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GENERALIZE AGRESIF PERIODONTITiSLi HASTALARIN SUBGINGiVAL PLAK
ORNEKLERINDEN ELDE EDIiLEN ACTINOBACILLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS
iZOLASYONLARININ KARAKTERIZASYONU

CHARACTERIZATION OF ACTINOBACILLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS ISOLATES
COLLECTED FROM SUBGINGIVAL PLAQUE SAMPLES OF GENERALIZED AGGRESSIVE
PERIODONTITIS PATIENTS

Basak DOGAN * Arzu Sahan KIiPALEV* Aysen BODUR *
Sirkka ASIKAINEN ¢

OZET

Bu caligmanin amaci, generalize agresif periodontiis (GAgP) tanisi konulan wve subgingival plak &rneklerinde

Actinobacillus actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) saptanan hastalarin, A. actinomycetemcomitans izo-

lasyonlarinin, serotipik ve genotipik analizlerle karakterize edilmesidir. Caligmaya, 14 GAgP hastadan elde edilen 52 A.
actinomycetemcomitans izolasyonu (kigi bagina 3 veya 4 izolasyon olmak Uzerine) dahil edilmigtir. Bittin izolasyonlarin

serotipik tayini immunodifuzyon yéntemiyle kullanilarak yapilmistir. Ayrica, 42 izolasyonun (kisi basina 3 izolasyon olmak
Uzere) genotipik analizi rastgele primerize edilmis polimeraz zincir reaksiyonu (AP-PCR) yontemi kullanilarak yapilmistir.

14 hastanin 10 tanesinde tek bir serotip saptanmigtir. Dért hastada ise serotipik tayini yapilamayan ve serotiplenebilir izo-

lasyonlar birarada bulunmugtur. Hastalar arasinda A. actinomycetemcomitans serotip dagilimi; %7’si serotip a, %29°u

serotip b, % 57’si serotip ¢, %7'si serotip e ve %29'u serotipik tayini yapilamayan izolasyonlar olarak tespit edilmisir. 42

A. actinomycetemcomitans izolasyonu arasinda 7 farkli AP-PCR genotip bulunmustur. En sik géralen AP-PCR genotip,

serotip c'ye ait olan genotip 3 olarak saptanmistir. Sonug olarak, Turk GAgP hastalarinda serotip d'ye oldukga nadir olarak

rastlanirken, en sik serotip c tespit edilmistir. Serotip c’nin bu hasta grubunda en yliksek oranda bulunmasi, A. actino -
mycetemcomitans serotiplerinin hastaliklara gére spesifik dagiliminda cografik farkliliklar gésterebildigini ortaya koymak-
tadir.

Anahtar kelimeler: Periodontal hastalik, Actinobacillus actinomycetemcomitans, serotip, AP-PCR, agresif periodontitis, .
SUMMARY

The aim of the study was to investigate A. actinomycetemcomitans serotype and genotype distribution among subgingi -
val A. actinomycetemcomitans isolates of patients with generalized aggressive periodontitis. A total of 52 A. actino -
mycetemcomitans isolations recovered from 14 patients with GAgP were included in this study (3 to 5 isolates per sub-
ject). All isolates (n=52) were serotyped by using immunodiffusion assay and 42 isolates (3 isolates per subject) were also
genotyped using arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-PCR) method. Ten of the 14 subjects included in this
study harbored only one serotype. Four subjects had serotypeable isolates with non-serotypeable ones. The serotype dis-
tribution among patients were as follows: serotype a 7%, b 29%, c 57%, e 7%, and non-serotypeable isolates 29%.
Among 42 isolates 7 distinct AP-PCR genotypes were detected. Most common AP-PCR genotype was genotype 3
belonged to serotype c. The results showed that serotype d isolates were very rare but serotype c isolates were common
among Turkish patients with GAgP. The frequent detection of serotype ¢ among the study subjects shows that the
serotype distribution in relation to periodontal status can be vary related to the geographical differences.

