stomatologie 5 06 26.9.2006 14:11 Str. 127

@F\ﬁ

Perspektivy pokrocilych molekularnich
metod pri detekci parodontalnich patogenu

Janata J.1, Hercik K.1, Novotna G.1, Branny P.1, Duskovd <J.2

1Mikrobiologicky ustav AV CR, Praha,
Feditelka prof. RNDr. B. Rihova, DrSc.
2Vyzkumny ustav stomatologicky 1. LF UK a VFN, Praha,
prednostka prof. MUDr. J. Duskova, DrSc.

Souhrn

Publikace shrnuje souéasny stav v diagnostice parodontalnich patogenu. Autoti diskutuji o hlavnich prednos-
tech a uskalich klasickych kultivaénich metod a novych DNA technik. Z nastupujicich metod molekularni diagnos-
tiky piredstavuje podrobnéji metodu hybridizace in situ. Vysvétluje jeji podstatu, rizné varianty provedeni i moz-
nosti, véetné konkrétnich prikladt pouziti pro detekci parodontalnich patogent.
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Summary: The publication summarizes the present state in the diagnostic of periodontal pathogens. It discus-
ses main advantages and pitfalls in classical cultivation methods and new DNA techniques. In the recent methods
of molecular diagnostics the method of hybridization in situ is described in more detail. Its basis, various variant
procedures and possibilities are explained including specific examples of the use the detection of periodontal pat-
hogens.
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UVOD

Mikroorganismy vyznamné
v etiopatogenezi onemocnéni parodontu

Onemocnéni parodontu, které u dospélé popu-
lace patti mezi onemocnéni s hromadnym vysky-
tem, ve svych dusledcich piredstavuje u osob star-
Sich 25 let stejné casty duvod ztraty zubu jako
nasledky zubniho kazu.

Uloha plaku — rozhodujici formy existence
mikrorganismu v ustni dutiné — v etiopatogenezi
onemocnéni parodontu neni zcela definovana.
Zasadni obtiZz ve stanoveni pii¢inné souvislosti
mezi bakterialnim ptvodcem a vznikem nebo roz-
vojem onemocnéni je jak na strané hostitele, tak
1 mikroorganismu. Na strané hostitele neexistuji
znalosti o stavu parodontalniho biotopu z hledis-
ka atraktivity pro adherenci (kvantita, resp. kva-
lita vazebnych receptori na povrchu bunék gingi-
vy), na strané mikroorganismu nebyl dosud
popsan jeden druh nebo skupina, které by se
vyskytovaly vyhradné v lokalité s patologickymi

zménami a mohly byt oznaceny za puavodce one-
mocnéni.

Parodontalni mikroorganismy, osidlujici zdra-
vy i patologicky zménény parodont, byly a jsou
i nadale intenzivné studovany. I pires veliké
mnoZstvi vyizolovanych bakterialnich druhu,
a jejich mnozstvi se neustale rozsituje, lze tyto
dosud publikované studie ve vztahu k etiopatoge-
nezi vzniku onemocnéni parodontu shrnout
takto:

v Stavajicimi vySetfovacimi moznostmi byly
zjistény neprili§ vyrazné zmény ve sloZeni mikro-
bialniho osidleni zdravé a patologicky zménéné
lokality.

v Vysoky pocet druht izolovanych z hlubokych
parodontalnich chobott nereflektuje vzdy klinic-
ky nalez.

v/ Stavajici znalosti vedly k vytypovani skupi-
ny ,suspektnich parodontalnich patogend” pii-
tomnych s vétsi frekvenci v lokalitach zménénych
nez klinicky zdravych.

Komplexita mikrobialniho ekosystému sliznice
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astni dutiny i slozitost interakce mikroorganis-
mu s parodontalnim biotopem hostitele znemoz-
nuje piimocare popsat ulohu mikroorganismu
v etiopatogenezi onemocnéni parodontu. Nebyl
dosud popsan jeden druh ¢i skupina vyskytujici
se vyhradné v lokalité s patologickymi zménami,
tedy jednoznaény ptuvodce onemocnéni. Z prostie-
di gingivalniho sulku nebo parodontalniho chobo-
tu bylo izolovano u ruznych jedincu vice nez 300
druht mikrooganismu, a dokonce az 40 druhu
z jediného mista, piresto jen nékolik z nich je spo-
jovano s onemocnénim parodontu [1]. VétSina
autoru i zavér Svétového workshopu (The Ameri-
can Academy of Periodontology World Workshop)
[2] shodné definuji trojici parodontalnich patoge-
nu, pro kterou existuji silné dukazy o jejich roli
v etiopatogenezi onemocnéni. Jsou jimi Actinoba-
cillus actinomycetemcomitans Porphyromonas
gingivalis a Tannerella forsythensis (diive Bacte-
roides forsythus). Tyto bakterialni druhy, kromé
statisticky vyznamné asociace s destruktivni
parodontitidou, sekretuji Siroké spektrum poten-
cialnich virulentnich faktort, které podporuji
jejich patogenitu [3]. Konkrétné A. actinomyce-
temcomitans produkuje leukotoxin, P. gingivalis
argininové a lyzinové proteazy (tzv. gingipains),
spojované s destrukci tkani parodontu. 7. forsyi-
hensis sekretuje sialidasu, trypsinu podobné pro-
teazy a BspA protein, umoznujici adhezi k fibro-
nektinu a fibrinogenu.

