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GENOTIPSKA KARAKTERIZACIJA SEVOV OPORTUNISTICNEGA PATOGENA

AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS PRI

SLOVENSKIH

BOLNIKIH S KRONICNIM PARODONTITISOM, PRELIMINARNA RAZISKAVA
Genotype characterization of (opportunistic pathogen) Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans strains from Slovenian patients with chronic periodontitis:
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Izvledek

Izhodis&e: Bakterija Aggregatibacter actinomycetemcomitans je sicer lahko del
normalne bakterijske flore ustne votline, doloGene seve pa se povezuje z nastankom
agresivnejsih oblik parodontalne bolezni ter z nekaterimi boleznimi srca in ozilja. Ni Se
raziskano, kako pogosto oportunisti¢ni patogen A. actinomycetemcomitans naseljuje
subgingivalni biofilm slovenskih bolnikov s kroni€nim parodontitisom. Preiskovanci in
metode: V preliminarni Studiji smo zbrali vzorce subgingivalnih oblog tridesetih
slovenskih bolnikov z zmernim ali napredovalim kroniénim parodontitisom in pri
izolatih z metodo verizne reakcije s polimerazo preverili prisotnost zapisov za
virulentne dejavnike. Rezultati: Bakterijo A. actinomycetemcomitans smo nasli pri 57 %
bolnikov. Vsi izolati so imeli genetski zapis za najpomembnejSe komponente
levkotoksina, citotoksina Cdt in za kolonizacijo gostitelja pomembnih dejavnikov Flp-1
in ApaH. Zaklju&ki: V nasprotju z ugotovitvami dosedanjih raziskav, da imajo sevi
bakterije A. actinomycetemcomitans le redko hkrati zapis za vse komponente toksinov
in nekatere druge dejavnike pomembne za kolonizacijo gostitelja, nasi rezultati kazejo,
da so sevi bolnikov v Sloveniji visoko virulentni. Posledi¢no bi bilo pomembno izvesti
raziskavo na veljem Stevilu preiskovancev da bi ugotovili patogenetsko vlogo in
genotipizirali te bakterije pri zdravih in obolelih posameznikih v Sloveniji.

Abstract

Background: The opportunistic human pathogen Aggregatibacter actinomycetem-
comitans can form part of the normal bacterial flora of the oral cavity. However, some
of its strains are implicated in the aetiology of aggressive forms of periodontitis and
also in certain cardiovascular diseases. The prevalence and specific characteristics
of this periodontal pathogen in the Slovenian population have not been investigated.
Patients and methods: In this case series study, we collected subgingval plaque
samples from 30 patients with moderate or advanced generalized chronic
periodontitis. The PCR method with appropriate primers was used to test the isolates
for the presence of important virulence factors. Results: We identified A.
actinomycetemcomitans in 57 per cent of the patients. All isolates of A.
actinomycetemcomitans from our patients harboured genes for leukotoxin, Cdt toxin
and Flp-1 and ApaH colonization proteins. Conclusions: In contrast to earlier studies
showing the presence of virulence determinants involved in the toxicity and
colonization of this bacterium to be limited to 50 to 80 per cent of the isolates, our
results indicate a high rate of virulence in isolates from Slovenian patients. Hence, our
data suggest that A. actinomycetemcomitans strains may have a significant role in
the pathogenesis of periodontal disease among Slovenians. These results indicate a
need for further extensive characterization of the genotypic features of these strains
in the Slovenian population.
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Uvod

Parodontalna bolezen je kroni¢na vnetna bolezen
obzobnih tkiv, ki se v zatetnem obdobju kaze z
oteklino in rdecino dlesni, v napredovali fazi pa s
propadom povezave med zobom in obzobnimi
tkivi, nastankom obzobnih Zepov, majavostjo in
izpadom prizadetih zob (Skaleri¢ in Kova¢ -
Kav¢i¢, 2000). Bolezen sproZijo bakterije zobnih
oblog (t. i. biofilma), ki so nakopi¢ene ob robu
dlesni in v obzobnih Zepih (Fine in sod., 2006).
Bakterije v biofilmu sprozijo vnetni odgovor v
obzobnih tkivih, ne da bi mnoZi¢no prodirale
vanje. Nastanek mikrobne zdruzbe (biofilma) na
zobni povrsini je posledica pritrditve planktonskih
bakterij na povrsino ustne votline ter zmoZznost
njihove koadhezije in izmenjave metabolitov med
pari posameznih vrst bakterij (Kuboniwa in
Lamont, 2010).