Key words:Periodontal disease, Actinobaciflus actinomycetemcomitans, serotype, AP-PCR, aggressive periodontitis.
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GiRIS temcomitans-positive), 14 hasta calismaya dahil

Gram-negatif, fakiiltatif anaerobik bir kokobasil ~ ©dilmistir. Bu hastalarin, 8 bayan &'s: erkek olup yas
olan Actinobacillus actinomycetemcomitars peri- ortglamam 33.6 |d_|._Butun blreylgr _smtemn_k ypnden
odontitisin ana patojen bakterilerindendir. Lokalize ~ Sa9likli, son 6 ay icinde herhangi bir antibiyotik kuk
juvenil periodontitisli hastalarin yaklasik %90'inda, '@nmamis ve periodontal tedavi gbrmemiglerdir. BU-
eriskin periodontitisli hastalarin %30 ile %50‘sinde  {Un hastalardan imzal katihm formu alinmistir.
ve periodontal ydnden saglikli olan bireylerinse Ornekleme
%10'unda agiz ortaminda A. actinomycetermcomi -
fans saptanmistir>'®*#%, A. actinomycetemcomitans
serolojik olarak a’dan e€’ye kadar olmak Ozere 5 ayri
serotipe ayrilmaktadir. Serolojik ¢aligsmalar, ilk olarak
oral mikroflorada sik bulunan 3 A. actinomycetemco -
mitans serotipi tespit etmislerdir (a, b ve ¢)**. Seroti
pik tayini yapilamayan bazi izolasyonlar ise daha
sonra serotip d ve e olarak tanimlanmigtir®. Litera-
tlirde, A. actinomycetemcomitans serotip dagihmi ile

Batan bireylerden subgingival periodontal érnek-
ler, cep derinligi >4mm olan 6 boélgeden steril paper
point kullanilarak havuz yéntemiyle alinmistir. Paper
pointler hemen 2 ml‘lik VMGA Il tasiyici besiyeri'”
iceren tiplere transfer edilip, 48 saat icinde A. acti -
nomycetemcomitans igin Kiltar islemi yapilmak (ize-
re, hizli postayla Helsinki Universitesi Oral Mikrobi-
yoloji laboratuvarina yollanmistir.

periodontal hastalik arasindaki iliskiyi inceleyen bir ~ A. actinomycetemcomitans TSBV-agar™ besiye-
cok calisma olmasina ragmen, sonuglar bolgesel far-  finde %5 COZ'li ortamda 37°C'de 3-5 gunlik inki-
liliklar gostermektedir. isvigre ve Yunanistan'da yapi-  Pasyon sonrasinda tipik koloni morfolojisi, gram bo-

lan calismalarda, erken baslayan periodontitis teshi- ~ Yamave positif katalaz reaksiyonuna bakilarak tespit
si konulan hastalarda, serotip b’'nin %29 ile %31 ora- edilmistir. A. actinomycetemcomitans mevcut oldu-
ninda en sik goriilen serotip oldugu saptanmistir™'®. gunda 2-5 koloni subgingival kiiltirden izole edilmis
Diger taraftan, Giiney Amerika ve Uzak Dogu ilkele- V€ saf kilttrler %20’lik skim-milk icinde —70 ‘C‘de
rinde yapilan calismalarda, lokalize juvenil periodon-  Serotipik ve AP-PCR genotipik analizler i¢in saklan-
titisli hastalarda, serotip c'nin en fazla rastlanan se- ~ MIStIr.