Vyvoje onemocnéni se velmi pravdépodobné
ucastni i dalsi mikroorganismy sliznice ustni
dutiny, které se vSak vétSinou nachazeji bézné
i u zdravych osob. Nejéastéji jsou z této skupiny
zminovany Prevotella intermedia a Prevotella
nigrescens, Campylobacter rectus, Eikenella cor-
rodens, Capnocytophaga ochracea, Eubacterium
nodatum. Peptostreptococcus micros, Fusobacte-
rium nucleatum a ruzné spirochety, napi. Trepo-
nema denticola [4, 5].

Hledani novych moznosti detekce
parodontalnich patogenu

Ackoliv jsou dosud kultivaéni metody povazo-
vany za referenc¢ni standard v parodontalni mik-
robiologii, nemohou byt povazZovany za metodu
optimalni. Na druhou stranu je tieba ¥ici, Ze
zatim ani zadna z novych DNA metod nespliuje
bezezbytku vSechny pozadavky. Na rozdil od kul-
tivaéni metody nezachycuji neobvyklé a nové
druhy.

Kultivaéni metody byvaji povazovany za nena-
roéné a levné, avsak rozhodné tomu tak neni
v tomto piipadé. Kultivace druhové Sirokého
spektra parodontalnich patogent rozhodné neni
jednoducha, nebot jde vesmés o anaerobni mikro-
organismy. Vyzaduje proto specializované praco-
vis§té se specialné vySkolenym personalem,
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nakladnym vybavenim a relativné drahym pro-
vozem. Presto zachytnost dosahovana kultivaéni-
mi metodami byva problematicka. Hlavni davod
jejiho selhavani je pravé v samé podstaté metody,
v nutnosti kultivace. Do formy viditelné kolonie
vyrostou pouze Zivotaschopné bunky, tedy ty,
které samy sebe dokazi amplifikovat. ZkuSenosti
ukazuji, Ze nespravné provedeny odbér vzorku,
skladovani a transport zcela znemozni naslednou
kultivaéni detekci parodontalnich patogenu.
Metoda tak klade vysoké naroky nejen na specia-
lizované diagnostické pracovisté, ale i piimo na
pracovniky provadéjici odbér, coz je nereSitelnou
bariérou pro rutinni pouZzitelnost v praxi.

V této souvislosti stoji za zminku, Ze vySe zmi-
néného konsenzu o skladbé nejvyznamnéjsich
parodontalnich patogent bylo dosaZzeno az po
nastupu molekularné genetickych metod detek-
ce. Do té doby mezi né nebyly Fazeny nékteré nej-
vyznamnéj$i druhy, jejichZ piitomnost stanovena
DNA technikami nejlépe koreluje s onemocné-
nim. Nejvyznamnéj$im piikladem takového
posunu je T. forsythensis [6, 7, 8]. Zcela nekulti-
vovatelna je vétSina spirochet rodu Treponema
[9]. Vysledky zaloZené na kultivaénich testech
tedy znacné zkresluji skuteéné zastoupeni, a tim
i vyznam jednotlivych druht pro vznik onemoc-
néni.

7 vyse uvedeného je ziejmé, Ze v pripadé paro-
dontalnich patogent se hleda idealni diagnostic-
ka metodika s vynechanim kultivaéniho kroku.
Méla by dokazat zpracovat nejen bunky zivé, ale
i zdznam o bunikach ,mrtvych“. To obecné spliuji
molekularni metody smérované na nezivou a che-
micky daleko odolné&jsi DNA. Tyto metody musi
byt vysoce citlivé. Amplifikace bunék musi byt
nahrazena amplifikaci specifické cilové struktury
(specifického useku DNA v pripadé metod PCR)
anebo moznosti amplifikovat signal. To je pripad
hybridiza¢nich metod, zejména metody hybridi-
zace in situ, ktera umoznuje druhové ¢i skupino-
vé specificky vizualizovat jednotlivé bunky vyty-
povaného mikroorganismu (a i nékolika soucas-
né) piimo v odebranych vzorcich tkané.

Metoda hybridizace in situ a pouzitelnost
pro parodontalni patogeny

Pro vizualizaci bakterialnich bunék je obecné
mozné pouZzit nespecifické znaceni pomoci fluo-
rescen¢nich barev, které maji nejéastéji afinitu
k nukleovym kyselinam. Jako piiklady fluoro-
chromu, vyuZitelnych k tomuto zptsobu znaceni,
1ze uvést napr. SYTO BC a SYBR Green 1. Pii-
klad takto vizualizovanych bunék kultury Cap-
nocytophaga ochracea znazornuje obr 1. Tato
metoda je velice efektni, nicméné nedovoluje spe-
cifickou detekci a vizualizaci jednoho nebo néko-
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Obr. 1. Bunikky bakterie Capnocytophaga ochra-
cea vizualizované ve fluorescenénim mikrosko-
pu, znacené nespecificky flourescenc¢ni barvou
(SYTO BCO) s afinitou k DNA. ZvétSeni 1250x.

lika vybranych druhu bakterii ve smésnych kul-
turach, infekénim nebo kontaminovaném materi-
alu.