Bakterijske obloge v ustni votlini sestavlja ve¢ kot
700 bakterijskih vrst (Aas in sod., 2005). Povrsino
zob in dlesni, prekrito z glikoproteini in polisaharidi
sline, prvotno naselijo bakterije iz rodu aktinomicet
in streptokokov, ki sintetizirajo Stevilne dejavnike,
potrebne za kolonizacijo, na katere se med izgra-
dnjo zobnih oblog pritrdijo poznej$i naseljevalci
ustne votline (Kolenbrander in sod., 2010).
Kompleksna mikrobna zdruzba je zgrajena v nekaj
dneh (Quirynen in sod., 2005). Predvsem genotip
in obrambni mehanizmi posameznika vplivajo na
razvoj znacdilne, stalno prisotne mikrobne zdruzbe
v ustni votlini, ki sobiva skladno z gostiteljem (Slots
in Ting, 1999).

V zdruzbi bakterije komunicirajo z izmenjevanjem
metabolitov, koordinirajo procese v biofilmu in
odzive na razmere v okolju ter posledi¢no
spominjajo na vecceliéno, diferencirano tkivo
evkariontov (Kolenbrander in sod., 2010; Ramsey
in sod., 2011). Ta homeostaza se lahko porusi na
primer zaradi delovanja stresnih dejavnikov okolja
na bakterije in gostitelja, neustrezne ustne higiene
ali/in oslabljenega imunskega odziva gostitelja, kar
lahko povzrogi, da manjSa populacija bakterij v
biofilmu postane kompetitivhejSa in se ¢ezmerno
namnozi ali da mesta v ustih kolonizirajo patogene
bakterije iz okolja (Hajishengallis in sod., 2012).
TakSno poruSenje mikrobne zdruzbe Ilahko
stabilizira novo ravnovesje bakterijskin vrst v
biofilmu, v katerem se ohranijo patogene bakterije
v zadostnem Stevilu v blizini obzobnih tkiv, kar vodi
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v razvoj ali/in napredovanje parodontalne bolezni.

Med najpogosteje opisanimi patogeni v ustih
izstopajo gramnegativne anaerobne in fakultativho
anaerobne bakterije Aggregatibacter actino-
mycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia in spiroheta Treponema
denticola (Schacher in sod., 2007). Ceprav
streptokoki v klasi€¢nem patogenetskem modelu
niso bili povezani z nastankom parodontalne
bolezni, nove Studije kazejo, da lahko delujejo kot
»pomozni patogeni«, saj z izlo€anjem metabolitov
omogocijo selektivno razrast ter zvecajo virulenco
bakterij A. actinomycetemcomitans in P. gingivalis
(Whitmore in Lamont, 2011).

Bolezni obzobnih tkiv torej povzrocajo zdruzbe
mikrobov, ki omogogijo razrast in stimulirajo
sintezo virulentnih dejavnikov patogenih bakterij,
s katerimi zaobidejo obrambne mehanizme ter
Skodijo gostitelju (Fine in sod., 2006; Kolen-
brander in sod., 2010). Dinami¢no naravo bakterij
v biofilmu je zunaj gostitelja tezko posnemati
(Wessel in sod., 2013), zato je vecina raziskav
usmerjenih v razumevanje vpliva in potenciala
posameznih bakterij na razvoj ustnih bolezni.

