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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Drobnoustroje wchodzace w sktad plytki nazebnej sa gléwna przyczyna zapalenia przyzebia.
Poznanie ich oraz zrozumienie ztozonych zaleznosci i oddziatywari miedzy nimi, czynnikami $ro-
dowiskowymi i stanem zdrowia gospodarza pozwalajg na usprawnienie diagnostyki i terapii celo-
wanej u pacjentéw chorych na zapalenie przyzebia. W tym celu coraz szerzej stosuje sie techniki
diagnostyki molekularnej, zaréwno oparte na taicuchowej reakcji polimerazy, jak i na analizie
kwaséw nukleinowych przez hybrydyzacje. Na podstawie przegladu pi$miennictwa oméwiono
nastepujace metody: taricuchowa reakcje polimerazy (PCR), faricuchowa reakgcje polimerazy w cza-
sie rzeczywistym (real-time PCR), sekwencjonowanie genu kodujacego 16S rRNA, hybrydyzacje
typu ,,checkerboard” i ,,reverse-capture checkerboard”, mikromacierze, elektroforeze w gradien-
cie czynnika denaturujacego (DGGE) i w gradiencie temperatury (TGGE) oraz polimorfizm dtugo-
$ci terminalnych fragmentdéw restrykcyjnych (TRFLP), a takze sekwencjonowanie nowej generacji
(NGS). Zwrdcono uwage na zalety i wady kazdej z nich przy badaniu periopatogenéw. Wymienione
wyzej techniki diagnostyki molekularnej pozwalaja na szybkie wykrycie nawet niewielkich ilo$ci
patogenu obecnego w materiale diagnostycznym i okazujg sie szczegélnie uzyteczne do wykrywa-
nia mikroorganizméw, ktérych hodowla w laboratorium jest trudna lub niemozliwa.
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Summary

The microorganisms that form dental plaque are the main cause of periodontitis. Their identifi-
cation and the understanding of the complex relationships and interactions that involve these
microorganisms, environmental factors and the host’s health status enable improvement in dia-
gnostics and targeted therapy in patients with periodontitis. To this end, molecular diagnostics
techniques (both techniques based on the polymerase chain reaction and those involving nucleic
acid analysis via hybridization) come increasingly into use. On the basis of a literature review, the
following methods are presented: polymerase chain reaction (PCR), real-time polymerase chain
reaction (real-time PCR), 16S rRNA-encoding gene sequencing, checkerboard and reverse-cap-
ture checkerboard hybridization, microarrays, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE),
temperature gradient gel electrophoresis (TGGE), as well as terminal restriction fragment length
polymorphism (TRFLP) and next generation sequencing (NGS). The advantages and drawbacks
of each method in the examination of periopathogens are indicated. The techniques listed above
allow fast detection of even small quantities of pathogen present in diagnostic material and prove
particularly useful to detect microorganisms that are difficult or impossible to grow in a laboratory.
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WPROWADZENIE

Zapalenie przyzebia (fac. periodontitis) jest powszechnie
wystepujacym schorzeniem, dotykajacym do 90% $wia-
towej populacji. W odréznieniu od tagodniejszej postaci
- zapalenia dzigset (tac. gingivitis), jest nieodwracalne.
Schorzenie to prowadzi do niszczenia tkanki tacznej
przyzebia oraz ko$ci wyrostka zebodotowego. Jest jedna
z gtéwnych przyczyn utraty zebéw wéréd dorostych
[54]. Zapalenie przyzebia, poza zmianami w jamie ust-
nej, moze wywotywaé réwniez inne negatywne skutki
zdrowotne, m.in. zakazenia odogniskowe [33]. Rozwa-
zany jest jego zwiazek z cukrzyca typu 2, chorobami
uktadu krwiono$nego, bélem przewlektym oraz niekté-
rymi nowotworami [3,8,32,50].

Etiologia zapalen przyzebia jest wieloczynnikowa, przy
czym gtéwna role odgrywaja mikroorganizmy wyste-
pujace w jamie ustnej. Wplyw bakterii na wystepowa-
nie zapalenia przyzebia dostrzezono stosunkowo pézno,
gdy w 1956 r. opublikowano wyniki badar nad wptywem
penicyliny na periodontitis [26]. W odréznieniu od wiek-
szo$ci zapalen wywotanych infekcja, zapalenie przyzebia
nie jest spowodowane przez jedna swoistg bakterie, lecz
przez grupg drobnoustrojéw [6]. Za powstawanie zapa-
lerr przyzebia odpowiadaja przede wszystkim bakterie
plytki nazebnej.

Plytka nazebna okre$lana jest mianem biofilmu, gdyz
ma wtasciwo$ci podobne do innych biofilméw spo-
tykanych w przyrodzie. Ocenianie ptytki nazebnej
w kategoriach biofilmu jest niezbedne do zrozumie-
nia zachodzacych w niej zjawisk. Miedzy bakteriami
wystepujacymi w plytce nazebnej zachodza niezwy-
kle ztozone oddziatywania. Wiekszo$¢ z nich mozna
okre$li¢ mianem synergistycznych, wystepuja jednak
réwniez zjawiska antagonistyczne. Bakterie zawarte
w biofilmie sa zdolne do komunikowania sie miedzy
sobg za pomoca sygnatéw wysytanych za posrednic-
twem wytwarzanych substancji chemicznych (quorum
sensing) [26].

