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Souhrn

Publikace shrnuje současný stav v diagnostice parodontálních patogenů. Autoři diskutují o hlavních přednos-
tech a úskalích klasických kultivačních metod a nových DNA technik. Z nastupujících metod molekulární diagnos-
tiky představuje podrobněji metodu hybridizace in situ. Vysvětluje její podstatu, různé varianty provedení i mož-
nosti, včetně konkrétních příkladů použití pro detekci parodontálních patogenů.
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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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ÚVOD

Mikroorganismy významné 
v etiopatogenezi onemocnění parodontu

Onemocnění parodontu, které u dospělé popu-
lace patří mezi onemocnění s hromadným výsky-
tem, ve svých důsledcích představuje u osob star-
ších 25 let stejně častý důvod ztráty zubu jako
následky zubního kazu.

Úloha plaku – rozhodující formy existence
mikrorganismů v ústní dutině – v etiopatogenezi
onemocnění parodontu není zcela definována.
Zásadní obtíž ve stanovení příčinné souvislosti
mezi bakteriálním původcem a vznikem nebo roz-
vojem onemocnění je jak na straně hostitele, tak
i mikroorganismů. Na straně hostitele neexistují
znalosti o stavu parodontálního biotopu  z hledis-
ka atraktivity pro adherenci (kvantita, resp. kva-
lita vazebných receptorů na povrchu buněk gingi-
vy), na straně mikroorganismů nebyl dosud
popsán jeden druh nebo skupina, které by se
vyskytovaly výhradně v lokalitě s patologickými

změnami a mohly být označeny za původce one-
mocnění.

Parodontální mikroorganismy, osídlující zdra-
vý i patologicky změněný parodont, byly a jsou
i nadále intenzivně studovány. I přes veliké
množství vyizolovaných bakteriálních druhů,
a jejich množství se neustále rozšiřuje, lze tyto
dosud publikované studie ve vztahu k etiopatoge-
nezi vzniku onemocnění parodontu  shrnout
takto: 

� Stávajícími vyšetřovacími možnostmi byly
zjištěny nepříliš výrazné změny ve složení mikro-
biálního osídlení zdravé a patologicky změněné
lokality.

� Vysoký počet druhů izolovaných z hlubokých
parodontálních chobotů nereflektuje vždy klinic-
ký nález.

� Stávající znalosti vedly k vytypování skupi-
ny „suspektních parodontálních patogenů” pří-
tomných s větší frekvencí v lokalitách změněných
než klinicky zdravých.

Komplexita mikrobiálního ekosystému sliznice
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ústní dutiny i složitost interakce mikroorganis-
mů s parodontálním biotopem hostitele znemož-
ňuje přímočaře popsat úlohu mikroorganismů
v etiopatogenezi onemocnění parodontu. Nebyl
dosud popsán jeden druh či skupina vyskytující
se výhradně v lokalitě s patologickými změnami,
tedy jednoznačný původce onemocnění. Z prostře-
dí gingiválního sulku nebo parodontálního chobo-
tu bylo izolováno u různých jedinců více než 300
druhů mikrooganismů, a dokonce až 40 druhů
z jediného místa, přesto jen několik z nich je spo-
jováno s onemocněním parodontu [1]. Většina
autorů i závěr Světového workshopu (The Ameri-
can Academy of Periodontology World Workshop)
[2] shodně definují trojici parodontálních patoge-
nů, pro kterou existují silné důkazy o jejich roli
v etiopatogenezi onemocnění. Jsou jimi Actinoba-
cillus actinomycetemcomitans Porphyromonas
gingivalis a Tannerella forsythensis (dříve Bacte-
roides forsythus). Tyto bakteriální druhy, kromě
statisticky významné asociace s destruktivní
parodontitidou, sekretují široké spektrum poten-
ciálních virulentních faktorů, které podporují
jejich patogenitu [3]. Konkrétně A. actinomyce-
temcomitans produkuje leukotoxin, P. gingivalis
argininové a lyzinové proteázy (tzv. gingipains),
spojované s destrukcí tkání parodontu. T. forsyt-
hensis sekretuje sialidasu, trypsinu podobné pro-
teázy a BspA protein, umožňující adhezi k fibro-
nektinu a fibrinogenu. 

