaller notblod citrat och Contagious
Equine Metritis Organism (C.E.M.O) agar (lvarsson, A., Statens Veterinar-
medicinska Anstalt, pers. medd., 23-10-27). | évrigt har de samma innehall. Att
vaxten var betydligt samre pa de plattor som anvéndes for renodling infor Maldi-
Tof MS kan ha paverkat resultaten och gett upphov till falskt negativa resultat.

Annu en paverkande faktor ar att Maldi-Tof MS bygger pa att det finns spektrum
av samma art i databasen att jamfora med. Ett storre antal bakteriespektra i
databasen att jamfora med ger ett sékrare resultat med fler korrekt identifierade arter
(Zangenah et al. 2012; Magnette et al. 2016). Antalet spektrum fér Capnocyto-
phaga spp. i databasen under denna studies gang var lagt, endast ett spektrum kunde
observeras av C. cynodegmi och sex av C. canimorsus, medan inga fanns av C.
canis, C. felis eller C. catalasegens. Detta begrénsade identifieringen av Capno-
cytophaga pa artniva.

Att C. cynodegmi pavisades i fyra prover for vilka PCR visade negativ ar troligtvis
en orsakande faktor till den daliga 6verensstammelsen mellan PCR och bakterio-
logisk odling enligt Cohen’s kappa. Detta kan bero pa felidentifiering avseende art
inom slaktet Capnocytophaga da de var positiva for Capnocytophaga spp. vid
analys med PCR men inte for C. canimorsus eller C. cynodegmi. Det gar dock inte
att utesluta att det ar en ny art inom slaktet Capnocytophaga som tidigare inte typats
och darmed inte finns i databasen. En utOkad databas med fler spektrum for
samtliga arter inom Capnocytophaga skulle ge forbéattrad artidentifiering vid
typning med Maldi-Tof MS. Det skulle dock aven kunna bero pa att de primers som
anvandes i studien ar utvecklade i Japan for de isolat som pavisats i Japan och att
det kan finnas skillnader i genomet mellan dessa och de svenska isolaten. Detta
skulle kunna ge samre resultat for PCR-analysen pa grund av skillnader i primer-
sekvens och malsekvens som ger en mismatch, vilket inte ar férvanande da Lai et
al. (2023) har hittat variation i malsekvensen.
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5.2 PCR

Foérekomsten av C. canimorsus (74 %), C. cynodegmi (60 %) samt S. pseudinter-
medius (48 %) som observerades med PCR i denna studie stimmer vél verens med
forekomsten i flera tidigare studier dar de observerat en férekomst pa 70-74 % av
C. canimorsus (van Dam et al. 2009; Suzuki et al. 2010; Umeda et al. 2014), 48-
96 % av C. cynodegmi (van Dam et al. 2009; Nogueira et al. 2021; Lai et al. 2023)
och 45-62 % av S. pseudintermedius (Paul et al. 2012; Bean & Wigmore 2016;
Wilkinson et al. 2023). For P. multocida (78 %) och framfor allt S. canis (90 %)
sags daremot en hogre forekomst an tidigare studier dar de observerat en forekomst
av P. multocida pa 10-13 % (Razali et al. 2020; Santaniello et al. 2020; Ujvari et
al. 2020) och 8 % av S. canis (Lyskova et al. 2007). Samtliga bakterier kan anses
som vanligt féorekommande i hundens munflora.

Forekomsten av samtliga bakterier var hogre vid undersokning med PCR é&n vid
bakteriologisk odling vilket stammer 6verens med vad som observerats av van Dam
et al. (2009). PCR kan anvandas direkt pa ett prov av blandflora, medan Maldi-Tof
MS behover kolonimaterial fran en enskild bakterie for att detektera en art. PCR
har dven hogre kanslighet for att detektera genetiskt material fran bakterien aven
vid mycket sma mangder (Nogueira et al. 2021). For detektion med PCR i en
blandflora, som i denna studie, krdvs inte heller ratt odlingsmedium och odlings-
forhallanden for att bakterien ska kunna vaxa och det sker ingen konkurrens mellan
bakterier. Dessutom kravs ingen erfaren avldsare som vet vilka kolonier som boér
typas med Mald-Tof MS, eftersom det skulle vara kostsamt och tidskrdvande om
alla kolonier pa plattan typades. PCR kan daremot endast svara pa forekomst eller
ej av de efterfragade bakterierna till skillnad fran bakteriologisk odling dar samtliga
bakterier som finns i prover kan tillvaxa vid ratt forhallanden och pa sa satt kan
man pavisa aven bakterier som inte efterfragas.