Teorie na temat mechanizmu niekorzystnego wptywu
plytki nazebnej na stan zdrowia jamy ustnej zmienialy
sie na przestrzeni lat. Pod koniec XIX w. zrodzita sie tzw.
hipoteza ptytki nieswoistej, oparta gtéwnie na bada-

niach Millera i Blacka. Hipoteza ta zaklada, iz ptytka
nazebna oddziatuje na gospodarza w sposéb nieswoisty
jako biomasa i liczba zawartych w niej bakterii, czyli
wielko$¢ ptytki, i to wszystko decyduje o jej patogen-
nosci [58]. W 1998 r. Socransky i wsp. opisali kompleksy
bakterii zwiagzanych z chorobami przyzebia [66]. Powig-
zali parametry kliniczne zapalenia przyzebia, takie jak
krwawienie podczas zglebnikowania oraz gleboko$¢ kie-
szonki przyzebnej z mikroorganizmami poddzigstowymi.
Zaproponowali koncepcje komplekséw bakteryjnych,
ktére byty zwigzane z nasileniem choroby przyzebia
i wyréznili ich pie¢ oznaczonych kolorami - zéttym,
czerwonym, zielonym, pomarariczowym i fioletowym.
Najbardziej patogenny w zapaleniu przyzebia jest kom-
pleks czerwony, sktadajacy sie z Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythensis i Treponema denticola. Kompleks fio-
letowy z Aggregatibacter actinomycetemcomitans jest zwig-
zany z wystepowaniem agresywnych postaci zapalenia
przyzebia, takich jak umiejscowione mtodzienicze zapa-
lenie przyzebia (localized juvenile periodontitis) oraz
z opornym na leczenie zapaleniem przyzebia (refrac-
tory periodontitis). Pozostate kompleksy odznaczaja sie
niskim badZ umiarkowanym ryzykiem rozwoju zapale-
nia przyzebia [66]. Koncepcja komplekséw Socransky-
"ego oparta byta na teorii plytki specyficznej i zaktadata,
iz jedynie niewielka liczba konkretnych drobnoustrojéw
odpowiada za powstawanie choréb. Wedtug niektérych
autordw teoria ta byta zbyt uproszczona. Philip Marsh
w 1994 r. zaproponowal tzw. hipoteze ptytki ekologicz-
nej. Zasugerowal, iz choroba jest wynikiem zaburze-
nia réwnowagi w mikroflorze bakteryjnej w zwigzku
ze stresem ekologicznym, zwiekszajacym wystepowa-
nie patogenéw czy tez mikroorganizméw zwigzanych
z chorobami (sktad ptytki nazebnej jest przede wszyst-
kim uzalezniony od czynnikéw $rodowiskowych - ekolo-
gicznych). Zmiany sktadu bakteryjnego ptytki sa wedtug
Marsha zwigzane z czynnikami ekologicznymi, takimi
jak obecno$¢ okreslonych substancji odzywczych oraz
niezbednych kofaktoréw, pH i potencjaty oksydacyjno-
-redukcyjne [40]. Hajishengallis i wsp. zaproponowali
hipoteze podstawowych patogenéw (keystone pathogen
hypothesis), wedtug ktérej okreslone, nieliczne pato-
geny moga przez zmiane skladu ilosciowego i jakoscio-
wego mikrobiomu jamy ustnej doprowadza¢ do dysbiozy
i przewlektego stanu przyzebia; jednym z nich jest P. gin-
givalis [24].
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Obecnie obserwuje sie zmiane pogladéw na temat
roli bakterii w powstawaniu chordéb przyzebia: naste-
puje stopniowe odchodzenie od analizy wptywu
konkretnych patogendw na rzecz analizy catych mikro-
biomdw. Zmieniajace sie koncepcje zwiazane z rolg bak-
terii w powstaniu zapaleti przyzebia wymagaja nowych
metod diagnostyki mikrobiologicznej, pozwalajacych
wykrywaé coraz bardziej ztozone zalezno$ci miedzy
drobnoustrojami, czynnikami §rodowiskowymi a stanem
zdrowia gospodarza. Zazwyczaj przedmiotem badan tra-
dycyjnej mikrobiologii jest pojedyncza komérka bak-
teryjna. W przypadku biofilméw, takich jak ptytka
nazebna, badania sa prowadzone w odniesieniu do tej
struktury jako do ,,catego organizmu”, gdzie kazda bak-
teria jest zalezna od obecno$ci innych gatunkéw [1].
Poznanie etiologii schorzei wywotywanych przez te
struktury wymaga identyfikacji tworzacych je mikroor-
ganizmdw [72]. Niemozliwe jest wyhodowanie w warun-
kach laboratoryjnych wiekszoéci (ponad 99%) gatunkéw
bakterii wystepujacych w jamie ustnej, poniewaz nie
ma mozliwosci odtworzenia delikatnych zaleznoci tro-
ficznych panujacych w ich naturalnym $rodowisku. Dla-
tego tez wiekszo$¢ gatunkéw zasiedlajacych jame ustng
nie jest wykrywalna za pomoca standardowych testéw
mikrobiologicznych [69,72]. W celu doktadnego zdiagno-
zowania czynnikéw etiologicznych wywolujacych rézne
schorzenia jamy ustnej stosuje sie techniki diagnostyki
molekularne;j.

Réznorodnos$é gatunkowa mikroorganizméw tworzg-
cych biofilm byta przyczyng intensywnych prac nad
rozwojem technik ich identyfikacji. Badania zaowoco-
waly opracowaniem wielu metod diagnostyki moleku-
larnej, ktére mozna podzieli¢ na metody analizy kwaséw
nukleinowych przez hybrydyzacje oraz w oparciu o tan-
cuchowg reakcje polimerazy.

LancucHowa Reakcia poLiMERAZY — PCR

Laricuchowa reakcja polimerazy - PCR (polymerase
chain reaction) zostata opracowana przez Kary’ego Mul-
lisa w 1983 r. Dziesie¢ lat pézniej otrzymat on za opra-
cowanie tej techniki Nagrode Nobla w dziedzinie chemii
[2,44]. Metoda odzwierciedla naturalny proces replikacji
materiatu genetycznego i umozliwia w warunkach labo-
ratoryjnych, w trakcie pojedynczego, kilkugodzinnego
procesu enzymatycznego, powielenie (amplifikacje) $ci-
$le okreslonych odcinkéw DNA 10°-10° razy w stosunku
do ich wyjéciowej liczby kopii [2]. Amplifikowane frag-
menty taricucha kwasu deoksyrybonukleinowego moga
mie¢ dlugo$¢ od kilkudziesieciu do kilkunastu tysiecy par
zasad [2]. Do przeprowadzenia reakcji PCR potrzebne jest
matrycowe DNA, oligonukleotydy (starter lub primer)
o znanej sekwencji, ktdre zainicjuja elongacje w pozada-
nym miejscu nici DNA, tréjfosforany deoksynukleotydéw
(ANTP) - substraty niezbedne do syntezy komplementar-
nej nici oraz enzym katalizujacy elongacje taticucha DNA
- polimeraze DNA, zawieszony w buforze reakcyjnym
o odpowiednim pH z dodatkiem kofaktora - dwuwar-
to$ciowych kationdw magnezu (Mg?'). Najpopularniej-

