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Mutans-streptokokkide virulentsusfaktorid

Mutans-streptokokid on bakteritegrupp, kuhu kuuluvad Streptococcus mutans ja
Streptococcus sobrinus, mis koloniseerides hambapinda voivad tekitada hambakaariest. Kuna
suus ja hambakaariese koldes on keskkonnatingimused keerulised ja pidevalt muutuvad,
peavad mutans-streptokokid neid taluma ja pidevalt kohanema. Neil on kujunenud aja jooksul
teatud eelised — virulentsusfaktorid. Mutans-streptokokkidel on virulentsuses olulised tiivede
vahelised erinevused. Uurides virulentsust tekitavaid geene ning vorreldes neid
stomatoloogilise informatsiooniga, saab hinnata voimalikke erinevusi kahe liigi

kariogeensuses ning selgitada vilja geenid, mis on virulentsuse aluseks.

Mairksonad: Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, virulentsusfaktor, geen,

kariogeensus, hambakaaries
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Virulence factors of Mutans streptococci

Mutans-streptococci are a group of bacteria that includes Streptococcus mutans and
Streptococcus sobrinus, which can cause tooth decay by colonizing the tooth surface. Mutans-
streptococci must tolerate and continuously adapt to complex and constantly changing
environmental conditions in mouth and in dental plaque. They have developed certain
advantages — virulence factors. There are differences in virulence factors between the
different strains of Mutans-streptococci. By studying the virulence genes and comparing them
with stomatological information, it is possible to assess potential differences in the

cariogenicity of the two species and to identify the genes that underlie the virulence.
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Kasutatud liithendid

CFU — pesa moodustav iihik (colony forming unit)

dmf — lagunenud/puudu/tdidetud piimahambad (decayed/missing/filled)
DMFT — lagunenud/puudu/tdidetud jadvhambad (decayed/missing/filled teeth)
DMFS — lagunenud/puudu/tididetud jadvhambapinnad (decayed/missing/filled surfaces)
EPS — eksopoliisahhariid

FTF — fruktosiitiltransferaas

Gbps — gliikaani siduvad valgud

GTF — gliikosiitiltransferaas

HK — histidiin-kinaas

HUMB — Inimese Mikrobioota Biopank

MS — mutans-streptokokid (Mutans streptococci)

PTS — fosfotransferaassiisteem

RR — vastuseregulaator (response regulator)

SAG - siiljeaglutiniin

SM — Strip mutans

TCS — kahekomponendiline siisteem (two-component system)

WHO — Maailma Terviseorganisatsioon



Sissejuhatus

Hambakaaries on ebameeldivaid komplikatsioone tekitav haigus, mis on tdnapdeval viga
levinud. Hambakaariese tekitajatena on teada mutans-streptokokid — Streptococcus mutans ja
Streptococcus sobrinus. Kuigi kaariest ning selle pdhjustajaid on uuritud palju ning erinevate
suunitlustega, ei leidu uurimusi, kus oleks vorreldud suuremal hulgal mdlema kaariesetekitaja
virulentsusfaktoreid stomatoloogiliste niitajatega. Sellest tingituna seati uurimistoo
eesmargiks selgitada vilja kaariest tekitavate mutans-streptokokkide virulentsusfaktorid ja
vorrelda saadud geneetilist infot kirjanduse andmetega ning eelnevalt kogutud patsientide

Kliiniliste andmetega.

Eesmargi tditmiseks uuriti kdesolevas t66s Jana Olaki doktorit6o raames kogutud S. mutans’i
ja S. sobrinus’e tiivede virulentsust tekitavaid geene ning saadud andmeid vorreldi inimeste

suutervise markeritega.

Rahvatervise seisukohalt on antud uurimisto6 vdga oluline, sest projekti 16ppeesmérgiks on
vilja tootada vaktsiinid hambakaariest pohjustavate mikroobide vastu, mille tulemusena

viheneksid kulutused tervishoiule ning paraneks inimeste elukvaliteet.
Uurimisto6 eesmarkideks on:

1. Selgitada vilja kaariest tekitavate mutans-streptokokkide (S. mutans, S. sobrinus)
virulentsusfaktorid.
2. Vaorrelda saadud geneetilist infot kirjanduse andmetega ning eelnevalt kogutud

patsientide Kliiniliste andmetega.