Vývoje onemocnění se velmi pravděpodobně
účastní i další mikroorganismy sliznice ústní
dutiny, které se však většinou nacházejí běžně
i u zdravých osob. Nejčastěji jsou z této skupiny
zmiňovány Prevotella intermedia a Prevotella
nigrescens, Campylobacter rectus, Eikenella cor-
rodens, Capnocytophaga ochracea, Eubacterium
nodatum. Peptostreptococcus micros, Fusobacte-
rium nucleatum a různé spirochety, např. Trepo-
nema denticola [4, 5]. 

Hledání nových možností detekce 
parodontálních patogenů

Ačkoliv jsou dosud kultivační metody považo-
vány za referenční standard v parodontální mik-
robiologii, nemohou být považovány za metodu
optimální. Na druhou stranu je třeba říci, že
zatím ani žádná z nových DNA metod nesplňuje
bezezbytku všechny požadavky. Na rozdíl od kul-
tivační metody nezachycují neobvyklé a nové
druhy.

Kultivační metody bývají považovány za nená-
ročné a levné, avšak rozhodně tomu tak není
v tomto případě. Kultivace druhově širokého
spektra parodontálních patogenů rozhodně není
jednoduchá, neboť jde vesměs o anaerobní mikro-
organismy. Vyžaduje proto specializované praco-
viště se speciálně vyškoleným personálem,

nákladným vybavením a relativně drahým pro-
vozem. Přesto záchytnost dosahovaná kultivační-
mi metodami bývá problematická. Hlavní důvod
jejího selhávání je právě v samé podstatě metody,
v nutnosti kultivace. Do formy viditelné kolonie
vyrostou pouze životaschopné buňky, tedy ty,
které samy sebe dokáží amplifikovat. Zkušenosti
ukazují, že nesprávně provedený odběr vzorků,
skladování a transport zcela znemožní následnou
kultivační detekci parodontálních patogenů.
Metoda tak klade vysoké nároky nejen na specia-
lizované diagnostické pracoviště, ale i přímo na
pracovníky provádějící odběr, což je neřešitelnou
bariérou pro rutinní použitelnost v praxi.

V této souvislosti stojí za zmínku, že výše zmí-
něného konsenzu o skladbě nejvýznamnějších
parodontálních patogenů bylo dosaženo až po
nástupu molekulárně genetických metod detek-
ce. Do té doby mezi ně nebyly řazeny některé nej-
významnější druhy, jejichž přítomnost stanovená
DNA technikami nejlépe koreluje s onemocně-
ním. Nejvýznamnějším příkladem takového
posunu je T. forsythensis [6, 7, 8]. Zcela nekulti-
vovatelná je většina spirochet rodu Treponema
[9]. Výsledky založené na kultivačních testech
tedy značně zkreslují skutečné zastoupení, a tím
i význam jednotlivých druhů pro vznik onemoc-
nění. 

Z výše uvedeného je zřejmé, že v případě paro-
dontálních patogenů se hledá ideální diagnostic-
ká metodika s vynecháním kultivačního kroku.
Měla by dokázat zpracovat nejen buňky živé, ale
i záznam o buňkách „mrtvých“. To obecně splňují
molekulární metody směřované na neživou a che-
micky daleko odolnější DNA. Tyto metody musí
být vysoce citlivé. Amplifikace buněk musí být
nahrazena amplifikací specifické cílové struktury
(specifického úseku DNA v případě metod PCR)
anebo možností amplifikovat signál. To je případ
hybridizačních metod, zejména metody hybridi-
zace in situ, která umožňuje druhově či skupino-
vě specificky vizualizovat jednotlivé buňky vyty-
povaného mikroorganismu (a i několika součas-
ně) přímo v odebraných vzorcích tkáně. 