szymi enzymami wykorzystywanymi w reakcjach PCR sa
polimeraza Taq (wyizolowana z Thermus aquaticus) oraz
polimeraza Pfu (wyizolowana z Pyrococcus furiosus) [75].
Obydwa enzymy réznig sie nieznacznie, ale maja dwie
zdolnosci, ktdre czynig je uzytecznymi w reakcjach PCR.
Syntetyzuja nowe nici DNA na podstawie matrycowego
DNA z udziatem starteréw oraz sg niewrazliwe na wyso-
kie temperatury. Standardowa reakcja PCR sktada sie
z cyklicznie powtarzanych 3 etapéw:

« denaturacji dwuniciowej matrycy DNA - w temperatu-
rze 90-95°C;

« hybrydyzacji starteréw do jednoniciowej matrycy DNA
(annealing) - w temperaturze 40-65°C i

« syntezy nici komplementarnej (elongation) - w tempe-
raturze okoto 72°C.

Po 30 cyklach ilo$¢ powielanego materiatu wzrasta okoto
milion razy [2]. Reakcje PCR przeprowadza sie w termo-
cyklerze. Jest to urzadzenie spelniajace role bloku grzej-
nego, w ktérym elektronicznie zmieniane sa (szybko
i precyzyjnie) temperatury wlasciwe dla poszczegblnych
etapéw reakeji PCR [3].

Podczas przeprowadzania reakcji PCR mozna wyrdz-
nié cztery fazy. W czasie fazy wstepnej startery lacza
sie z regionami komplementarnymi w obrebie matrycy.
W tym czasie reakcja jest mato efektywna, poniewaz ska-
nowanie matrycy przez startery w celu znalezienia kom-
plementarnych sekwencji jest czasochtonne. Diugosé
fazy zalezy od stezenia matrycowego DNA w mieszaninie
reakcyjnej. Wraz ze wzrostem liczby kopii powielanych
sekwencji reakcja wchodzi w faze wyktadnicza. W ciggu
tej fazy nastepuje wyktadniczy przyrost ilosci produktu.
Jako kolejna nastepuje faza liniowa, podczas ktérej wydaj-
no$¢ reakcji zaczyna maleé. Czwarta faza nazywana jest
stacjonarng (lub plateau), podczas niej nastepuje dalsze
spowolnienie tempa reakcji, az do jej zahamowania [70].
Obecnos¢ produktu reakcji PCR sprawdza sie, przeprowa-
dzajac rozdziat elektroforetyczny w zelu poliakrylamido-
wym lub agarozowym z dodatkiem barwnika - bromku
etydyny (EtBr). Juz w 1966 r. opisano jego zdolno$¢ do
fluorescencji po potaczeniu sie z kwasami nukleinowymi
[36]. Zel po elektroforezie poddaje sie obserwacji w $wie-
tle ultrafioletowym, ktére uwidacznia DNA potaczone
z barwnikiem fluorescencyjnym. Produkty reakcji PCR
sg widoczne w zelu w postaci prazkéw. W celu okreslenia
wielkoéci produktu, tj. dlugosci amplikonéw stosuje sie
markery - mieszanine fragmentéw DNA o znanych dtugo-
$ciach. Zaletg diagnostyki metodg PCR jest to, iz materiat
wyjéciowy do analizy PCR moze zawiera¢ DNA w matym
stezeniu lub w znacznym stopniu zdegradowany. Amplifi-
kacji podlega swoista, wybrana do badar sekwencja, ktéra
moze postuzy¢ do analizy lub dalszych manipulacji gene-
tycznych [37].

Standardowy proces PCR stosowany w diagnostyce
infekcji jamy ustnej jest metodg jako$ciowa. Pozwala na
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okreslenie obecnosci danego patogenu, ale nie jest moz-
liwe okre$lenie jego ilosci. Przyktadem jest diagnostyka
bakterii Streptococcus mutans przez amplifikacje swo-
istego fragmentu genu spaP, ktéry koduje wytwarzanie
powierzchniowego antygenu 1/11 [46].

Jest to najcze$ciej stosowana metoda mikrobiologii
molekularnej z uzywanych w diagnostyce choréb przy-
zebia - przez lata uwazana za ztoty standard [14,57]. PCR
umozliwia wykrywanie pojedynczych bakterii zwig-
zanych z wystepowaniem chordb przyzebia, takich jak
P. gingivalis, T. forsythia, A. actinomycetemcomitans, czy
T. denticola. Jej gléwna przewagg w stosunku do metod
konwencjonalnych jest mozliwo$¢ wykrycia mikro-
organizmdéw niedajacych sie hodowaé¢ w warunkach
laboratoryjnych [9]. W przypadku diagnostyki zapalet
przyzebia jest to niezmiernie istotna cecha, gdyz wiele
spo$réd wywotujacych je drobnoustrojéw jest trudnych
do hodowli lub ich hodowla jest w ogéle niemozliwa.
Technika znalazta réwniez zastosowanie w wykrywaniu
wiruséw mogacych mie¢ zwigzek z chorobami przyze-
bia [38]. Ponadto PCR umozliwia wykrycie mikroorga-
nizméw, ktére znajduja sie w badanej prébce w liczbie
niewystarczajgcej do wykrycia z wykorzystaniem
hodowli oraz stwarza znaczaco mniej probleméw zwig-
zanych z transportem materiatu do laboratorium [9,68].