rotip oldugu ortaya konmustur*®®'. Kuzey Avrupa ve Serotipik Analiz

Kuzey Amerika Ulkerinde yapilan calismalarda ise

serotip ¢ izolasyonlan ¢ogunlukla periodontal yén-

den saglkh bireylerde bulunmustur*'®. Ulkemizde, lo-

kalize juvenil periodontitisli hastalarda A. actinomy -
cetemcomitans serotip a, b ve c referans suslarina

karsi1 serum antikor diizeylerinin incelendigi bir calis-

mada, kisilerin %27’sinde serotip ¢, %31°'nde serotip

a ve ¢, %22sinde ise her 3 serotipe karsi diizeylerin

yiksek oldugu saptanmistir’. Bilgimiz dahilinde, lite-

ratlrde, Tlrk bireylerden kultir yéntemiyle A. acti -
nomycetemcomitansin tespitine ve karakterizasyo-

nuna ydnelik calismalar oldukca sinirhidir. AP-PCR Genotipik Analiz

Bu calismadaki amag, GAgP teshisi konulan Toplam 42 A. actinomycetemcomitans_ i_zolasyo-
Tark hastalarin, subgingival plak 6rneklerinden, ki nunun kromozomal DNA'si AP-PCR amplifikasyonu

A. actinomycetemcomitans tespit edildiginde
rastgele secilen izolasyonlar (s=52) daha &nceden
tarif edildigi (zere® immiinodifiizyon ydntemle sero-
tiplendirilmistir. Serotip a, b, ¢, d, ve e’ye karsi tim-
hicre antigenleri kullanilarak tavsanlarda serotip-
Ozel antiserumlan olusturulmustur. Serotipleme anti-
jenleri %1 yeast extract ihtiva eden Todd Hewitt
broth" icinde (remis bakteriyel hiicrelerin otoklav
edilmesiyle hazirlanmistir. Immuandifizyon %1.2'lik
Noble agarda yapiimistir.

tans izolasyonlarinin serotipik ve genotipik dagihmi- 5 ml'lik PCR reaksiyonluk hacim, 0.2 mM
nin ortaya konulmasidir. dNTP'", 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 4 mM
GEREC VE YONTEM MgCl2, 5 U AmpliTag®*, 5 ml template DNA (1:100),

Bireyler ve 0.4 mM primer (5-CAGCACCCAC-3)'den olus-
maktadir. Amplifikasyon termosiklusta* belirtildigi
Gazi Universitesi Dishekimligi Fakiltesi Peri-
odontoloji Anabilim Dalrna basvuran, GAgP tanisi
konulan ve subgingival plak 6rneklerinden A. acti - I Ditco Lab. Detroit, Mi

nomycetemcomitans kiiltiire edilen (A. actinomyce - 1 Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ
# Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT
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izere yiratilmistir: Baslangic denatiirasyonu 94  ait izolasyonlarini igeren AP-PCR genotip 1, serotip
‘C’de 5 dakika, 35 siklus 94°C‘de 1 dakika, 32°C’de b ait izolasyonlarini iceren genotip 16 ve 23, serotip
2 dakika, 72°C'de 2 dakika, ve final ekstansiyon ¢ aitizolasyonlarnim ait genotip 3 ve 11, A. actinomy -
72°C'de 5 dakika. Amplifikasyon Uriinleri, etidyum  cetemcomitans serotip €’ye ait genotip 20 ve seroti-
bromid (0.5 mg/ml) ile renklendirilmis %1 (wt/volylik  pik tayini yapilamayan izolasyonlar iceren AP-PCR
agarose jel elekiroforezde analize edilip, ultraviyole  genotip 19°dur. Tek bir hasta disinda, bitin hastalar
Isik altinda fotograflanmistir. AP-PCR genotip sinif-  kendi icerisinde tek bir AP-PCR genotip sergilemis-
landirma daha once yapilan caligmalardaki siniflan-  lerdir. En sik gériilen AP-PCR genotip serotip ¢ ait

dirmaya gbére yapilmistir®®*'%, olan genotip 3 (%13) olarak saptanmistir.
BULGULAR TARTISMA
Galismaya dahil edilen 14 hastaya ait A. acti - Bu ¢alismada, 14 GAgP tanisi konulan Tirk bi

