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Souhrn

Je navrzen jednoduchy algoritmus analyzy genetického materidlu oralnich streptokoktu, vyznamné zpiesnujici
druhovou identifikaci bakterii spjatych s destrukci tvrdych zubnich tkani. Metodika zaloZena na analyze casti
genu pro 16S rRNA byla laboratorné ovétena pro druhovou identifikaci 87 izolatt oralnich streptokoku a sprav-
nost vysledkt potvrzena metodou absolutni, tj. stanovenim DNA sekvence analyzovaného tseku. Vyuziti navrze-
ného postupu je univerzalni a analyzu lze rozsitit i o dalsi klinicky vyznamné mikroorganismy dstni dutiny, napi.
o slizni¢ni bakterie spjaté s onemocnénim parodontu. Navrzena finanéné nenaroéni metodika umoznuje jedno-
znacnou druhovou identifikaci i pro biochemicky obtizZné rozliSitelné druhy. Spolehlivé napi. odlisi streptokoky
uvnitt skupiny mutans.
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Summary: The authors proposed an algorithm for the analysis of genetic material of oral streptococci, giving
significantly more precision to generic identification of bacteria associated with destruction of hard dental tissu-
es. The method based on analysis of parts of the gene for 16S rRNA was verified in laboratory for generic identi-
fication of 87 isolates of oral streptococci and correctness of the results was confirmed by the “absolute” method,
i.e. by DNA sequencing of the analyzed segment. The proposed procedure can be used in general and the analy-
sis can be extended to other clinically important microorganisms of oral cavity, e.g. bacteria of mucosa associated
with the periodontium diseases. The proposed financially modest method makes an unequivocal generic identifi-
cation possible even for genera, which are difficult to differentiate by biochemical methods. For example it safely
differentiates streptococci within the S. mutans group.
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UVOD identifikaci je limitovano jeji finanéni naroénosti.
Na druhé strané metody analyzujici sekvenci
DNA pomoci restrikénich endonukleaz, tj. enzy-
mu rozpoznavajicich specifickd zasahova mista,
jsou mnohonasobné levnéjsi a cenové srovnatelné
s biochemickymi identifika¢nimi testy. Diky prud-

Sekvence 16S rDNA kédujici ribonukleovou
kyselinu malé ribozomalni podjednotky je vysoce
konzervovana v celé prokaryotické ti$i. Stupen
variability vybranych dseka je p¥itom dostacujici

jak pro jednozna¢nou mezidruhovou identifikaci,
tak pro stanoveni vzijemné piibuznosti taxonu
[4, 5]. Tato sekvence proto slouzi jako standard
pro urcéeni a popis bakterialnich druhti i pro jejich
usporadani do vyssich taxond. Primé vyuziti
metody DNA sekvenovani pro rutinni druhovou

kému rozvoji sekvenénich technologii je sekvence
16S rDNA volné piistupna v databazich pro drti-
vou vétSinu doposud popsanych bakteridlnich
druhu [1, 2]. To umozinuje racionalni navrh systé-
mu pro rozliSeni libovolné definovanych cilovych
skupin mikroorganismu restrikéni analyzou ¢asti
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sekvence 16S rDNA. Spravné vytvoreny algorit-
mus analyzy umozni spolehlivé odliSeni i vysoce
ptibuznych druhi, kdy mohou metody biochemic-
ké nebo imunochemické selhat [8]. Kazdy druh,
jehoz 16S rDNA je znama, dava totiz v optimalné
navrzeném systému zcela distinktni a navic pie-
dem predpokladatelny vysledek analyzy.

Cilem prace bylo navrhnout metodiku druhové
identifikace vyznamnych skupin mikroorganis-
mu ustni dutiny pomoci restrikéni analyzy 16S
rDNA. V této Casti je prezentovan postup pro
identifikaci viridujicich streptokokt se zvlastnim
dirazem na streptokoky skupiny mutans
i vysledky ovéfovani systému. V navazujici ¢asti
bude prezentovan analogicky algoritmus pro
uréeni taxonomicky znacéné diverzifikovanych
mikroorganismu sliznice tstni dutiny vyznam-
nych pro vznik onemocnéni parodontu [7].