REAKCIA LANCUCHOWA POLIMERAZY W CZASIE RZECZYWISTYM

Rewolucyjng odmiang standardowej taricuchowej reak-
cji polimerazy jest real-time PCR. Technika znajduje
zastosowanie w precyzyjnym rozpoznawaniu i okre$le-
niu kopii swoistych sekwencji nukleotydowych w préb-
kach z bardzo malg ilo$cig materiatu genetycznego [75].
Umozliwia okreslenie, ktére z gatunkdw bakterii tworza-
cych biofilm jamy ustnej sa dominujace, co umozliwia
zastosowanie efektywnej terapii celowanej przeciwko
wykrytym mikroorganizmom. Metoda real-time PCR
polega na amplifikacji okreslonego odcinka DNA wyzna-
kowanego barwnikiem fluorescencyjnym, co umozli-
wia ciagte kontrolowanie ilo§ci namnazanego produktu
przez badanie zmian natezenia emitowanego $wiatta. Na
poczatku lat dziewieédziesigtych XX w. jako barwnika do
real-time PCR uzywano bromku etydyny. Obecnie naj-
popularniejsza sondg fluorescencyjna wykorzystywang
w do$wiadczeniach przeprowadzanych z wykorzysta-
niem omawianej techniki jest SYBR Green 1. Barwnik
przytacza sie do bruzdy mniejszej w podwdéjnej nici DNA
(dsDNA - double stranded DNA), emitujgc przy tym 1000
razy wieksza fluorescencje niz gdy pozostaje w postaci
niezwigzanej w roztworze [78]. Na tej zaleznosci opiera
sie mechanizm dziatania i wiekszo$¢ zalet real-time PCR.
Zwiekszajaca sie ilo§¢ dsDNA oznacza wiecej zwigza-
nego barwnika, co powoduje wzrost natezenia fluore-
scencji pochodzacej od SYBR Green 1. Dzieki kamerom
umieszczonym w termocyklerze mozna §ledzi¢ zmiany
natezenia i mierzy¢ ilo§¢ powstatego produktu amplifi-
kacji. Mozliwe jest réwniez okre$lenie poczatkowej ilo$ci
materiatu matrycowego danej reakcji przez odczytanie
liczby cykli potrzebnych do przekroczenia zdefiniowanej

warto$ci progowej (F, - fluorescence threshold) przez
odpowiednio wysokie natezenie sygnatu fluorescencyj-
nego [75]. F, w reakcji real-time PCR to umowna wartos¢
natezenia fluorescencji, ktéra wskazuje poczatek fazy
logarytmicznego przyrostu iloci produktu. Cykl pro-
gowy (C,, threshold cycle) to numer cyklu reakcji, w ktd-
rym ilos¢ namnozonego produktu przekracza prég. Im
wczeéniej to nastepuje, tym wieksza byta poczatkowa
ilo§¢ matrycowego DNA. W celu okre$lenia poczatkowe;
liczby kopii DNA w badanej prébie sporzadza sie serie
rozciericzen roztworu o znanym stezeniu i liczbie kopii
DNA, przeprowadza sie reakcje real-time PCR i na pod-
stawie otrzymanych wynikéw C wyznacza si¢ krzywa
standardowg. Warto$¢ C, préby badanej poréwnuje sie
z krzywa wzorcowa i oszacowuje poczatkowa liczbe cza-
steczek DNA. Koricowy produkt mozna poddaé ogrzewa-
niu w coraz wyzszej temperaturze i okresli¢ jego ,,punkt
topnienia”, czyli temperature, w ktérej dsDNA ulega
denaturacji i powstaja dwie komplementarne pojedyn-
cze nici DNA (ssDNA, single stranded). Temperatura
zalezy od dtugosci nici oraz od sktadu nukleotydowego
[75].

Real-time PCR znajduje zastosowanie w ocenie jako-
$ciowej oraz ilo$ciowej periopatogendw plytki nazebnej
[21,59]. OkreSlenie liczby poszczegdlnych drobnoustro-
jéw pozwala lepiej zobrazowaé ekosystem jamy ustnej
i uwidoczni¢ dominacje konkretnych bakterii lub ich
komplekséw [71].

Ze wzgledu na powyzsze cechy oraz stosunkowo krétki
czas analizy real-time PCR i uproszczenie, wykorzysty-
wany jest w badaniach nad wystepowaniem periopato-
genéw w réznych populacjach [21,59,80].