nomycetemcomitans izolasyonlarinin serotip ve AP- reylerde kultiir ydntemiyle elde edilen A. actinomyce -
PCR genotip dagiimi Tablo I'de gésterilmistir. Hasta-  temcomitans izolasyonlarinin serotipik ve genotipik
larin %29'unda serotiplenebilen ve serotipleneme-  gagiimi arastiniimistir. Her birey 3 veya 5 izolasyon-
yen izolasyonlar birarada bulunurken, %71’i kendii¢- |3 calismaya dahil edilmistir. Biit(in izolasyonlar sero-
lerinde sadece tek bir serotip sergilemiglerdir. Hasta-  tiplendirilmis ve bazilan ayrica genotipik analiz yon-
larin %7’si A. actinomycetemcomitans serotip &, temiyle karakterize edilmistir. Hastalann %29'unda
%29'u serotip b, %57'si serotip ¢, %7’ si serotip e ve serotipik tayini yapilabilen ve yapilamayan izolas-
%29'u serotipik tayini yapilamayan igermekteydi. 52 yonlarin birarada bulundugu tespit edilmistir. Bir bi-
A actnomycetemcomifans izolasyonunun serotip  reyde birden fazla serotip varigi ilk olarak Koreli bi-
dagiimi ise serotip @ %2, b %27, ¢ %46, € %10 Ve ravjor arasinda (%33) ortaya konulmustur®. Benzer
serotipik tayini yapilamayan izolasyonlar ise %12 olarak, birden fazla serotipe daha az siklikla olmak
oraninda saptanmistir. A. actinomycetemcomitans lizere, Finli bireyler (%1 ile %6 orani arasinda)'*#,
serotip d izolasyonuna rastlanmamistir. isvicre’deki gocmenler (%11)™, Rumlar (%9) * ve Ja-
Tablo I. 14 A. actinomycetemcomitans-pozitif generalize agresif ~ ponlar (%2)'® arasinda rastlanmistir. Buna ragmen

periodontitisli hastanin serotip ve AP-PCR genotip dagilimi. Héltta ve arkadaslar™ Finlandiya’da yasayan Viyet
Hasta no semﬁ';ac""omy cetemfg gggsgem“p* nfamll g_('jgm_(_-:-nler arasinda birden fﬁlzla serotip igergn
(izolasyon say|s|) (izolasyon say|s|) bll’ey|€|’|n yUksek Ol'anda bU|UndUgUﬂU I'aDOI' etm|§'
total sayi=52 total say1 =42 lerdir. Bununla beraber, Ttk bireyler (%53) ve isvig-
:I a(g) ;(g) re'de yasayan gécmenler (%53) arasinda birey ici
. e ®) birden fazla serotipe daha siklikla rastlandigi bulgu-
I x ve b (2ve 1) 16 (3) 211
v e (5) 20 (3) lanmistir™,
xl xvece ((13)"9 4) 19ve 131 (g) ve 2) Mevcut calisma popllasyonunda en sik rastla-
Vil xve ¢ (1 ve 2) 11 (3) nan serotip: serotip b, ¢ ve serotipik tayini yapilama-
Vil c (8) 3(3) yan izolasyonlar olarak tespit edilmistir (sirasiyla
IX b (5) 23 (3) %29, %57 ve %29 oraninda). Buna karsin serotip a
X xveb g)" 3 2 8 ve e oldukga diisiik oranda (%7 ve %7) bulunurken,
Xl b (5) 23 (3) serotip d izolasyonuna hi¢ rastlanmamistir. Bu so-
X ¢ (3) 3 (3) nuclari, hasta gruplarinin secimi ve kullanilan teknik
XIV c@ 11 (3) bakimindan benzer olan ve Finli bireyler (izerinde