Ustna votlina ljudi je do zdaj edini poznani naravni
habitat bakterije A. actinomycetemcomitans (Fine
in sod., 2006). A. actinomycetemcomitans je sicer
lahko del normalne ustne flore in poleg zobnih
oblog kolonizira tudi druge predele ustne votline,
bakterija je bila na primer iz sline izolirana pri 20 %
sploSne populacije odraslih na Finskem (Kononen
in sod., 2007). Dolo¢eni sevi te bakterije lahko
sintetizirajo Stevilne dejavnike virulence ter vplivajo
na razvoj kroni¢nih in agresivnih oblik parodon-
talne bolezni (Slots in Ting, 1999).

Ozdravitev parodontalne bolezni, ki nastane v
povezavi z A. actinomycetemcomitans, je veGi-
noma odvisna od odstranitve virulentnih sevov
bakterije A. actinomycetemcomitans iz ustne
votline (Fine in sod., 2007). Odstranitev zdravju
Skodljivih sevov A. actinomycetemcomitans iz
zobnih oblog je najpogosteje uspesna po mehan-
ski odstranitvi zobnih oblog v kombinaciji z
antibiotikoma amoksicilin in metronidazol ali
antibiotiki iz skupine tetraciklinov (Oettinger-Barak
in sod., 2013).

Primerjava do zdaj poznanih 14 celotnih genomov
A. actinomycetemcomitans kaze na raznoliko
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organizacijo in zastopanost genov v genomih ter na
razlicen nabor virulentnih dejavnikov med sevi
(Kittichotirat in sod., 2011). Genotipsko se ti sevi
razlikujejo predvsem v prisotnostih Stevilnih otokov
patogenosti z zapisi za dejavnike virulence, ki se
lahko horizontalno Sirijo med bakterijami.

Virulentni sevi A. actinomycetemcomitans sinte-
tizirajo dejavnike za kolonizacijo, invazijo (npr., pili
Flp-1, faktor ApaH) ter dejavnike, ki zavrejo lokalni
vhetno-imunski odziv v dlesni in povzrog€ijo
poSkodbo obzobnih tkiv (npr. levkotoksin in
citotoksin Cdt, angl., »cytolethal dystending toxin«)
(Dogan in sod., 1999; Fine in sod., 2006).
Levkotoksin povzro€i razpad &loveskih levkocitov
in eritrocitov, citotoksin Cdt pa uravnava celi¢ni
cikel Stevilnih evkariontskih celic, predvsem delecih
se limfocitov, kar povzrog¢i celi¢no smrt (apoptozo)
celic (DiRienzo, 2014; Kachlany, 2010).

Glede na imunsko-dominantni antigen na celi¢ni
povrsini A. actinomycetemcomitans, to je O-polisa-
harid, izolate uvr§¢amo v sedem serotipov (a-g)
(Henderson in sod., 2010; Tsuzukibashi in sod.,
2014). Obi¢ajno se v gostitelju stabilno ohranja le
po en serotip (Saarela in sod., 1992), v redkih
primerih pa tudi dva ali trije razli¢ni serotipi te
bakterije (Yoshida in sod., 2003).

Preseneca dejstvo, da se razSirjenost in razpo-
reditev doloCenih serotipov razlikujeta glede na
zemljepisni polozaj. Serotip b prevladuje pri bolnikih
z agresivno obliko parodontitisa v ZDA, serotip ¢ na
Kitajskem, Japonskem, v Koreji in Turciji, medtem
ko so na Finskem, Svedskem in Danskem poglavitni
in enakomerno zastopani serotipi a, b in ¢
(Henderson in sod., 2010). Na takdno razSirjenosti
serotipov naj bi vplivala zmoznost prilagoditve
doloCenih sevov te bakterije na majhne genetske
raznolikosti v populacijah ljudi. Tako je v predelih SZ
Afrike endemiCen sev A. actinomycetemcomitans
JP2, uvrS€en v serotip b, ki zaradi delecije v
promotorskem podroCju operona levkotoksina
konstantno sintetizira veliko koli€¢ino tega toksina
(Haubek, 2010).

Prisotnost seva JP2 je povezana z nastankom
juvenilnega, agresivnega lokaliziranega parodon-
titisa (Kononen in Muller, 2014). Nedavno so
raziskovalci dokazali, da tudi nekatere druge
spremembe, kot so tockovne mutacije v promo-
torskem podrocju operona za levkotoksin, vplivajo
na zvecano sintezo levkotoksina in s tem virulenco

sevov, podobno tisti pri sevu JP2 (Hoglund Aberg
in sod., 2014).