Kiesolev magistritdd on kirjutatud Tartu Ulikooli biomeditsiini dppekava raames. To0S
tehtud katsed teostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonnas, bio- ja siirdemeditsiini

instituudis, mikrobioloogia osakonnas.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 Hambakaaries

1.1.1 Maiste ja klassifikatsioon

Suu on siinnist alates koloniseeritud paljude erinevate mikroorganismide poolt (Avila et al.,
2009; Pitts et al., 2017), milleks on enamjaolt bakterid, aga voib leiduda ka viiruseid, seeni,
algloomi ja arhesid (Loesche, 1986). Suu mikrobioota ja peremehe vahel on enamikel
juhtudel stimbiontne v&i mutualistlik suhe, kuid tasakaalu nihkudes voivad tekkida

patoloogilised protsessid.

Hambakaaries on bakteriaalne haigus, mis on seotud mikrobioloogiliste nihetega, mida
mojutavad nii suuhiigieen, seal hulgas kokkupuude fluoriidiga, toitumine, siiljevool ning selle
koostis, kui ka geneetilised tegurid. Haigus voib tekkida kogu elu viltel, imikueast kuni korge
vanuseni ning resideeruda nii piima- kui jadvhammastel (Pitts et al., 2017; Selwitz et al.,
2007). Kaaries voib olla podrduv ning siiveneb iildjuhul aeglaselt, kuid siiski jarjepidevalt
hambaid kahjustades (Featherstone, 2004; Fejerskov & Manji, 1990; Pitts, 2004; Selwitz et
al., 2007).

Hamba pinnal olev bakteriaalne biokile koos toidujddtmetega moodustab hambakatu.
Kaariese kahjustused tekivad, kui hambapinnal arenevat hambakattu ei eemaldata digeaegselt
(Pitts, 2004; Pitts et al., 2017). Kui katt piisib hambal pikka aega, muutub keskkond
happeliseks. Kui hamba pinna pH on < 55, siis on demineralisatsioon kiirem kui
remineralisatsioon. Hambaemail hakkab hidvinema ning tagajérjeks on hambaaugud (Selwitz
et al., 2007). Hambaauk on juba kaugele arenenud haigusprotsessi tagajiarg (Featherstone,
2004; Selwitz et al., 2007). Esimesed hambakaariese margid on hambaemailile tekkivad
valged laigud. Need laikkahjustused on hambakatu all olevad demineraliseerumisalad (Kidd
& Fejerskov, 2004; Selwitz et al., 2007). De- ja remineraliseerumise vahelisest tasakaalust
soltub, kas juba tekkinud hambakaaries progresseerub, peatub voi podrdub (Featherstone,
2004; Pitts, 2004; Selwitz et al., 2007). Kui iilekaalus on demineraliseerumine, v3ib See viia
hambakaariese tekkele. Onneks on remineraliseerumine sagedane, kuna siilg suudab biokile
pH normaliseerida, kiitudes puhvrina. Lisaks on remineraliseeritud aladel kdrgem
fluoriiditase (Selwitz et al., 2007).



Kaariest saab Klassifitseerida erinevate kriteeriumide jargi — asukoha, etioloogia,
progresseerumise astme ning kaariesest mojutatud kudede jargi (Young et al., 2015). Seetottu
on ka teaduskirjanduses kasutatud mitmeid erinevaid klassifikatsioone ning tulemusi on
sellest tingituna keeruline vorrelda. Praktilistel kaalutlustel rakendatakse hambakaariese
hindamisel sageli DMF (decayed/missing/filled) indekseid, kuna seda on tehniliselt lihtne
teostada, kasutades vaid vatitampoone, sondi ja peeglit (Broadbent & Thomson, 2005). See on
WHO loodud diagnostikakriteerium arvuliseks kaariese viljendamiseks (World Health
Organization, 1997), mis kirjeldab hambakaariese levimust indiviidil. Kaariese indeks
arvutatakse D (decayed — lagunenud), M (missing — puudu) ja F (filled — tdidetud)
kaariesekahjustusega hammaste (T — teeth) voi hambapindade (S — surfaces) jargi. DMFT
(decayed/missing/filled teeth) indeks voib olla vahemikus 0 kuni 28 voi 32 (kui on olemas
tarkusehambad) ning DMFS (decayed/missing/filled surfaces) indeks 0 kuni 128. Laste puhul
kasutatakse dmf indeksit, millel on sama pohimote, kuid arvutatakse piimahammaste jargi

ning indeks voib varieeruda vahemikus 0 kuni 20 (Cappelli & Mobley, 2008).

