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Souhrn

Autofi navrhuji jednoduchy algoritmus analyzy genetického materialu mikroorganismu sliznice ustni dutiny
restrikénimi endonukle4dzami, ktery vyznamné zpiestiuje druhovou identifikaci bakterii spjatych s onemocnénim
parodontu. Metodika je zalozena na analyze ¢4asti genu pro 16S rRNA, jeji vyuziti je proto univerzalni a lze ji kom-
binovat s identifikaci dalSich klinicky vyznamnych mikroorganismu ustni dutiny, nap¥. viridujicich streptokok.
Metodika je ptistrojové i celkové finanéné nenaroénda, nebot vyuziva omezeny pocet restrikénich enzymu. A¢koliv
je cenové srovnatelna s klasickymi biochemickymi postupy druhové identifikace, rozviji je o0 moZnost jednoznad-
ného zarazeni mikroorganismu, coz je obecny rys molekularné genetickych technik.
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Application of Restriction Analysis of the Gene for 16S rRNA for Verification of Species
Identity of Important Oral Microorganisms
II. Periodontal Microorganisms

Summary: The authors recommend a simple algorithm for the restriction-endonuclease analysis of genetic
material of microorganisms present on mucous membrane of oral cavity. The method provides a significantly more
precise species identification of bacteria associated with diseases of periodontium. The method is based on analy-
sis of the part of the gene for 16S rRNA and its use is therefore universal and may be combined with identificati-
on of other clinically important organisms of oral cavity, e.g. viridans streptococci. The requirements of the met-
hod for equipment and cost are not high, as it uses a limited number of restriction enzymes. Although the method
is comparable with classical biochemical methods as far as the cost is concerned, it represents an improvement
due to unequivocal classification of the microorganisms, which is a general feature of molecular-genetic techniqu-
es.
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UVOD

Sekvence rDNA, kédujici 16S rRNA, je vysoce
konzervovana v celé prokaryotické #ii. Stupen
variability nékterych jejich tseku je piitom plné
dostacujici pro jednoznac¢nou mezidruhovou iden-
tifikaci 1 pro stanoveni vzajemné piibuznosti
taxonu [3, 5]. Proto je sekvence 16S rDNA pova-
Zovana za obecny standard pro uréovani a popiso-
vani bakteridlnich druht a jejich zatrazovani do
vy§§ich taxondu.

Na rozdil od prokazatelné spojitosti destrukce
tvrdych zubnich tkani s viridujicimi streptokoky

skupiny mutans, neni uloha mikroorganismu
v etiopatogenezi onemocnéni parodontu tak pii-
mocara. Nebyl dosud popsan jeden druh, ale ani
jedina skupina, ktera by se vyskytovala vyhrad-
né v lokalité s patologickymi zménami a mohla
byt oznacena za puvodce onemocnéni. Stavajici
znalosti vedly k vytipovani skupiny ,suspektnich
parodontalnich patogent® p#itomnych s vétsi
frekvenci v lokalitach zménénych neZ klinicky
zdravych. Nejcastéji jsou v souvislosti s onemoc-
nénim parodontu zminovany Porphyromonas
gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomi-
tans a Tannerella forsythensis (dfive Bacteroides
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forsythus). Dale jsou do této skupiny zaiazovany
Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, Capnocytophaga ochracea,
Eubacterium sp., Treponema denticola a nékteré
dalsi druhy [7].

7 vyse uvedeného Sirokého vyétu druh je patr-
ny rozdil oproti druhové identifikaci taxonomicky
jasné definované a uzaviené skupiny oralnich
streptokoku, fesené v piedchozi ¢asti této prace
[6]. Suspektni parodontalni patogeny zahrnuji
taxonomicky velmi rozmanité druhy, uvniti jed-
notlivych skupin jsou v8ak naopak druhy velmi
blizké, tézko rozlisitelné biochemickymi testy. To
spolu s v§eobecné obtiznou kultivovatelnosti téch-
to vesmeés anaerobnich mikroorganismu zvyhod-
nuje pravé genetické metody identifikace.