Hybridizace in situ je naproti tomu vysoce
selektivni technika umoznujici detekovat speci-
fické sekvence nukleovych kyselin v morfologicky
zachované tkani, tkanovych rezech nebo celych
bunkach pomoci  znacenych DNA nebo RNA
sond. V klinickém materialu je tak mozné deteko-
vat napt. infekéni agens, jako jsou bakterie nebo
virové nukleové kyseliny. Pii pouziti vicenasob-
ného znaceni specifickych sond umoznuje tato
metoda detekovat i nékolik bakterialnich druhu
v jediném kroku. Jsou-li jako cilové struktury pro
znacenou sondu pouzity odpovidajici markery, je
mozné detekovat v populaci i jedince nesouci
geny s virulentnimi faktory nebo geny pro rezi-
stenci k antibiotikim. P#ikladem takovych vhod-
nych specifickych cilovych struktur u trojice
hlavnich parodontalnich patogenu jsou jejich
potencialni virulentni faktory uvedené v tvod-
nim odstavei ¢lanku. Ty byly jiz vyuZity jinou
pokroc¢ilou DNA technikou — ,Real-time PCR*
[3].

Metodu hybridizace in situ poprvé popsali Par-
due a Gall [10]. S rozvojem molekularni biologie,
imunologie a modernich technologii je dnes
dostupna Siroka skala pouzitelnych znacek, zpu-
sobu detekce signalu, metod pripravy sond a pra-
covnich postupti, coZ umoznuje pouzit in situ hyb-
ridizaci jako metodu detekce a vizualizace speci-
fickych sekvenci nukleovych kyselin a amplifika-
ce signalu nejen v laboratoiich, ale i pro rutinni
diagnostické ucely.

Hybridizace in situ zahrnuje nasledujici kroky:
a) pripravu znacené DNA nebo RNA sondy;
b) piipravu cilové struktury: tkané, tkanového
fezu, bunééné suspenze; c¢) opracovani cile pro
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usnadnéni pruniku sondy; d) vlastni hybridizaci
sondy s cilovou nukleovou kyselinou; e) oplach,
odstranéni nenavazané sondy; f) detekci hybridi-
zované sondy v zavislosti na typu pouzité znacky.
Tato metoda také muze byt kombinovana s PCR,
coz vede k dalsi amplifikaci signalu a zlepSeni
senzitivity a moznosti detekce.

Co se tyka znaceni sondy, existuji dvé hlavni
varianty: radioaktivni znaceni, detekovatelné
autoradiograficky, a neradioaktivni, detekovatel-
né bud primo nebo nepiimo imunocytochemicky.
Vyhodou pouziti radioaktivnich izotopu je moz-
nost nasledné kvantifikace signalu a vysoka sen-
zitivita. Neradioaktivni znacky (hapteny) maji
velikou vyhodu v bezpecénosti pii manipulaci, sta-
bilité a vysoké rychlosti zpracovani signalu.
V zasadé existuji dva typy hybridizaénich metod
vyuzivajicich neradioaktivné znacené sondy:
prima a nepiima. Pfima metoda je zaloZena na
vizualizaci detekovatelné znacky - nejcastéji flu-
orochromu, ktera je ptimo, kovalentné vazana na
sondu - ihned po hybridizaéni reakci. Pokud exis-
tuji protilatky proti této molekule, je mozné kon-
vertovat pfimou metodu v metodu nepiimou [11].
Nepiima metoda vyzaduje sondu s vazanou mole-
kulou, ktera je nasledné detekovatelna afinitni
cytochemickou reakeci. Velice c¢asto se jedna
o detekci haptenu specifickou protilatkou konju-
govanou s fluorochromem nebo enzymem produ-
kujicim stabilni barevny nebo fluoreskujici sub-
strat.

Preparaty hybridizované se sondami znaceny-
mi piimo fluorochromy mohou byt ihned vizuali-
zovany ve fluorescenénim mikroskopu. Fluoro-
chromy nejéastéji vyuzivanymi pro in situ hybri-
dizaci jsou napt.:. AMCA (amino-methylcouma-
rin-acetic acid), fluorescein, rhodamin, Texas
Red, Cy3, Cy5 nebo Alexa Fluor dyes. Piiklad

Obr. 2. Specificka detekce suspenze bunék Porp-
hyromonas gingivalis pomoci DNA sondy znace-
né Alexa Fluor 488, vizualizované ve fluorescenc-
nim mikroskopu. Zvétseni 1250 x.
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druhové specifické vizualizace bunék P. gingiva- LITERATURA
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