SEKWENCJONOWANIE GENU KoDUJACEGO 165 RRNA

Inng metoda wykorzystywang przy diagnostyce mole-
kularnej w zapaleniu przyzebia jest sekwencjonowanie
genu kodujacego 16S rRNA, ktéry jest sktadowa podjed-
nostki 30S w prokariotycznym rybosomie. Wspomniany
gen ma dtugo$¢ okoto 1,500 bp i jest wysoce konser-
wowany. Wszystkie bakterie majg go w swoim geno-
mie, wystepuja w nim unikatowe réznice w sekwencji,
ktére pozwalaja zakwalifikowaé badany mikroorganizm
do okreslonego rodzaju, a nawet gatunku [29]. Znajo-
mo$¢ sekwencji DNA genu kodujacego 16S rRNA bada-
nych mikroorganizmdéw pozwala na ich identyfikowanie,
badanie genetycznego pokrewiefistwa oraz tworze-
nie drzew filogenetycznych [17]. Metoda identyfikacji
gatunkéw za pomoca sekwencjonowania genu koduja-
cego 16S rRNA bazuje na taticuchowej reakcji polime-
razy. DNA wyizolowane z prébki biofilmu lub kultury
bakteryjnej poddaje sie reakcji PCR ze starterami umoz-
liwiajacymi amplifikacje calego genu lub mniejszych
fragmentéw polimorficznych (hypervariable region
HVR) kodujgcych 16S rRNA. Nastepnie produkt PCR pod-
daje sie sekwencjonowaniu, po czym otrzymane sekwen-
cje poréwnuje sie z bazami danych znanych gatunkéw
bakterii [72]. Pierwsza globalng baza danych zawierajaca
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informacje na temat mikroorganizméw wystepujacych
w jamie ustnej byta ,,HOMD” (Human Oral Microbiome
Database). Dostarcza sprawdzonych informacji prawie
0 700 gatunkach prokariotéw, ktére wystepuja w ludz-
kiej jamie ustnej. Okoto 49% z nich jest oficjalnie nazwa-
nych, 17% nienazwanych, lecz mozliwych do hodowli
i34% uwaza sie za niemozliwe do hodowli filotypy (phy-
lotypes), czyli jednostki taksonomiczne réznej rangi:
szczepy, gatunki, rodzaje (www.homd.org). Narzedzia
bazy HOMD umozliwiaja poréwnanie sekwencji bada-
nego mikroorganizmu z dostepnymi w bazie informa-
cjami fenotypowymi, filogenetycznymi, klinicznymi
i bibliograficznymi. Dostepne sg dane na temat catych
genomdw 315 rodzajéw bakterii, co stanowi 46% wszyst-
kich rodzajéw zawartych w HOMD. Podobng, lecz nieco
nowszg bazg danych jest ,,CORE” (http://microbiome.
osu.edu/). Jej stworzenie miato na celu zapewnienie pet-
nej i aktualnej wiedzy taksonomicznej, ktéra umozIi-
witaby przypisanie bakterii zasiedlajgcych ludzka jame
ustna do rodzaju i gatunku oraz analizowanie duzej
liczby danych [11,22]. Przyjeto, ze jezeli otrzymana
sekwencja genu 16S rRNA jest przynajmniej w 97%
podobna do znanej sekwencji z bazy danych, to mozna
przypisaé badang bakterie do rodzaju. Natomiast 99%
podobieristwa jest wystarczajace, aby zakwalifikowac ja
do gatunku [13]. Zaletami sekwencjonowania 16S rDNA
sa m.in. mozliwo$¢ projektowania swoistych starteréw
dla danych grup lub szczepéw bakterii oraz mozliwo$é
przeprowadzenia amplifikacji z materiatu genetycznego
wyizolowanego z prébki bez koniecznosci prowadzenia
hodowli. Umozliwia to diagnostyke infekcji powodowa-
nych przez bakterie niechodowalne. Wada metody jest
mata skuteczno$¢ w rozréznianiu blisko spokrewnio-
nych i wysoce rekombinowalnych gatunkdw, takich jak
gatunki z rodzaju Neisseria i niektére gatunki z rodzaju
Streptococcus [12,25]. Mimo to sekwencjonowanie genu
kodujacego 16S rRNA przyniosto wiele korzysci w bada-
niach dotyczacych biofilmu jamy ustnej. Wykazano
m.in. obecno$¢ ponad 300 gatunkdéw bakterii, ktérych
nie wykryto standardowymi metodami hodowli mikro-
organizmdw [31].

Poniewaz znaczna cze$é mikroorganizméw poddzig-
stowej plytki nazebnej jest trudna badZ niemozliwa do
wykrycia metodami tradycyjnymi przez hodowle, wpro-
wadzenie metody z wykorzystaniem 16S rRNA miato
znaczacy wplyw na doktadne poznanie tego mikrobiomu
[51]. Metoda 16S rRNA moze by¢ wykorzystywana do
oceny jako$ciowej poszczegdlnych periopatogendw. Byta
stosowana do poréwnania skuteczno$ci terapii majacych
na celu eliminacje periopatogenéw poddzigstowej plytki
nazebnej. Wykorzystujac te metode oznaczano wyste-
powanie A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsy-
thia oraz T. denticola [56]. Metoda sekwencjonowania
genu kodujagcego 16S rRNA pozwala réwniez na wykry-
cie bakterii odpowiedzialnych za zapalenie przyzebia
w innych obszarach ciata, gdzie bakterie te moga sie zna-
lez¢ w wyniku zakazenia odogniskowego [10]. Metoda
sekwencjonowania genu kodujacego 16S rRNA moze by¢
pomocna w diagnostyce zakazeni endo-periodontalnych,

gdyz okre$lenie sktadu bakteryjnego w obrebie zmiany
umozliwia ustalenie Zrédta zakazenia [19]. Ponadto
dzieki tej metodzie mozliwe jest badanie nie tylko
wybranych periopatogendéw, lecz catego mikrobiomu.
W zwiazku z tym uzywa sie jej do okreslania wptywu
rozmaitych czynnikéw na jego strukture. Stosowano
ja do poréwnywania mikrobioméw ptytki poddzigsto-
wej palaczy oraz oséb niepalacych, a takze do zbadania
mikrobiomu zwigzanego z zapaleniem wokét wszczepdw
(periimplantitis) [42,62]. Badanie mikrobioméw metoda
16S rRNA umozliwito takze wykrycie interakcji miedzy
wiriomem plytki nazebnej a jej mikrobiomem bakteryj-
nym. Zjawisko to moze w istotny sposéb wptywaé na
przebieg chordb przyzebia [38].

HyBRYDYZACJE TYPU ,,CHECKERBOARD” I ,,REVERSE-CAPTURE
CHECKERBOARD”