Sju av de prover som var positiva for Capnocytophaga spp. var negativa for C.
cynodegmi samt C. canimorsus. Dessa kan utgora nagon/nagra av de nyare arterna
inom slaktet, vilka inte kan pavisas med primers specifika for C. canimorsus och
C. cynodegmi, alternativt en helt ny art. Den primer som anvandes for Capno-
cytophaga spp. ar dock utvecklad for detektion av C. canimorsus samt C.
cynodegmi och visade ej positivt for nagon av de fem humana Capnocytophaga-
arter som provades vid framtagningen (Suzuki et al. 2010). De nyare arterna (C.
canis, C. felis och C. catalasagens) var dock inte upptackta vid denna tidpunkt och
endast C. canis har senare visats inte kunna detekteras med primern (Renzi et al.
2015). Tre av de sju proverna ar typade som C. cynodegmi enligt Maldi-Tof MS.
Detta skulle kunna forklaras av att Maldi-Tof MS identifierat C. cynodegmi som
basta matchning inom slaktet pa grund av fatal referensspektrum i databasen. Det
kan aven bero pa att det finns olika Capnocytophaga-arter i provet och att det
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spektra som fas i Maldi-Tof MS ér likt det enda referensspektrat av C. cynodegmi i
databasen som darmed blir béasta matchning och provet identifieras som C.
cynodegmi. Det gar dock inte att utesluta att PCR resulterat i ett falskt negativt
provsvar.

5.3 Samband och analysmetoder

Prover togs fran munslemhinnan fran 50 hundar, 24 hanar, 22 tikar samt 4 av okant
kon. Ett storre antal individer med storre geografisk spridning hade varit dnskvért
for att fa en battre representation av hela den svenska hundpopulationen samt
sakrare statistiska samband. Antalet medverkande individer begransades pa grund
av tid och budget for analysmaterial samt resor. Konsfordelningen var runt 50 %
mellan kénen och 30 olika raser (inklusive blandras) ingick i studien. Aldersfor-
delningen var jamn i de tva ovre alderskategorierna med omkring 20 hundar i
vardera kategorin. Daremot var endast 3 hundar 6 manader eller yngre med i
studien. Ett stérre antal hundar inom denna alderskategori hade 6nskats for att fa
ett sakrare statistiskt samband, da alder var den enda faktor dér ett samband kunde
ses.

Dilegge et al. (2011) observerade i sin studie att det var fa hundar (3/17) under 6
manaders alder som bar pa Capnocytophaga och endast 1 av 17 bar pa C. cani-
morsus. Resultaten fran denna studie indikerar en 6verensstammelse med deras, da
ingen av de tre hundarna som var 6 manader eller yngre bar pa C. canimorsus.
Déremot skiljer sig studierna i att alla tre hundar var positiva for Capnocytophaga
i den har studien. Pa grund av det fatal individer som ingick i denna alderskategori
bor det statistiska sambandet mellan alder och C. cynodegmi samt C. canimorsus
tolkas med forsiktighet. Sambandet styrks daremot av risk ratio och odds ratio for
de tva andra alderskategorierna samt andelen positiva i de olika alderskategorierna
dar hundar >5 4rs alder visade en hogre forekomst samt en 6kad risk for att bara pa
bakterierna och hundar mellan 6 manader och 5 ar visade en nagot lagre forekomst
samt en mindre risk for bararskap. Risk ratio och odds ratio presenteras ej for
hundar <6 manader, da antalet individer anses for lagt for att resultatet ska vara
tillforlitligt. Fler studier med storre antal individer, framfor allt under 6 manaders
alder, behovs for att kunna sédkerstalla om ett samband mellan alder och C.
cynodegmi samt C. canimorsus finns. Inget samband kunde pavisas mellan alder
och Capnocytophaga da forekomsten ar hog hos samtliga aldersgrupper och
majoriteten av hundarna bar pa nagon art inom slaktet. Till skillnad fran Dilegge et
al. (2011) men i likhet till andra studier (Mally et al. 2009; van Dam et al. 2009;
Nogueira et al. 2021) observerades daremot inget samband mellan nagon av
bakterierna och kon eller kastration.

43



5.4 Slutsats

Capnocytophaga canimorsus och C. cynodegmi ar vanligt férekommande hos
hundar och majoriteten av hundarna i studien bar pa nagon art av Capnocytophaga.
PCR gav i den hér studien en mer tillforlitlig analys avseende forekomst av
specifika bakterier i munhdlans blandflora jamfort med bakteriologisk odling.
Dartill kunde ett samband mellan alder och C. canimorsus samt C. cynodegmi
observeras. Hundar mellan 6 manader och 5 ars alder hade lagre risk att bara pa
bakterierna jamfort med hundar &ldre &n 5 ars alder har hogre risk. Fér hundar <6
manaders alder observerades en tendens till en lagre risk att bara pa C. canimorsus,
men ytterligare studier med ett storre antal individer inom denna aldersgrupp kravs
for att faststélla eventuella samband.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Capnocytophaga canimorsus och Capnocytophaga cynodegmi ar bakterier som
ingar i den normala bakteriefloran i hundens mun. Hos manniskor kan C. cyno-
degmi framfor allt orsaka sarinfektioner och C. canimorsus kan orsaka allvarliga
infektioner sasom blodforgiftning med hog dodlighet. Infektion sker framforallt
genom bett eller rivskador men kan &ven ske efter nara kontakt med hund och
drabbar huvudsakligen individer med nedsatt immunfdrsvar. Den storsta delen av
infekterade utglrs av personer som genomgatt splenektomi (borttagning av
mjélten) eller personer med leverskada efter alkoholmissbruk.