1.1.2 Levimus

Hambakaaries on levinud haigus nii tdiskasvanute kui laste seas (Forssten et al., 2010; Lee,
2013; Loesche, 1986; Pitts et al., 2017) ning on inimestel ebaiihtlaselt jaotunud (Selwitz et
al., 2007). Maailma elanikonnast on haigestunuid umbes 70-80%, laste seas esineb kaariest
60-90%. Haigus on levinud pigem arenenud riikides, nagu USA ja Euroopa. Aafrika riikides
on hambakaariese indeks madalam, mis vOib tuleneda sOOmisharjumustest ja
fluoriidisisaldusest joogivees (Petersen et al., 2005). LISAdes 1A ja 1B on esitatud

tilemaailmse hambakaariese levimuse kaardid nii laste kui ka tdiskasvanute kohta.

Ka Euroopa siseselt hambakaariese levimus varieerub, niiteks Soomes on tdheldatud 2 kuni 3
aasta vanustest lastest kaariest 8% (Karjalainen et al., 2001), Poolas seevastu 56% (Szatko et
al., 2004). Eestis 1abi viidud uuringus leiti, et 3-aastastel lastel esines kaariest 29%, 6-aastastel
lastel 72% ning 12-aastastel 68% (Olak et al., 2019).

Kaaries on suuresti seotud inimese eluviisidega ning riskifaktoriteks on halvad
toitumisharjumused, nagu sagedane siisivesikute tarbimine ja ebapiisav suuhiigieen, mis v3ib
omakorda olla tingitud indiviidi majanduslikust tasemest, sotsiaalsest staatusest, haridusest,
vanusest voi hambaravi kittesaadavusest (Krol, 2003). Arenenud riikides on tdheldatud

hambakaariese levimuse ja raskusastme langust (Brown & Selwitz, 1995; Selwitz et al.,

8



2007), kuid diagnostiliste kriteeriumide erinevused erinevates uuringutes muudavad vordluse,
jaotuse ja sageduse madramise keeruliseks (Ismail, 2004). Samas vanurite seas nditab
hambakaariese esinemine tousu, kuna inimestel sdilib suus rohkem hambaid (Anderson,

2002).

Kuna hambakaaries on nakkushaigus, suureneb lapsel haigestumise risk, kui tema hooldajal,
tavaliselt emal voi &dedel-vendadel, esineb suus rohkesti hambakaariest tekitavaid
mikroorganisme (Douglass et al., 2008; Krol, 2003; Lee, 2013). Oluline on informeerida
lapsevanemaid hambakaariesest, selle levikust ning takistamise voimalustest. Raseduse ning
imetamise ajal on samuti oluline hoida suuhiigieeni, et takistada nakkuse levikut lapsele, mille
tulemusel voib tekkida hiljem varajane lapsepdlve kaaries. Lisaks tuleb iile vaadata lapse
toitmisharjumused, sest nditeks imikute lutipudeliga toitmisel piimaseguga suureneb mutans-
streptokokkide hulk suu mikrobiootas (Marsh, 2010). Piima- ja jaavhammastel on
anatoomilised erinevused emaili kihis ning seetdttu on kaariese tekkeoht suurem just lastel

(Pitts et al., 2017).