Hybrydyzacja kwaséw nukleinowych to zjawisko, w kté-
rym powstajg stabilne dwuniciowe struktury z czaste-
czek pojedynczych taicuchéw polinukleotydowych
o wzajemnie komplementarnych sekwencjach. Hybry-
dyzacja zachodzi miedzy dwoma jednoniciowymi tan-
cuchami kwaséw nukleinowych, tj.: DNA i DNA, DNA
i RNA oraz RNA i RNA [2]. W metodach hybrydyzacji
wykorzystuje sie kwasy nukleinowe o znanej sekwen-
cji nukleotydéw, ktére sa komplementarne do okreslo-
nych sekwencji genomu patogenéw. Otrzymuje sie je
w procesie klonowania lub syntezy chemicznej. Kwasy
nukleinowe wyznakowane radioizotopem 32P pelnia
funkcje sondy molekularnej. Coraz czesciej stosuje sie
sondy molekularne wyznakowane technikami nieradio-
aktywnymi, polegajacymi na przytaczeniu do nich flu-
orochroméw biotyny lub digoksygeniny [2]. Szczegdlna
odmiana hybrydyzacji DNA-DNA o nazwie ,,checkerbo-
ard” (szachownica) jest przyjeta jako ,,ztoty standard”
przy badaniu biofilmu jamy ustnej [72]. Umozliwia jed-
noczesne badanie wielu prébek i rozpoznanie wielu
gatunkéw mikroorganizméw. Metoda zostata opraco-
wana przez zesp6t pod kierownictwem Socransky’ego
w 1994 1. [67]. Polega na potaczeniu DNA wyizolowanego
z prébek bakteryjnych z powierzchnia filtra nylonowego
lub nitrocelulozowego. Tak przygotowany filtr poddaje
sie nastepnie hybrydyzacji z sondami DNA przynaj-
mniej 40 gatunkdw bakterii [67]. Liczbe poszczegdlnych
mikroorganizméw w prébce mozna ogdlnie okresli¢
na podstawie natezenia $wiatta fluorescencyjnego lub
chemiluminescencyjnego pochodzacego od sond mole-
kularnych. Na poczatku hybrydyzacja DNA-DNA byta
uzyteczna jedynie do identyfikacji mikroorganizméw
niemozliwych do hodowli. Wraz z rozwojem i popula-
ryzacja technik PCR opracowano metode hybrydyza-
cji typu ,,reverse-capture checkerboard” (odwrotnego
uchwytu). Polega na amplifikacji genu 16S rRNA od 30
znanych mikroorganizmdéw i potaczeniu ich z mem-
brana. Nastepnie tak przygotowana membrane poddaje
sie hybrydyzacji z odcinkami genu 16S rDNA mikro-
organizméw z badanej prébki, powielonymi w reakcji
PCR. Startery do amplifikacji genu 16S rRNA w bada-
nej prébce sg wyznakowane za pomoca uniwersalnych

51



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 47-56

sond, ktére sa zdolne do chemifluorescencji. Technika
sreverse-capture checkerboard” umozliwia jednocza-
sowg hybrydyzacje 1350 préb 16S rDNA na jednej mem-
branie [48].

Wymienione metody hybrydyzacji sa przydatne
w badaniu mikroorganizméw wystepujacych na réznych
powierzchniach jamy ustnej, okreslaniu sktadu biofilmu
w zapaleniu przyzebia oraz okre$leniu dominujacych
gatunkéw bakterii w poszczegdlnych przypadkach [39].
Technik tych uzywano réwniez do oszacowania wyniku
postepowania terapeutycznego [23]. Wadg metod jest ich
praco- i czasochtonno$¢, a obecnie powszechniej stosuje
sie metody badawcze PCR niezwigzane z hybrydyzacja
[72]. Mimo tych ograniczeri hybrydyzacja DNA-DNA jest
jednak stosunkowo czesto stosowana. Wykorzystywana
byta m.in. do identyfikacji periopatogenéw zwigzanych
z agresywnym zapaleniem przyzebia, do oceny skutecz-
no$ci wybranych terapii periodontologicznych oraz
wplywu palenia tytoniu na rekolonizacje bakterii po
leczeniu [15,16,53,54]. Hybrydyzacja typu ,,reverse-cap-
ture checkerboard” zastosowana zostata przez Pastera
i wsp. w celu analizy bakterii zwiazanych z martwiczo-
-wrzodziejacym zapaleniem przyzebia u nosicieli wirusa
HIV [49].

MIKROMACIERZE WYKORZYSTUJACE METODE HYBRYDYZACJI

Mikromacierze (microarray) sa stosowane do identyfi-
kacji mikroorganizméw oraz okre$lania ekspresji genéw
[17]. Zbudowane s3 z jednoniciowych sond zwigzanych
kowalencyjnie z powierzchnig szklanych lub nylono-
wych chipéw przez reaktywne grupy terminalne badz za
posrednictwem adsorpcji lub powinowactwa [5]. W celu
detekcji swoistych fragmentéw kwaséw nukleinowych
stosuje sie sondy w postaci jednoniciowych fragmentéw
DNA o znanej sekwencji, produktéw PCR lub oligonukle-
otyddw [30]. Sondy sg zaprojektowane tak, aby mogtly
hybrydyzowaé z okre§lonymi sekwencjami RNA lub
DNA z badanej prébki materiatu biologicznego. Sekwen-
cje sond najczesciej dobierane sa z baz danych, takich
jak np. GeneBank i UniGene [30]. Prébkami poddawa-
nymi analizie moga by¢ produkty PCR, catkowity DNA,
cDNA - komplementarny DNA (complementary DNA),
genomowy DNA, plazmidowy DNA lub oligonukleotydy.
Zazwyczaj pierwszym etapem przygotowania prébki do
diagnostyki jest jej amplifikacja w procesie PCR. Prébki
znakuje sie bezposrednio przez inkorporacje nukleoty-
déw znakowanych fluorescencyjnie lub radioizotopowo
w procesie PCR. Najczesciej stosuje sie barwniki cyjani-
nowe Cy3 (zielony) i Cy5 (czerwony). Mozliwe jest réw-
niez znakowanie prébek z fotobiotyna [65]. Wszystkie
dostepne na rynku platformy mikromacierzy maja taki
sam mechanizm dziatania. Po naniesieniu prébki na
powierzchnie chipa poszukiwany fragment jednonicio-
wego kwasu nukleinowego hybrydyzuje z komplemen-
tarng sonda. Powstaja dwuniciowe fragmenty, ktére
rejestruje detektor, np. fluorescencyjny, chemilumine-
scencyjny lub spektrometrii masowej [30]. Do kontroli
stosuje sie czasteczki DNA réznigce sie od zastosowanej

sondy jednym, centralnie potozonym nukleotydem, co
pozwala na oszacowanie intensywno$ci sygnatu pocho-
dzacego od nieswoistego zwigzanego DNA [27,30]. Inten-
sywno$¢ otrzymanego sygnatu z préby badanej pozwala
na okreslenie iloci zwigzanego kwasu nukleinowego,
a tym samym na oszacowanie liczby mikroorganizméw
lub poziomu ekspresji genéw w badanym materiale [52].
Stosujac odpowiednie sondy, mozna réwniez badaé mar-
kery zwigzane ze zjadliwo$cia mikroorganizméw, jak
réwniez geny opornosci na antybiotyki. Mikromacierze
DNA stwarzajg nieograniczone mozliwosci wykrywa-
nia réznych sekwencji DNA [30]. Mikromacierze o malej
gestosci zawieraja od setek do tysiecy sond umieszczo-
nych na powierzchni membrany. Natomiast mikroma-
cierze o duzej gesto$ci zawierajg od tysiecy do milionéw
sond molekularnych [52].