A. actinomycetemcomitans je modelni patogen za
raziskave parodontalne bolezni in edina do zdaj
poznana bakterija, ki je lahko del normalne ¢loveske
bakterijske flore ter nosi zapis za toksin Cdt in
levkotoksin (Fine in sod., 2006). Ni $e raziskano,
kako pogosto oportunisti¢ni patogen A. actino-
mycetemcomitans naseljuje subgingivalni biofilm
bolnikov s kroni¢nim parodontitisom v Sloveniji, prav
tako Se ni podatkov o zastopanosti posameznih
serotipov pri slovenski populaciji in prisotnosti
zapisa za virulentne dejavnike in s tem povezane
patogenosti sevov.

Namen presecne raziskave je bil zato ugotoviti,
kako pogosto A. actinomycetemcomitans nase-
ljuje subgingivalni biofilm, pogostost prisotnosti
posameznih serotipov sevov bakterije A. actino-
mycetemcomitans, ki smo jih izolirali pri bolnikih s
kroni¢nim parodontitisom v Sloveniji, ter pogo-
stost prisotnosti virulentnih dejavnikov, $e posebej
levkotoksina in citotoksina Cdt.

Preiskovanci in metode

Preiskovanci in izolacija A. actinomycetemcomitans

V Studijo je bilo vklju€enih 30 bolnikov z zmernim
ali napredovalim parodontitisom, ki so bili
napoteni na zdravljenje parodontalne bolezni na
Center za ustne bolezni in parodontologijo UKC.
Vzorce subgingivalnih zobnih oblog smo jemali
pri bolnikih, ki pred napotitvijo Se niso bili
zdravljeni.

V manj kot 24 urah smo vzorce suspendiranih
bakterij nacepili na trdna selektivna gojis¢a, ki smo
jih inkubirali v atmosferi z zvisanim tlakom CO,
(10 %), pri 37 °C, do 7 dni. Bakterije A. actino-
mycetemcomitans smo identificirali na osnovi
znacilne morfologije kolonij zvezdastega videza, s
testom na prisotnostjo katalaze in z metodo masne
spektrometrije MALDI-TOF (angl. matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry) (Dingle in Butler-Wu, 2013). Izolati
so bili shranjeni pri -80 °C. Podroben opis popu-
lacije, nac¢ina odvzema vzorcev, transporta,
gojitvenih razmer in nacina prepoznave bakterije
A. actinomycetemcomitans je predstavljen v
prispevku SotoSkove in sod. (2014) v tej Stevilki
Zobozdravstvenega vestnika.
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Preglednica 1: Serotipizacija in prisotnost testiranih genov, pomembnih za virulenco A. actinomycetem-
comitans, pri izolatih slovenskih bolnikov z zmernim ali napredovalim kroni¢nim parodontitisom.

Bolnik Serotip ltxA apaH flp-1 cdtA cdtB cdtC
1 B + + + + + +
2 C + + + + + +
3 C + + + + + +
4 C + + + + +a +
9 C + + + + +

16 C + - + + +a +
18 B + + + + + +
20 C + + + + + +
22 C + + + + + +
25 B + + + + + +
31 C + + + + + +
32 C + + + + + +
34 A + + + + + +
35 B + + + + + +
36 Nd + + + + + +

ItxA: levkotoksin A, apaH: protein za invazijo, flp-1: poglavitni protein fimbrij, cdtA, cdtB, cdtC: podenota A, B in C toksina
cdt, Nd. - Z v Studiji uporabljenimi za&etnimi oligonukleotidi serotipa nismo uspeli definirati. 2 - Krajsa razlicica gena.