1.1.3 Etiopatogeneetilised tegurid

Hambakaaries on multifaktoriaalse etioloogiaga haigus, mis on seotud inimese elustiili ja
kaitumisega, keskkonna faktoritega (Fejerskov & Manji, 1990; Selwitz et al., 2007) kui ka
patogeenidega nagu mutans-streptokokid (MS) ja mdned teised piimhappebakterid, sh mdned
Lactobatcillus spp liigid (Burne, 1998; Loesche, 1986). MS grupi liikidest esinevad inimesel
Streptococcus mutans ja Streptococcus sobrinus. MSil on omadus moodustada biokilet.
Biokile on mingile pinnale Kkinnitunud bakterite kogum, mis on enamasti kaetud
eksopoliisahhariididest koosneva maatriksiga (Costerton, 1999). Biokilele voivad kinnituda ka
teised bakterid, mis omakorda toodavad erinevaid metaboliite, eelkdige siisivesikute
lagundamisel tekkivaid orgaanilisi happeid. Nii moodustub hambakatt. Keskkond hambakatus
muutub happeliseks, tagajirjeks on hambaemaili ja hiljem ka dentiini demineraliseerumine
(Featherstone, 2004; Lee, 2013; Pitts et al., 2017; Selwitz et al., 2007). Kaariesebakterid ise
taluvad hapet. Suhkru tarbimise tihedus ja kogus mdjutavad hambakaariese esinemissagedust
(Lee, 2013; Sheiham & James, 2014). Joonisel 1 on toodud protsessid ja nende tasakaal, mis
on olulised hambakaariese tekkel. Loesche uurimusest (Loesche, 1986) on leitud, et S. mutans
ja S. sobrinus on levinumad hambakaariese varajases staadiumis, seevastu laktobatsille,
aktinomiitseete ja teisi happebaktereid leitakse pigem kaugelearenenud kaariesekolletest.

Bakterikooslused varieeruvad ka erinevatel hambapindadel. Hamba fissuurid (Joonis 2) on
9



kohad, kuhu hambakaaries kipub koige sagedamini tekkima. Nendel pindadel on leitud ka

kdige tugevam seos kaariese kahjustuse ja MS esinemise vahel (Marsh, 2010).

Biokile
+
Siisivesikute

lagundamine

4
Happe
produktsioon

| -
Ll
Terve Demineralisatsioon Karioosne

hambaemail , : . hambaemail
Remineralisatsioon

a

., |

Siilg
+
Fluoriidi tarbimine

+

Hambakatu
eemaldamine

+
Muudatused
toitumises

Joonis 1. Kaarieseprotsessi skeem (modifitseeritud Selwitz et al., 2007 jargi).

Aproksimaalse Fissuuri-
pinna kaaries — — kaaries

Juure-
kaaries

Joonis 2.  Sagedaseimad hambakaariese  tekkekohad ~ hambal (modifitseeritud
juniordentist.com jargi).
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Mutans-streptokoki esinemist suus ja hulka modddetakse Jensen’i ja Bratthall’i loodud
meetodi, Dentocult® SM Strip mutans abil (Jensen & Bratthall, 1989), mis vdimaldab lihtsalt
tuvastada MSe siiljest ja hambakatust ning aitab kaasa varajase kaariese avastamisele ja
ennetamisele. Testriba asectatakse inimesele suhu, et see puutuks kokku siilje ja hambakatuga.
Seejdrel torgatakse riba selektiivsesse vedelsootmesse ning riba inkubeeritakse 48 tundi 35—
37 °C juures, et MSid hakkaksid kasvama. Kui proovis leidub baktereid, kleepuvad nad
testriba karedale pinnale proportsionaalselt nende tihedusega siiljes ja hambakatus (Orion

Diagnostica). Tulemused tdlgendatakse vastavalt juhendile (Joonis 3).

~

>

0

Joonis 3. Dentocult® SM Strip mutans taseme hindamine (Orion Diagnostica). Strip mutans
skoor jagatakse nelja klassi vastavalt testriba peal kasvavate mutans-streptokoki CFU/ml-le
(pesa moodustav iihik). Esimene testriba on SM skooriga 0, millel kasvab < 10 000 CFU/ml
kohta; teisel on SM skoor 1 ning CFU/mI < 100 000; kolmandal on SM skoor 2 ning CFU/ml
100 000-1 000 000; neljandal on SM skoor 3 ning CFU/mI > 1 000 000.

Haigus voib avalduda juba varajases lapseeas ning MS suurt hulka suus peetakse peamiseks
riskiteguriks kaariese arengus. Siiski on ainult MS hulga jérgi keeruline konkreetsel inimesel
hambakaariese arengut ennustada, kuna suu mikrobioota on keerukas ning kaariese protsessi
tekkel voi dra hoidmisel mingivad rolli paljud tegurid. Uheks oluliseks teguriks peetakse MS
erinevate liikide olemasolu ja nende erinevaid virulentsusfaktoreid (Burne, 1998; Hirose et
al., 1993; Loesche, 1986; Selwitz et al., 2007).