Zaréwno sondy o matej, jak i duzej gestosci znalazlty
zastosowanie w identyfikacji mikroorganizmdéw jamy
ustnej [7]. Mikromacierze wykorzystano w badaniu
odpowiedzi transkrypcyjnej P. gingivalis na dziatanie
$rodkéw antybakteryjnych [43]. Uzycie mikromacie-
rzy pozwolito na poznanie odpowiedzi transkrypcyjnej
wywotanej przez interakcje miedzy obecnymi w kie-
szonkach przyzebnych mikroorganizmami, ktére naleza
do réznych komplekséw [61]. Moffatt i Lamont zasto-
sowali mikromacierze do badania ekspresji mikroRNA
w komérkach nabtonka dzigstowego przez P. gingiva-
lis, majacej chroni¢ ten mikroorganizm przed ukladem
odpornosciowym gospodarza [41].

Dostepne sg komercyjne chipy-DNA pozwalajace usta-
li¢ do jakiego gatunku naleza bakterie odpowiedzialne
za powstawanie choroby przyzebia. Mikromacierz do
klinicznej diagnostyki periodontologicznej ParoCheck®
umozliwia wykrycie 10 gatunkéw bakterii zwigzanych
z zapaleniem przyzebia [73].

Ecextrororezy DGGE 1 TGGE

Elektroforeza w gradiencie czynnika denaturujacego
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis - DGGE) oraz
elektroforeza w gradiencie temperatury (Temperature
Gradient Gel Electrophoresis - TGGE) to metody oparte
o reakcje PCR i elektroforeze zelowg. Opracowane w celu
wykrywania pojedynczych mutacji w ludzkim materiale
genetycznym, sg réwniez z powodzeniem wykorzysty-
wane do rozdziatu produktéw PCR matrycowego DNA
mieszaniny mikroorganizméw pochodzacych z biofilmu
jamy ustnej [37,72]. Umozliwiajg rozdzial zamplifiko-
wanych fragmentéw markerowych genéw (w tym 16S
rDNA) w zelu poliakrylamidowym w gradiencie stezeh
czynnika denaturujacego. W przypadku DGGE jest nim
wzrastajace stezenie mocznika, natomiast w przypadku
TGGE wzrastajgca temperatura. Uktad prazkéw na zelu
powstaly w wyniku procesu elektroforezy zalezy od
temperatury topnienia czasteczek DNA, a wiec od ich
sekwencji. Kazdy prazek zaobserwowany na zelu odpo-
wiada jednej bakteryjnej populacji w obrebie biofilmu,
a caly powstaty uktad prazkéw odzwierciedla jego zto-
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zono$¢ i réznorodnosé. Skuteczno$é rozdziatu DNA
metodami DGGE i TGGE jest mniejsza, jezeli réznice
w sekwencjach sg wieksze niz jedna para zasad. Jest to
spowodowane podobiefistwem proporcji nukleotydéw
tworzgcych rézne nici. W efekcie dwie rézne sekwen-
cje moga mieé taka sama charakterystyke topnienia.
Istnieje réwniez mozliwo$¢ doktadniejszego zbadania
materiatu genetycznego tworzacego pojedynczy pra-
zek. W tym celu nalezy wycig¢ badany materiat z zelu
i zbada¢ jego sekwencje w sekwenatorze. Po poréwna-
niu otrzymanej sekwencji z bazami danych mozliwe jest
przypisanie mikroorganizmu do gatunku [72].

Metoda DGGE zostata po raz pierwszy zastosowana w dia-
gnostyce mikrobiologicznej jamy ustnej przez Muyzera
i wsp. w 1993 r. [45]. Zijnge i wsp. poréwnali skutecz-
no$¢ wykrywania bakterii zwigzanych z zapaleniem
przyzebia z zastosowaniem elektroforezy DGGE z PCR
oraz klasycznymi metodami hodowlanymi. Technika
DGGE byta réwnie skuteczna w identyfikacji A. actino-
mycetemcomitans, P. gingivalis, Prevotella intermedia oraz T.
forsythensis, jak wspomniane metody. DGGE przewyzsza
PCR oraz hodowle pod wzgledem czuto$ci w wykrywa-
niu A. actinomycetemcomitans. Zaleta DGGE jest mozliwo$¢
identyfikacji wielu gatunkéw jednocze$nie oraz mozli-
wo$¢é wykrywania patogendéw w zaleznosci od obecnos$ci
innych gatunkéw [81].

Ledder i wsp. wykorzystali te technike do identyfikacji
drobnoustrojéw zwigzanych z wystepowaniem prze-
wlektych zapalen przyzebia, poréwnujac sktad ptytki
poddziastowej oséb zdrowych oraz pacjentéw cierpia-
cych na chorobe przyzebia [35]. DGGE stosowano takze
w diagnostyce mikrobiologicznej mieszanych zakazer
endo-periodontalnych, w ktérych moga by¢ pomocne
w ustaleniu pierwotnego zrédta zakazenia [79].