VYBER TESTOVANEHO USEKU

Usek genu 16S rRNA pro restrikéni analyzu byl
volen tak, aby variabilni oblast, umoznujici dru-
hové rozliseni, byla ohrani¢ena oblastmi konzer-
vovanymi. To zaruéuje univerzalni pouzitelnost
i pro druhy taxonomicky zna¢né vzdalené. Dvojice
oligonukleotidi (PCR primery), navrzena podle
hrani¢nich konzervovanych tsekt, tak umoznuje
amplifikaci jimi vymezeného useku genu 16S
rDNA pro Siroké spektrum mikroorganismda.
Navrhli a testovali jsme nékolik kombinaci
univerzalnich PCR primert. Z hlediska robust-
nosti metody se jako nejvhodnéjsi ukazal par pri-
meru 16U1F (5-GTTTGATC(AC)TGGCTCAG-3")
a 16SCR1 (5-CTGCTGGCACGTAGTTA-3’) ohra-
nicujici nejvariabilngjsi ¢ast 16S rDNA na 5’ kon-
ci genu. Také délka PCR produktu (534 part bazi)
je pro restrikéni analyzu pi#ihodna.

VYVOJ TESTOVACIHO ALGORITMU

Vybér enzymt a schéma postupu bylo navrze-
no na zakladé publikovanych sekvenci typovych
kment cilovych mikroorganismu Streptococcus
mutans NCTC 10449 a Streptococcus sobrinus
NCTC 12279 (RDB ptistupové ¢islo S000015410
a S000000263) a dalsich druht oralnich strepto-
koku [9]. Parametry pro vybér vhodné kombina-
ce enzymu byly nasledujici:

1. enzym §tépi alesponi jednou ve sledované
sekvenci u vétsiny testovanych druhu,

2. produkty $tépeni jsou alespon v jednom pti-
padé odlisné od produktu restrikei dalsich sledo-
vanych druhu,

3. produkty jsou pii separaci na agarézovém
gelu dobte rozlisitelné, tj. velikost srovnavanych
produktt by se neméla ligit o0 méné nez 25 paru
bazi, nejmensi pozorovatelny produkt je frag-
ment presahujici 50 paru bazi,

4. dostupnost a nizk4 cena enzymu.

Témto podminkam odpovidaly tyto restrikéni
endonukleazy: Alul, Mnll, Haelll, HindIII,
Hinfl, Mfel, Mlul, Mbol. Analyza sekvenci, vybér
enzymu a sestaveni pracovniho schématu bylo
provedeno pomoci programu Windows 32 Edi-
tSeq 4.03, DNASTAR, Windows 32 MegAlign
4.03, DNASTAR a Clone Manager for Windows,
ver. 4.01, Scientific and Education Software.

Obr. 1. Oznaéeni poli vymezenych fragmenty
standardu pro charakterizaci produktu restriké-
ni analyzy.

Fig. 1. Marking the fields demarcated by frag-
ments of the standard for characterizing the pro-
ducts of restriction analysis.

Pro lepsi orientaci ve velikostech Stépenych
fragmentti byla jednotlivd pole vymezena polo-
hou fragmenttt DNA markeru (obr. 1) (Molecular
Weight Marker XIII, 50 base pair ladder,
ROCHE) a oznacena velkymi pismeny. Fragmen-
ty pohybujici se na hranici dvou intervala byly
oznaceny kédy obou intervala v zavorce. Interval
D je pro ucel identifikace viridujicich streptokokt
rozdélen na dva oddily oznadené malymi pisme-
ny, aby bylo moZzno odlisit DNA fragmenty
s podobnou, avSak rozliSitelnou velikosti: 187
para bazi = Db a 160 para bazi = Da.

Navrzeny systém umoznuje rozliSeni 25
zastupcu viridujicich streptokoku i nékterych
dalsich vyznamnych zastupct rodu Streptoco-
ccus. Obrazek 2 sumarizuje navrZeny postup
restrikéni analyzy. Je z néj patrno, Ze pro jedno-
znaéné uréeni vSech uvaZovanych druht jsou
potiebné restrikce 2-4 enzymu. Prvni dvé Stépeni
PCR produktt enzymy Alul a Mnll jsou spoleéna
pro analyzu vSech druht. Jimi lze vét§inu kment
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Fig. 2a. The diagram of algorithms for
generic identification of viridans
streptococci by means of restriction
analysis of the part of the gene for 16S
rRNA.