Zachytnost dosahovana metodami kultivaéni-
mi byva problematicka (Tannerella forsythensis,
Porphyromonas gingivalis a rod Prevotella),
v hor$im piipadé zcela nedostateéna (rod Trepo-
nema) [4]. Vysledky zaloZené na kultiva¢nich tes-
tech tedy znacéné zkresluji skuteéné zastoupeni
a vyznam jednotlivych druht pro vznik onemoc-
néni. Zachytnost parodontalnich patogenu DNA
technikami je oproti kultivaci nékolikanasobné
vy$8i a vysledky daleko 1épe koresponduji s dia-
gnostikovanou parodontitidou [1, 2, 8]. Ptislibem
v této oblasti je zejména rozvoj techniky ,real-
time PCR", umoznujici kvantifikovat zastoupeni
vyznamnych parodontalnich patogent. Uplna
nahrada kultivaéniho kroku p#i druhové identifi-
kaci pokroCilymi DNA technikami vsak tvoii
samostatnou kapitolu této problematiky a piesa-
huje ramec této publikace.

DNA metody se dobie uplatni i jako doplnék
klasickych identifikaénich postupt. Cilem této
prace bylo zhodnotit mozZnosti pouziti restrikéni
analyzy oblasti 16S rDNA pro potvrzeni a zpest-
feni identifikace vyznamnych oralnich mikroor-
ganismu podilejicich se na vzniku onemocnéni
parodontu. Navrhovany postup piinasi jedno-
znacnost pri uréeni druhu a cely proces ekono-
micky vyznamné nezatizi.

VYBER TESTOVANEHO USEKU

Usek genu 16S rDNA pro restrikéni analyzu
byl volen tak, aby variabilni oblast, umoznujici
druhové rozliSeni, byla ohrani¢ena oblastmi
konzervovanymi. To zaru¢uje univerzalni pouzitel-
nost i pro druhy taxonomicky zna¢éné vzdalené, coz
je pro dany piipad zvlasté zadouci. Modifikovali
jsme pro ucely uvazované skupiny jeden ze dvojice
primera ovéirenych pro identifikaci viridujicich
streptokokt. Ovérili jsme na vybranych zastup-
cich parodontalnich patogent jednak originalni
dvojici primert pouzitou pri identifikaci viri-
dujicich streptokoku [6] — piimy 16U1F (5

GTTTGATC(AC)TGGCTCAG-3°) a zpétny 16SCR1
(5“CTGCTGGCACGTAGTTA-3%) ohraniéujici nej-
variabilngjsi ¢ast 16S rDNA na 5° konci genu.
Amplifikaci vymezeného tseku rDNA vznikal ve
vSech pripadech o¢ekavany PCR produkt. Protoze
u nékterych cilovych druhu existuje ve dvou nuk-
leotidech reverzniho primeru variabilita, ktera by
mohla amplifikaci téchto sekvenci teoreticky kom-
plikovat, byl navrzen alternativni zpétny primer
16SCR2 (5'-CGTGCCAGCAGCCGC-39). Tento pri-
mer je posunuty o Sest nukleotida oproti 16SCR1,
délka PCR produktu se proto nepatrné lisi. Oba
PCR produkty jsou svou délkou (cca 540 part bazi)
vhodné pro jednoduchou restrikéni analyzu a dale
navrzené schéma je pouzitelné pro obé popsané
varianty.