*AP-PCR genotip 1-17 tanimlamasi Asikainen ve arkadaglarina® < .. . -
gdre, 18 ve 19 tanimlamasi Paju ve arkadaglarina ™ gére, 20-22 yaptigimiz dnceki calismamizla karsilagtirdigimizda,

tanimlamas! Dogan ve arkadaslarina®® gore, 23-26 tanimlamasi ~ S€rotip b ve e dagiiminin iki calismada da yaklasik
ise Paju ve arkadaslarina® goredir. olarak ayni oranda oldugu gérilmektedir’. Buna kar-
** Serotipik tayini yapilamayan izolasyonlar sin, bu arastirmada serotip ¢ ve serotipik tayini yapr

izolasyonu arasinda 7 farkli AP-PCR genotip bul- ~ mustur. Gelenligil ve arkadaglaninin’ yaptiklari ve sa-
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b ve ¢’'nin dagiimini %44, %47 ve %76 olarak sap-
tanmistir. Bizim sonug¢larimiza benzer sekilde, en
fazla serotip ¢ saptanmasina ragmen dagilimlarda
farkhlklar gdézlenmektedir. Bu dagilimdaki farkhhkla-
rn nedeni, galismalarda uygulanan yéntemlere ve
calismaya dahil edilen hasta grubundaki farkliliklara
baglanabilir. Bizim bulgularimizdan farkli olarak
Gmlr ve arkadaglar'' ve ayrica Kamma ve arkadas-
lari’® erken baslayan periodontitisli hastalar Gzerinde
yaptiklari calismada serotip C’yi %7°den disik ve se-
rotip a'y1 yaklasik %25 oraninda tespit etmisglerdir. Bu
calismalar arasindaki farkli bulgular, calisma popu-
lasyonlari arasindaki etnik veya cevresel farkliliklarin
yansimasi olabilece@i gibi, calismalarda kullanilan
tekniklerin farkh olmasindan da kaynaklanabilir.

AP-PCR genotipik analiz sonucunda 7 genotip
saptanmistir. Bu genotiplerin, daha 6nce calismalari-
mizda saptadigimiz genotiplerden oldugu bulgulan-
mistir >#*%° AP-PCR veya ribotipleme ydntemi kul-
landigimiz daha énceki calismalanmizda oldugu gibi
bu calismada da ayni kisiden izole edilen ayni sero-
tipe ait izolasyonlar herzaman ayni genotipe aitti®***®.
En sik rastalanan AP-PCR genotip serotip ¢ ait olan
genotip 3 (%13) olarak bulgulanmistir. 14 hastanin
40 serotipik tayini yapilabilen ve yapilamayan izo-
lasyonlan bir arada bulundurmaktaydi (Tablo I). AP-
PCR genotipik analiz sonucunda 3 hastada bu izo-
lasyonlar tek bir genotip sergilediler. Bu bulgu, bizim
daha onceki calismamizi destekler nitelikiedir”’. 6
serotipik tayini yapilamayan izolasyon 4 farkl geno-
tip ortaya koymustur. Bu AP-PCR genotiplerin 3°G ay-
ni zamanda serotiplenebilen izolasyonlarda da tespit
edilmistir>'®*, Bu sonucumuz, daha dnceki calisma-
larla uygunluk géstermektedir'**'. Bu calismalar, se-
rotipik tayini yapilamayan izolasyonlarin serotip-spe-
sifik antiserum ile etkilesimini kayip eden temelde
serotiplenebilir topluluga ait oldugunu ileri siirmekte-
dirler.

Sonug olarak, A. actinomycetemcomitans serotip
c¢’nin GAgP’li Tark hastalarnnda yiksek oranda bu-
lunmasi A. actinomycetemcomitans serotiplerinin
hastaliklara gore spesifik dagihminda cografik farkli-
hklar gdsterebildigini ortaya koymaktadir. Bununla
beraber bu hastalarda serotip d izolasyonuna rast
lanmamasi ve serotipik tayini yapilamayan izolas-
yonlarnn fazlahgi bu susun lokal ézelligi oldugunu di-
stindrmektedir.
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