Izolacija genomske DNA izolatov A. actino-
mycetemcomitans

Izolate A. actinomycetemcomitans smo gojili tri dni
brez stresanja pri 37 °C v tekoCem selekcijskem
gojis¢u: Brain Heart Infusion (BHI) z dodanim
kvasnim ekstraktom, 15 mM HCOoNa, 9 mM
C4HoNasOy. Iz treh mililitrov tako zrasle bakte-
rijske kulture smo s kompletom Genomic DNA
Purification kit (Thermo Scientific) po navodilih
proizvajalca izolirali genomsko DNA A. actino-
mycetemcomitans. |zolate genomske DNA smo
shranili pri-20 °C. Koncentracijo in Cistost genom-
ske DNA smo preverili spektrometri¢no, z apara-
tom NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).

Detekcija virulentnih dejavnikov in serotipizacija
izolatov A. actinomycetemcomitans

S pari specificnih zacetnih oligonukleotidov za
kodirajoCe regije genov za poglavitni protein
fimbrij (Flp-1), proteina za invazijo bakterij (ApaH),
komponent operona citotoksina Cdt (CdtA, CdtB,
CdtC), levkotoksina (LtxA) oziroma promotorskega
podrocja gena za LtxA (Wahasugui in sod., 2013)
smo z metodo verizne reakcije s polimerazo
(PCR) pomnozili iz o¢is¢ene DNA A. actinomyce-
temcomitans. Serotipe sevov A. actinomycetem-
comitans (a—f) smo dolocili glede na imuno-
dominantni antigen na povrSini, O-polisaharid, kot
navedeno (Kaplan in sod., 2001). Za pomno-
Zevanje DNA smo uporabili DreamTaq DNA

Polymerazo (Thermo Scientific). Pomnozitev
kodirajo¢ih odsekov testiranih genov ter sero-
tipizacija izolatov z verizno reakcijo s polimerazo sta
potekali v razmerah, kot predhodno opisano (Kaplan
in sod., 2001; Wahasugui in sod., 2013).

PomnozZke DNA smo pregledali z elektroforezo na
1,2-odstotnih agaroznih gelih, obarvanih z eti-
dijevim bromidom, in jih primerjali s standardom,
Generuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific).
Promotorskemu podrocju gena /txA smo dolo¢ili
nukleotidna zaporedja z uporabo nukleotidnih
zaCetnikov 5 -GCAGGATCCATATTAAATAATC-
TCCTTGT-3" ali 5’-CGGTCGACAACCTGATAA-
CAGTATT-3", dolo¢itev zaporedja je izvedlo
podjetje Macrogen iz Nizozemske. Z dologitvijo
nukleotidnega zaporedja promotorskega podro-
Cja za levkotoksin smo preverili, ali kateri od
izolatov spada med sev JP2.

Rezultati

Ugotovili smo, da subgingivalne zobne obloge
sedemnajstih bolnikov naseljuje bakterija A.
actinomycetemcomitans. Dva izolata bakterije A.
actinomycetemcomitans sta slabo rasla v teko¢em
gojis¢u Aa, zato smo lahko izolirali genomsko
DNA petnajstih izolatov, ki smo jih vkljugili v
nadaljnjo analizo. Analiza pomnozkov kaze, da je
vegina (60 %) izolatov serotipa ¢ (Preglednica 1).
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Slika 1: Variabilnost promotorskega podrocja levkotoksina med izolati A. actinomycetemcomitans, izoliranimi iz
bolnikov s kroni¢nim parodontitisom v Sloveniji. (A) Shematski prikaz okolice operona za levkotoksin (/txC, ItxA, ItxB,
ItxD). Promotorsko podrocje operona za levkotoksin se razteza od stop kodona gena glyA, vsebuje kodirajoc¢o regijo
orfA za protein z neznano funkcijo, pa vse do zadetka prvega gena operona, /txC. (B) Prikaz dela promotorskega
podro¢ja za levkotoksin in variabilnosti tega podro¢ja med sevi. Prikazano je podrocje v dolzini 969 nukleotidov.
Spremembe nukleotidnega zaporedja v primerjavi z zaporedjem promotorskega podrocja levkotoksina A.
actinomycetemcomitans, minimalno levkotoksi¢nega seva 652, ki je uvrden v serotip ¢, (Stevilka zaporedja
GeneBank: Z23268) (Brogan in sod., 1994) so navedene nad shematskim prikazom. To¢kovne mutacije izolatov (npr.
oznaka A(G) 965: Sprememba baze adenin v gvanin, 965 nukleotidov od zacetka gena /txC.). V primerjavi z
zaporedjem seva 652 so v ¢rnem tisku prikazane nukleotidne zamenjave, prisotne v promotorskem podrogju
levkotoksina pri sevih serotipa b in sevu z oznako 36, v rde€em nukleotidne zamenjave, specificne za sev 36, in v
modrem zamenjave, identificirane v izolatih serotipa b, a ne pri sevu Stevilka 36. Podpisano pod shematskim
prikazom podro¢ja sta elementa -35 in -10 promotorja operona /tx. S horizontalno zeleno ¢rto je oznagen deletirani
odsek promotorskega podrogja v visoko levkotoksi¢nem sevu JP2, ki predvidoma vodi v nastanek novega, stalno
aktivnega promotorja z elementoma promotorja, oznaenima z -35 N in -10 N (Brogan in sod., 1994).