Obr. 2b. Schéma algoritmu pro duho-
vou identifikaci viridujicich streptoko-
ki pomoci restrikéni analyzy déasti
genu pro 16S rRNA.

Fig. 2b. The diagram of algorithms for
generic identification of viridans
streptococci by means of restriction
analysis of the part of the gene for 16S
rRNA.
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Obr. 3. Ukazka postupu restrikéni analyzy podle navrzeného algoritmu.

Fig. 3. An illustration of the procedure of restriction analysis according to proposed algorithm.

zaradit do mensich skupin vétsinou blizce piibuz-
nych druht a nékteré druhy i zcela identifikovat.
Vysledek této spoletné éasti identifikace uréuje
pripadny nasledny postup analyzy dal§im jednim
¢i dvéma enzymy. To je dostacujici pro rozliSeni
vSech uvedenych druhu.

Priklad postupu analyzy objastiuje obr. 2.
Pokud restrikce PCR produktu enzymem Alul
poskytne trojici fragmenta o velikostech spadaji-
cich do poli DE (cca 200 paru bazi), D (150-200 pb)

a B (50-100 pb) a enzym Mnll dava dva fragmen-
ty o velikosti F (250-300 pb) a D (150-200 pb), 1ze
piimo uréit druh jako S. bovis. Pokud vSak soubéz-
na analyza enzymem Mnll poskytne dvojici frag-
ment o velikosti EF (cca 250 pb) a D (150-200 pb),
nelze rozli§it mezi druhy S. intermedius, S. vesti-
bularis a S. agalactiae. Jednoznaénou identifikaci
druht umozni nasledné analyza pomoci HinfI (pro
S. intermedius), ptipadné pomoci Hinfl a Mfel (pro
zbylé dva druhy).
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OVERENI NAVRZENE METODIKY

Navrzena metodika byla pouzita pro zarazeni
87 izolatt oralnich streptokokd, zéasti biochemic-
ky charakterizovanych jako skupina ,mutans®,
¢ast z nich nebyla umyslné predbézné testovana.
Izolaty pochazely od 17 osob z osmi rodin, které
byly zatazeny do studie sledujici ptenos
kariogennich streptokokt v rodiné do ust ditéte
[3, 6]. Uvedena dvojice pouzitych primeru 16U1F
a 16SCR1 je relativné nezavisla na kvalité
i mnozstvi DNA. Ve v8ech piipadech poskytla
PCR dostatek amplifikovaného materidlu pro
naslednou genetickou analyzu. Restrikéni analy-
zou bylo ve zminéném souboru izolata identifiko-
vano celkem 9 druhu streptokoku: 34krat
S. mutans, 14krat S. sobrinus, 11krat S. sangui-
nis, Tkrat S. intermedius, 6krat S. gordonii a S.
anginosus, 4krat S. salivarius, a S. mitis a jed-
nou S. oralis. Postup restrikéni analyzy a jeji
vysledky pro v8echny identifikované druhy jsou
shrnuty na obr. 3. Geneticka identifikace vétsi-
nou odpovidala biochemickému piifazeni co se
tyka skupin, uvnitt skupin v§ak dochéazelo k pte-
suntm, v nékolika piipadech doslo k presuntim
mezi skupinami mitis a mutans. Vysledky ziska-
né restrikéni analyzou byly potvrzeny metodou
absolutni, tj. DNA sekvenovanim pro vSechny
klony druht S. mutans a S. sobrinus i pro vybra-
né zastupce vSech ostatnich identifikovanych
druhu. Ve v8ech piipadech byly vysledky potvrze-

ny.
ZAVER

Byl navrzen algoritmus postupu pro jedno-
zna¢nou druhovou identifikaci streptokoku. Tato
metodika byla dspésné ovérena na 87 izolatech
oralnich streptokoku. Restrikéni analyza sice
nemuze poskytnout mnozstvi informaci jako
DNA sekvenovani, av8ak vhodné navrieny
systém dokaze bezpecéné odlisit témér jakékoliv
predem definované bakteridalni druhy, véetné
taxonomicky blizkych. Ekonomicky je metodika
velmi piizniva a muzZe proto poslouzit jako dosta-
teéné citlivy postup pii ovérovani identity druhu

uréenych predbézné jinym zpusobem, at uz bio-
chemickymi nebo genetickymi metodami zaloze-
nymi na specifickych sondach.
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