NAVRH TESTOVACIHO
ALGORITMU

Vybér enzymu a schéma postupu byly navrze-
ny na zakladé publikovanych sekvenci cilovych
mikroorganismu. Parametry pro vybér vhodné
kombinace enzymu a zpusob kédovani jsou ana-
logické postupu uvedenému v prvni ¢asti publi-
kace [6]. Pro analyzu byly vybrany tyto restrikeé-
ni endonukleazy: Alul, Mnll, Haelll, Mlul, Mbol
a Stul. Analyza sekvenci, vybér enzymu a sesta-
veni pracovniho schématu byly provedeny pomo-
ci programu Windows 32 EditSeq 4.03,
DNASTAR, Windows 32 MegAlign 4.03,
DNASTAR a Clone Manager for Windows, ver.
4.01, Scientific and Education Software.
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Obr. 1. Oznaceni poli vymezenych fragmenty
standardu pouzité pri navrhovani algoritmu
identifikace vyznamnych parapatogenu.
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Obr. 2. Schéma algo-
ritmu pro druhovou
identifikaci rodu
Prevotella

a Tannerella.
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Prevotella a Tannerella
Alul Mnll
ED Prevotella oralis
| KI(JK) . DB . GD Tannerella forsythensis
| DBC) | | K Prevotella albensis
I Hinfi
ccC Prevotella ruminicola
(J) ..
ED/EC | K Prevotella bryantii
(IH)C Prevotella brevis
Miul
F(DC) Prevotella nigrescens
[} (DE)BC) [ (EF)D(BC) | Prevotelia enoeca
(EF)D(BC) | Prevotella pallens
(DE)D -
F(EF) I(BC) Prevotella disiens
FE F(CD) Prevotella melaninogenica/corporis
EF)D
(EF) (CD)(BC) Prevotella veroralis
F(CD)(BC) | Prevotella denticola
D(BC) DD(BC) Prevotella intermedia
DC(BC) FC(BC) Prevotella buccae
Haelll
3 ED D Prevotella buccalis
— E—
D(CD)(BC) F(CD)(BC) | Prevotella oulorum
| FD DD(BC) (FG)D Prevotella tannerae
I (BC)(BC)B D(CD)(BC) | Prevotella oris
Miul

Navrzeny systém umoznuje rozliSeni zastupcu
z rodu Porphyromonas, Prevotella, Tannerella,
Capnocytophaga a Actinobacillus, jejichz nékteri
zastupci jsou povazovani za hlavni suspektni
parodontalni patogeny (zvyraznény v obr. 2).
Tento obrazek sumarizuje navrzeny postup
restrikéni analyzy. Je z néj patrno, Ze pro jedno-
znacné urceni vSech uvazovanych druhu je dosta-
¢ujici restrikce 2-3 enzymy. Prvni dvé Stépeni
PCR produkta enzymy Alul a Mnll jsou spoleéna
pro analyzu vSech druht. Jimi lze vét§inu kmenu
zaradit do mensich skupin vétSinou blizce pribuz-
nych druht a nékteré druhy i zcela identifikovat.
Vysledek této spoletné casti identifikace urcuje
pripadny nasledny postup dal§im enzymem. To je
postacujici pro rozliSeni vSech uvedenych druhu.
Je v8ak nutno upozornit, Ze v uvazovaném soubo-
ru patogenu existuji dvojice ¢i skupiny zastupcu
ruznych skupin, které prvotni analyzou enzymy

Alul a Mnll poskytuji zaménitelné produkty Sté-
peni. Jde konkrétné o druhy Prevotella interme-
dia € Prevotella denticola vs. Porphyromonas
asaccharolytica anebo Prevotella pallens ¢i Prevo-
tella disiens vs. Capnocytophaga gingivalis. Ve
vSech zminénych i moznych dalSich piipadech
v8ak analyza tietim enzymem bezpecéné jednotli-
vé druhy odlisi (obr. 2 — obr. 4).

EKONOMICKE HODNOCENI

Primé vyuziti DNA sekvenacénich metod, posky-
tujicich absolutni vysledky, je pro rutinni druho-
vou identifikaci limitovano svou finanéni naroé-
nosti. Materialové naklady jedné sekvenacni
reakce i s vyhodnocenim se pohybuji v fadu néko-
lika set korun, p¥i analyze v obou smérech dosa-
huji tisice korun. Dal§im limitem je zavislost Kkli-
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Porphyromonas

Mnil
(coyec)Be) [ ep

pBc) [ X rE

Alul

I I (IH)C
Mbol

| FBC)B [ EB
.