Razen gena za ApaH, ki smo ga odkrili pri 13
izolatih, smo preostale tri testirane determinante
virulence (/txA, flO-1, cdtA, cdtB in cdtC) odkrili pri
vseh izolatih (Preglednica 1). Pri dveh izolatih smo
dobili za 219 baznih parov krajSi pomnozek gena
cdtB (Wahasugui in sod., 2013). Z doloditvijo
nukleotidnega zaporedja teh variant gena cdtB
smo ugotovili, da gre v obeh primerih za delecijo
identicnega podro¢ja gena, ki vkljuCuje tudi del
katalitskega mesta proteina.

Razprava

Med prebivalci Slovenje je kroni¢ni parodontitis
pogost, saj ima pri 50 letih bolezen v napredovali
fazi ze veC kot 40 % populacije (Skaleri¢ in sod.,
2008). Kljub temu je sestava bakterijskih zobnih
oblog, ki so primarni patogenetski dejavnik
njegovega nastanka, slabo poznana. V prvem delu
raziskave smo zato natan¢no opredelili pogostost
prisotnosti najpogostejSih parodontalno pato-
genih bakterij pri tridesetih bolnikih z zmernim ali

Med izolati nismo identificirali seva JP2 (Slika 1). napredovalim kroni¢nim parodontitisom ter

Ugotovili smo, da se variabilnost v promotorskih
podrocjih izolatov slovenskih bolnikov sklada s
predhodno opisanimi. Promotorsko podrocje
levkotoksina izolatov, uvr§¢enih v serotip b, vse-
buje znacilne zamenjave nukleotidov, kot so Ze bile
opazene pri bakterijskih sevih tega serotipa (Chen
in sod., 2012), podrocje levkotoksina seva Stevilka
36 pa vsebuje vrsto specificnih nukleotidnih
zamenjav.

bakterijo A. actinomycetemcomitans nasli pri
sedemnajstih bolnikih (57 %). Z metodo PCR smo
ugotovili, da je 60 % izolatov A. actinomycetem-
comitans serotipa c. To je zanimiva znagilnost, ki je
bila sicer opisana Se pri posameznikih na
Japonskem, Kitajskem, v Koreji in Turciji
(Henderson in sod., 2010). Vsi izolati A. actino-
mycetemcomitans so imeli zapis za vse testirane
virulentne dejavnike za: kolonizacijo celic gostitelja
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(gen apaH, poglavitno strukturno komponento
fimbrij flp-1), operon citotoksina Cdt (cdtABC) in
gen za levkotoksin (/txA). To je v nasprotju z
dosedanijimi ugotovitvami, saj imajo drugi poznani
sevi A. actinomycetemcomitans le redko zapis za
vse naStete dejavnike virulence (Wahasugui in
sod., 2013), operon Cdt je na primer prisoten pri
80-50 % sevov (Hoglund Aberg in sod., 2013;
Jentsch in sod., 2012; Wang in sod., 2014).