Syftet med denna studie var att understka forekomsten av slaktet Capnocytophaga,
samt bakterierna Pasteurella multocida, Streptococcus canis och Staphylococcus
pseudintermedius, i hundens mun. Undersokningen utférdes med bade PCR och
bakteriologisk odling dar identifikation av bakterierna gjordes med hjélp av Maldi-
Tof MS. Vid PCR utvinner man DNA ur provet som sedan kopieras med hjalp av
olika reagens samt en maskin som ger optimala temperaturer for kopieringen. Med
hjéalp av en elstrom separeras sedan DNA av olika langd pa en gel och framkallas
med UV-ljus och ett fargdmne. Tillsammans med en referens kan man sedan avgora
om bakterien forekommer i provet eller inte. Vid bakteriologisk odling satter man
en del av provet pa olika odlingsplattor dar bakterierna kan vaxa till. En maskin
(Maldi-Tof MS) anvénds sedan for att identifiera vilken bakterie det &r.

Prover togs fran 50 hundar varav majoriteten var bosatta i Uppsala lan. Forekomst
(andelen av proverna som var positiva) i munhalan hos hund av sléktet Capno-
cytophaga var 94 %, av bakterierna C. canimorsus 74 %, C. cynodegmi 60 %, P.
multocida 78 %, S. canis 90 % och S. pseudintermedius 48 % med PCR. Med
bakteriologisk odling var férekomsten av Capnocytophaga 20 %, av bakterierna C.
canimorsus 2 %, C. cynodegmi 10 % och S. canis 16 %. Pasteurella multocida och
S. pseudintermedius kunde inte pavisas. PCR visade en hogre forekomst &n
bakteriologisk odling och var darmed béttre pa att identifiera dessa bakterier.

Ett statistiskt samband observerades mellan alder och férekomst av C. canimorsus
samt C. cynodegmi, diar hundar >5 ars alder oftare var bérare av bakterierna medan
hundar mellan 6 manader och 5 ars alder sallan var barare av bakterierna. Ingen av
de tre hundarna <6 méanaders élder bar pa C. canimorsus, da samtliga hundar var
negativa for denna bakterie. Det kravs dock fler studier pa ett stérre antal hundar,
framfor allt de under 6 manaders alder, for att kunna bekréafta detta samband.

54



Tack

Ett stort tack till Ingrid Hansson och Peter Halvarsson for all hjalp och stottning, ni
har varit fantastiska handledare! Tack &ven till alla dgare och deras hundar for att
de medverkat i studien.

55



Bilaga 1

Foljesedel

Djuret

Art: OHund OKatt

Namn: Alder:

Ras: Postnummer:
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Bilaga 2

Mikroorganismer typade med Maldi-Tof MS.

Mikroorganism

Antal kolonier (troliga)

Antal prover

Acinebacter pseudolwoffi
Bacillus pumilus

Bacillus spp.

Bergeyella zoohelcum
Capnocytophaga canimorsus
Capnocytophaga cynodegmi
Capnocytophaga spp.
Enterococcus faecium
Escherichia coli

Flavobacterium lindanitolerans

Frederiksenia canicola
Klebsiella aerogenes
Klebsiella oxytoca

Haemophilus haemoglobinophilus

Lysinibacillus fusiformis
Malassezia pachydermatis
Micrococcus luteus
Neisseria dumasiana
Neisseria weaveri
Ochrobactum intermedium
Pasteurella canis
Pasteurella dagmatis
Pasteurella stomatis
Pseudomonas aeruginosa
Riemerella spp.

Rothia nasimurium
Staphylococcus aureus
Staphylococcus capitis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis

1(0)
0(1)
1(0)
3(1)
1(0)
5(0)
4(0)
1(0)
2(0)
1(0)
10 (0)
1(0)
1(0)
3(0)
1(0)
1(0)
0(1)
1(0)
1(0)
1(0)
7(0)
2(0)
3(0)
1(0)
1(0)
0(2)
1(0)
1)
1(0)
0(1)
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Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus schleiferi
Streptococcus canis
Streptococcus canis/dysgalactiae
Streptococcus hyovaginalis
Streptococcus minor
Streptococcus thoraltensis
Oidentifierade

0(2)
0(2)
8(0)
1(0)
1(1)
2(2)
0(1)
49
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