Miul

| Porphyromonas levii

Porphyromonas asaccharolytica

Porphyromonas gingivalis
Porphyromonas gulae

Haelll
| ED D (EE)B | Porphyromonas cansulci
| F(.CD) E C(B.C)B | Porphyromonas canoris
| rce [ oce [ «

Porphyromonas canis

(DE)D | Porphyromonas cangingivalis
EDB - ,
c(BC)B | Porphyromonas endodontalis
Capnocytophaga
Mnl|

Capnocytophaga

| FE D ED U (J) | gingivalis/granulosa
I Haelll
” oD (GH)(BC) | capnocytophaga ochracea
(IH)(BC) | Capnocytophaga sputigena
F(DE) I
I 3 ED FE Capnocytophaga can/morsu's Obr. 3. Schéma algo-
FC(BC) Capnocytophaga cynodegmi ritmu pro druhovou

identifikaci rodua
Porphyromonas
a Capnocytophaga.

nické laboratofe na servisnim pracovisti. Potteb-
né pristrojové vybaveni nebyva kvuali vysokym
poiizovacim nakladim soucasti klinickych labo-
ratoii. Neznamena to vSak obecné, Ze molekular-
né genetické metody nemohou svou cenou konku-
rovat metodam klasickym. Navrzeny systém je
toho prikladem. Nejdrazsi slozkou podobnych
systému jsou pouzité enzymy. Proto byla pii vybé-
ru vhodnych restrikénich enzymu uvazovana
i jejich cena. Pro spoleény a mnohdy dostateény
usek analyzy zakladnimi enzymy Alul a Mnll
(New England Biolabs) jsou celkové naklady na
enzymy (5 jednotek na analyzu) nizsi nez 25 K¢.
Cena enzymu v PCR reakci (objem 30 pl; 1 jedno-
tka DyNAzyme II DNA Polymerasy) je cca 10
Kcé/reakci. 1 pii zapoCteni ostatniho materialu
(plast, nukleotidy, agaréza atd.) lze material pro
jednu analyzu poiidit zhruba za 50 K¢. I pokud je

nutna nasledna restrikéni analyza tietim ¢i ¢tvr-
tym enzymem, zustavaji celkové naklady v iadu
desitek korun. To je Ffadové méné neZ v pripadé
stanoveni DNA sekvence. Navic je cena srovnatel-
na s naklady biochemickych testu, jejichz vysled-
ky navrhovana metoda bezpochyby zpresni.

ZAVER

Restrikéni analyzou sice nemuze byt nikdy
dosazeno kvality a presnosti dosazenych DNA
sekvenovanim, avSak tato metodika miuze
poslouzit jako levny a presto dostateéné citlivy
postup pii ovérovani identity druht urcenych
jinym zpusobem, at uz biochemicky nebo genetic-
kymi metodami zaloZenymi na specifickych son-
dach.
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Actinobacillus

Alul

(cD)(BC)B | Actinobacillus seminis
(CD)C(BC) (DE)(BC)B
(EF)(BC)B
Haelll

EDB D (CD)C(BC) | Actinobacillus succinogenes
St
(CD)C(BC) (CD)C(BC)
(EF)(CD)(BC)
ECB
[ (H)(BC)
|_cceo) [ o)
Actinobacillus scotiae
EBB D C(BC)(BC) |Actinobaci/lus muris

Actinobacillus
actinomycetemcomitans

Actinobacillus salpingitidis

Actinobacillus minor
Actinobacillus arthritidis
Actinobacilllus eguuli
Avtinobacillus hominis
Actinobacillus indolicus
Actinobacillus suis

Actinobacillus ureae

Actinobacillus capsulatus
Actinobacilllus porcinus
Actinobacillus lignieresii
Actinobacillus rossii
Actinobacillus pleuropneumoniae

Actinobacillus delphinicola

Obr. 4. Schéma algo-
ritmu pro druhovou
identifikaci rodu
Actinobacillus.
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