Metoda hybridizace in situ a použitelnost
pro parodontální patogeny

Pro vizualizaci bakteriálních buněk je obecně
možné použít nespecifické značení pomocí fluo-
rescenčních barev, které mají nejčastěji afinitu
k nukleovým kyselinám. Jako příklady fluoro-
chromů, využitelných k tomuto způsobu značení,
lze uvést např. SYTO BC a SYBR Green I. Pří-
klad takto vizualizovaných buněk kultury Cap-
nocytophaga ochracea znázorňuje obr 1. Tato
metoda je velice efektní, nicméně nedovoluje spe-
cifickou detekci a vizualizaci jednoho nebo něko-
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lika vybraných druhů bakterií ve směsných kul-
turách, infekčním nebo kontaminovaném materi-
álu.

Hybridizace in situ je naproti tomu vysoce
selektivní technika umožňující detekovat speci-
fické sekvence nukleových kyselin v morfologicky
zachované tkáni, tkáňových řezech nebo celých
buňkách pomocí   značených DNA nebo RNA
sond. V klinickém materiálu je tak možné deteko-
vat např. infekční agens, jako jsou bakterie nebo
virové nukleové kyseliny. Při použití vícenásob-
ného značení specifických sond umožňuje tato
metoda detekovat i několik bakteriálních druhů
v jediném kroku. Jsou-li jako cílové struktury pro
značenou sondu použity odpovídající markery, je
možné detekovat v populaci i jedince nesoucí
geny s virulentními faktory nebo geny pro rezi-
stenci k antibiotikům. Příkladem takových vhod-
ných specifických cílových struktur u trojice
hlavních parodontálních patogenů jsou jejich
potenciální virulentní faktory uvedené v úvod-
ním odstavci článku. Ty byly již využity jinou
pokročilou DNA technikou – „Real–time PCR“
[3].

Metodu hybridizace in situ poprvé popsali Par-
due a Gall [10]. S rozvojem molekulární biologie,
imunologie a moderních technologií je dnes
dostupná široká škála použitelných značek, způ-
sobů detekce signálu, metod přípravy sond a pra-
covních postupů, což umožňuje použít in situ hyb-
ridizaci jako metodu detekce a vizualizace speci-
fických sekvencí nukleových kyselin a amplifika-
ce signálu nejen v laboratořích, ale i pro rutinní
diagnostické účely. 

Hybridizace in situ zahrnuje následující kroky:
a) přípravu značené DNA nebo RNA sondy;
b) přípravu cílové struktury: tkáně, tkáňového
řezu, buněčné suspenze; c) opracování cíle pro

usnadnění průniku sondy; d) vlastní hybridizaci
sondy s cílovou nukleovou kyselinou; e) oplach,
odstranění nenavázané sondy; f) detekci hybridi-
zované sondy v závislosti na typu použité značky.
Tato metoda také může být kombinována s PCR,
což vede k další amplifikaci signálu a zlepšení
senzitivity a možnosti detekce.

Co se týká značení sondy, existují dvě hlavní
varianty: radioaktivní značení, detekovatelné
autoradiograficky, a neradioaktivní, detekovatel-
né buď přímo nebo nepřímo imunocytochemicky.
Výhodou použití radioaktivních izotopů je mož-
nost následné kvantifikace signálu a vysoká sen-
zitivita. Neradioaktivní značky (hapteny) mají
velikou výhodu v bezpečnosti při manipulaci, sta-
bilitě a vysoké rychlosti zpracování signálu.
V zásadě existují dva typy hybridizačních metod
využívajících neradioaktivně značené sondy:
přímá a nepřímá. Přímá metoda je založena na
vizualizaci detekovatelné značky - nejčastěji  flu-
orochromu, která je přímo, kovalentně vázána na
sondu - ihned po hybridizační reakci. Pokud exis-
tují protilátky proti této molekule, je možné kon-
vertovat přímou metodu v metodu nepřímou [11].
Nepřímá metoda vyžaduje sondu s vázanou mole-
kulou, která je následně detekovatelná afinitní
cytochemickou reakcí. Velice často se jedná
o detekci haptenu specifickou protilátkou konju-
govanou s fluorochromem nebo enzymem produ-
kujícím stabilní barevný nebo fluoreskující sub-
strát.