Vsi bakterijski izolati A. actinomycetemcomitans,
vkljueni v Studiji, imajo zapis za levkotoksin.
Raziskovalci so v razliénih populacijah dokazali
prisotnost specifi€nih visokovirulentnih sevov te
bakterije, kot npr. seva JP2 v populaciji medi-
teranske Afrike (Haubek, 2010; Henderson in sod.,
2010). Z dolocitvijo nukleotidnega zaporedja
promotorskega podro&ja za levkotoksin smo
preverili, ali kateri od izolatov spada med sev JP2.
Ta sev zaradi delecije v promotorskem podrocju
operona levkotoksina konstantno sintetizira levko-
toksin v visokih koncentracijah (Haubek, 2010) in je
tesno povezan z nastankom juvenilnega, agre-
sivnega lokaliziranega parodontitisa (Kononen in
Muller, 2014).

Med izolati sicer nismo identificirali visoko-
levkotoksi¢nega seva JP2, verjamemo pa, da
obstajajo med posamezniki v Sloveniji druge
genotipske specifi¢nosti sevov bakterije A. actino-
mycetemcomitans, ki omogoc¢ijo prilagoditev na
genetske znacilnosti Slovencev. Promotorsko
podrodje levkotoksina izolatov, uvr§&enih v serotip
b, namre¢ vsebuje znalilne zamenjave nukleo-
tidov, kot so ze bile opazene pri bakterijskih sevih
tega serotipa (Chen in sod., 2012), podrogje
levkotoskina seva Stevilka 36 pa vsebuje vrsto
drugih specifi¢nih nukleotidnih zamenjav. Tockovne
mutacije v promotorskem podrocju levkotoksina
lahko vplivajo na uravnavo prepisa genov tega
operona, posledi¢no na zvecano ali zmanj$ano
sintezo toksina (Hoglund Aberg in sod., 2014).

Na specifike sevov A. actinomycetemcomitans pri
bolnikih s kroni¢nim parodontitisom v Sloveniji
kaze tudi identifikacija krajSe razli¢ice gena za
katalitsko podenoto toksina Cdt (cdtB), ki smo jo
nasli pri dveh izolatih (Preglednica 1). Vse kaze, da
je krajSa razli€ica toksina Cdt, opazena pri izolatih
dveh pacientov, manj aktivna od divjega tipa
toksina, kar lahko vpliva na virulentni potencial
bakterije. Ta razliica katalitske podenote tega
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toksina e ni bila opisana, zato bomo njeno vliogo
pri patogenezi bakterije A. actinomycetem-
comitans testirali v prihodnje.

Rezultati Studije kaZejo, da bi bilo pomembno
izvesti raziskavo z vecjim Stevilom vklju€enih
preiskovancev, da bi lahko zakljugili in statisticno
ovrednotili: (i) kateri serotip A. actinomycetem-
comitans prevladuje v populaciji Slovencey, (ii)
morebitno prisotnost seva JP2 in (iii) nakazali
vlogo bakterij A. actinomycetemcomitans pri posa-
meznikih z zdravimi obzobnimi tkivi ter posa-
mezniki s parodontitisom v Sloveniji. Iz do zdaj
zbranih podatkov pa Ze lahko sklepamo, da so sevi
A. actinomycetemcomitans pri slovenskih bolnikih
s kroni¢nim parodontitisom visokovirulentni in
imajo pomembno vlogo pri razvoju parodontalne
bolezni.

Zakljucki

Pri 15 izolatih bakterije A. actinomycetemco-
mitans, ki smo jih nasli pri 15 od skupno 30
bolnikov s kroni¢nim parodontitisom, je bil
najpogosteje (60 %) prisoten serotip ¢, drugi po
pogostosti je bil serotip b (26 %). Vsi izolati
bakterije A. actinomycetemcomitans so imeli zapis
za najpomembnejse virulentne dejavnike: operon
toksina Cdt (cdtABC), gen za kataliticno podenoto
levkotoksina (ItxA) in gen, katerega produkt je
pomemben za kolonizacijo gostitelja (flp-1). Zelo
pogosto (v 86 % primerov) je bil prisoten tudi zapis
za gen za apaH.
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