POLIMORFIZM DLUGOSCI TERMINALNYCH FRAGMENTOW
RESTRYKCYJNYCH

Polimorfizm dtugo$ci terminalnych fragmentéw
restrykcyjnych (Terminal Restriction Fragment Length
Polymorphism - TRFLP) to metoda bazujaca na tech-
nice PCR, ktéra znajduje zastosowanie m.in. do badania
réznorodno$ci gatunkowej biofilmu jamy ustnej u oséb
zdrowych oraz u pacjentéw z zapaleniem przyzebia,
badania zmian w populacjach mikroorganizméw jamy
ustnej po leczeniu, a takze w badaniu bakterii zasiedla-
jacych zainfekowane kanaty korzeniowe [28,60]. Przed-
miotem badaf sg amplikony genéw markerowych,
w tym 16S rRNA, otrzymane w reakcji taicuchowej poli-
merazy z wykorzystaniem swoistych starteréw znako-
wanych sondami fluorescencyjnymi. Produkt reakcji
PCR poddaje sie trawieniu enzymami restrykcyjnymi, po
czym fragmenty DNA rozdziela sie w procesie elektrofo-
rezy kapilarnej [72]. Analizie poddaje sie fragment DNA
najblizszy konica amplifikowanego genu. Wyniki sa ana-
lizowane za pomocg komputera z odpowiednim opro-
gramowaniem. Wynikiem takiej analizy jest tzw. ,,odcisk
palca” (fingerprint) danej populacji mikroorganizméw

[74]. Zastosowania metody TRFLP wykraczajg poza $wiat
medycyny. Z powodzeniem prowadzono badania nad
mikrobiologiczng réznorodnoscia srodowiska gleby oraz
zmienno$cig sezonowa i dynamikg wymiany gatunkdéw
w biofilmach wystepujacych w rzekach i naturalnych
zbiornikach wodnych [18,77]. Zaletami metody TRFLP sa:
szybkos$¢ i czutosé, z jaka wykrywa sie genetyczng rézno-
rodno$¢ w badanym materiale, brak potrzeby izolowania
kultur bakteryjnych oraz powtarzalno$¢ szacowania réz-
norodnoéci ztozonych populacji bez potrzeby znajomo-
$ci sekwencji genomowych badanych mikroorganizmdéw
[60]. Do wad metody nalezy zaliczy¢ konieczno$¢ posia-
dania kosztownej aparatury i bazy danych, stuzacych do
analizy uzyskanych wynikéw [34].

Za pomoca metody TRFLP oceniano zmiany w mikro-
biomie poddziastowym po zaprzestaniu palenia papie-
roséw, wykazujgc bardzo istotng role porzucenia natogu
w leczeniu zapalen przyzebia [20]. Papapostolou i wsp.
wykorzystali TRFLP do badania réznic miedzy mikrobio-
mem plytki nazebnej u blizniat jednojajowych i dwujajo-
wych, wykazujac brak wptywu genotypu gospodarza na
sktad mikrobiomu [47].

SEKWENCIONOWANIE NOWE) GENERAC)I
(Next GeNEraTION SEQUENCING — NGS)

W ciagu ostatnich lat nastapit znaczny rozwéj technolo-
gii sekwencjonowania DNA. Od 2005 r. na rynku pojawito
sie kilka platform oferujgcych systemy sekwencjonowa-
nia nowej generacji. Mozemy je podzieli¢ na dwie grupy.
Pierwsza to urzadzenia bazujace na technologii PCR:
Roche 454 Genome Sequencer (Roche Diagnostics Corp.,
Branford, CT, USA), HiSeq 2000 (1llumina Inc., San Diego,
CA, USA), AB Solid™ System (Life Technologies, South
San Francisco, CA, USA). Druga grupg sg systemy bazu-
jace na sekwencjonowaniu pojedynczych molekut (Single
Molekule Sequencing - SMS). Systemy te nie przeprowa-
dzajg amplifikacji DNA przed procesem sekwencjonowa-
nia. Do tej grupy zaliczaja sie dwa systemy: HeliScope
(Helios BioSciences Corp., Cambridge, MA, USA) oraz
PacBio RS SMRT system (Pacific Biosciences, Menlo Park,
CA, USA). NGS umozliwia jednoczesne sekwencjonowa-
nie milionéw krétkich (25-150 bp) fragmentéw nici DNA,
skrécenie czasu badania calego genomu bakteryjnego
do kilku godzin oraz znaczne obnizenie kosztéw [76].
Sekwencjonowanie nowej generacji znalazto zastosowa-
nie przy identyfikacji i poznaniu bioréznorodnos$ci geno-
méw wiruséw, m.in. grypy, HIV i wirusowego zapalenia
watroby typu B [55]. Sekwencjonowanie nowej genera-
cji (NGS) jest doskonalym narzedziem do badania rézno-
rodnodci biofilméw $rodowiskowych, jak réwniez tych
znajdujacych sie w jamie ustnej cztowieka [64]. Tech-
niki sekwencjonowania nowej generacji z pewno$cia
znajda zastosowanie w diagnostyce molekularnej zapale-
nia przyzebia, lecz wymagaja standaryzacji. Dotychczas
metody tej uzywano do oceny zmian sktadu mikrobiomu
poddzigstowego w odpowiedzi na leczenie periodonto-
logiczne oraz do poréwnania mikrobioméw kieszonek
przyzebnych palaczy i 0séb niepalacych [4,63].
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PobsumowaNiE

Poznanie gatunkdw oraz zrozumienie ztozonych zalezno-
$ci i oddzialywart miedzy mikroorganizmami tworzacymi
biofilm jamy ustnej moze dostarczy¢ informacji niezbed-
nych do usprawnienia diagnostyki i terapii celowanej
u pacjentdw cierpigcych z powodu zapalenia przyzebia.
Dostepne techniki diagnostyki molekularnej pozwalajg na
szybkie wykrycie patogenu obecnego nawet w niewielkich
ilosciach w materiale diagnostycznym. Diagnostyka mole-
kularna jest szczegblnie uzyteczna do wykrywania mikro-

PismiennicTwo

organizméw, ktérych hodowla w laboratorium jest trudna
lub niemozliwa. Metody bazujace na reakcji hybrydyzacji
kwasdéw nukleinowych pozwalaja na jednoczesne badanie
wielu prébek, lecz sg kosztowne i czasochtonne, Techniki
wykorzystujace PCR wykazujag wieksza czuto$¢ i swosito$é,
pozwalaja réwniez oszczedzi czas i zmniejszy¢é koszty
badania. Obecny stan wiedzy i liczba metod diagnostycz-
nych pozwalaja z powodzeniem poznawaé biofilm jamy
ustnej, niemniej jednak potrzebne sg dalsze badania nad
udoskonaleniem i obnizeniem kosztéw tych technik.
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