Preparáty hybridizované se sondami značený-
mi přímo fluorochromy mohou být ihned vizuali-
zovány ve fluorescenčním mikroskopu. Fluoro-
chromy nejčastěji využívanými pro in situ hybri-
dizaci jsou např.: AMCA (amino-methylcouma-
rin-acetic acid), fluorescein, rhodamin, Texas
Red, Cy3, Cy5 nebo Alexa Fluor dyes. Příklad

Obr. 1. Buňky bakterie Capnocytophaga ochra-
cea vizualizované ve fluorescenčním mikrosko-
pu, značené nespecificky flourescenční barvou
(SYTO BC) s afinitou k DNA. Zvětšení 1250x. 

Obr. 2. Specifická detekce suspenze buněk Porp-
hyromonas gingivalis pomocí DNA sondy znače-
né Alexa Fluor 488, vizualizované ve fluorescenč-
ním mikroskopu. Zvětšení 1250 x. 
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druhově specifické vizualizace buněk P. gingiva-
lis znázorňuje obr.2.

Buňky určené pro in situ hybridizaci je nutné
nejprve fixovat. Fixace vzorku je jedním z nejdů-
ležitějších kroků pro úspěšnou hybridizaci. Umož-
ňuje zachování správné morfologie vzorku, tvarů
i velikostí, fixování nukleových kyselin v buňkách
a usnadnění průniku sondy. Jako nejefektivnější
se ukázaly být zesíťovací činidla, např. parafor-
maldehyd, formaldehyd nebo glutaraldehyd. Cílo-
vý vzorek může být dále opracován: organickými
rozpouštědly či detergenty k odstranění lipidic-
kých dvojvrstev; proteázami k částečnému rozště-
pení buněčných proteinů, a tím k lepšímu rozvol-
nění a průniku sondy; nukleázami k odstranění
nežádoucí DNA nebo RNA. Velice důležité může
být zablokování nespecifických vazebných míst
pro sondu (např. BSA). Vlastní hybridizační reak-
ce musí probíhat za optimálních reasociačních
podmínek – především teploty, koncentrace jed-
nomocných kationtů a pH. Odstranění nenaváza-
né nebo nespecificky navázané sondy po skončení
hybridizace je také naprosto esenciální pro získá-
ní relevantních výsledků.

Metoda hybridizace in situ byla použita při
průkazu parodontálních patogenů A. actinomy-
cetemcomitans a P. gingivalis přímo uvnitř lid-
ských epitelových buněk tvářové sliznice, které
těmto choulostivým anaerobům vytvářejí
„ochranný plášť“ a umožňují jejich průnik do
jinak nepříznivého aerobního prostředí i šíření
v něm [12]. Dalším recentním příkladem použití
metody je vizualizace, a tedy průkaz výskytu
parodontálních patogenů in situ v periapikálních
ložiscích u endodonticky ošetřených zubů [13].

ZÁVĚR

Studium etiologie a patogeneze onemocnění
parodontu s cílem  rozšířit současné možnosti
prevence a terapie tohoto onemocnění patří
k současným prioritám výzkumu v oboru zubní
lékařství. Hybridizace in situ je jednou z perspek-
tivních metod molekulární diagnostiky s potenci-
álem pro využití při detekci parodontálních pato-
genů, a to jak pro účely základního výzkumu, tak
pro klinickou diagnostiku s jedinečnou možností
prokázat cílové mikroorganismy přímo ve tká-
ních, s možností kvantifikace a současného sledo-
vání několika bakteriálních druhů i skupin.

Práce vznikla za finanční podpory IGA MZ ČR,
reg. č. projektu  NK/7385-3.
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