1.1.4 Ravi ja profiilaktika

Hambakaaries ning selle tagajiarjed vdivad pdhjustada inimesel tugevat valu, aga ka

poletikuseisundit ja sellest tulenevaid kahjustusi mujal organismis. Samuti on kaariese ravi
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kallis ja voib kesta kogu elu, kuna hamba struktuur on hédvinud ning vajab jarjepidevat
tilevaatust ja hoolt (Selwitz et al., 2007). Sellest tingituna tuleks hambakaariest pigem
ennetada. Kaariese kontrollimiseks peaks kombineerima diagnostikat, patsiendi riskigrupi

hindamist, sdeluuringuid ning haigust ennetavat lahenemisviisi (Pitts et al., 2017).

Ténapdeval on levinuimaks kaariese raviviisiks taastav ravi, kuid selline kliinilise praktika
meetod ei ole siiski ideaalne, kuna ravi ei hivita haiguskollet ning soodustab seetottu
korduvaid haigestumisi. Uha soovituslikumaks hambakaariese arengu takistamise meetodiks
on ennetav lihnemisviis, mille eesmirk on kontrollida haigusprotsessi algust ning kulgu
inimese eluea jookul, siilitada hammaste struktuur, véltida emaili demineraliseerumist ning
soodustada paranemist loomulikul teel (Pitts et al., 2017; Selwitz et al., 2007). Varajase
karioosse kahjustuse ennetamiseks on oluline hambakatu hoolikas eemaldamine (Selwitz et
al., 2007) ja remineraliseerumisvoime parandamine, kuna hambad puutuvad pidevalt kokku
hapetega ning remineraliseerumine aitab hammaste terviklikkust sdilitada (Pitts et al., 2017).
Biokile tekkimise takistamiseks on olulisteks vahenditeks hambahari, fluoriidi sisaldusega

hambapasta ning hambaniit (Selwitz et al., 2007).

Taastav ravimeetod tdhendab invasiivset sekkumist. Professionaalseks kaariese raviks on neli
voimalust — tdidised, kroonid, juurekanali ravi ja hamba eemaldamine (NCBI, 2020). Need
meetodid on kasutusel juhul kui hambaaugud on juba tekkinud. Kuna viikelastel on suur oht
varajase lapseea kaariese tekkeks, voiks ema ka ise jdlgida, kas lapse hammastes on néha

muutusi (valged voi pruunid laigud voi tdpid) ning lisaks hoolitseda isikliku suuhiigieeni eest
(Lee, 2013).

Uheks tdestatud ja kdige tdhusamaks meetodiks hambakaariese ennetamisel on kasutada
fluoriidi sisaldavat hambapastat ja tarbida fluoriidi sisaldavat joogivett (Marinho et al., 2003;
Phipps, 1995). Fluoriidi sisaldavad paljud looduslikud veekogud. Leitud on, et iithiskasutatava
vee fluoreerimine on kulutdhus meetod ning kasulik koikidele vanusegruppidele (Community
Preventice Services Task Force, 2014; World Health Organization, 1994). WHO 1994. aasta
rapordi jargi on fluoriidi soovituslik kontsentratsioon joogivees 0,5-1,5 mg/l. Maailma
erinevates piirkondades, kus joogivees leidub normist viahem fluoriidi, kasutatakse lisaks vee
fluoreerimisele ka néiteks soola (Pollick, 2013) voi piima fluoreerimist (Yeung et al., 2015).
Liiga vdhene kokkupuude fluoriidiga annab voimaluse tekkida hambakaariesel, kuid liigne
fluoriidi tarbimine pohjustab fluoroosi, mis tekitab samuti hammaste ja luustiku kahjustusi
(Grobler et al., 1986; Karro et al., 2006).
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Eestis on 14dbi viidud uurimus (Indermitte, 2010; Karro et al., 2006), kus mdddeti Eesti
erinevate piirkondade joogivee fluoriidi sisaldust. Tulemustest selgus, et kraanivees oli
fluoriidi kontsentratsioon Eestis keskmiselt normi piires (0,88 + 0,90 mg/1), kuid piirkonniti
varieerus oluliselt (0,01 mg/l kuni 6,95 mg/l; LISA 2A, B), olles kdrgeim Laéne-Eestis ning

madalaim Louna-Eestis.

Teine oluline tegur hambakaariese arengu takistamisel on siilg. Siiljel on mitmeid kasulikke
omadusi nagu hapete neutraliseerimine, antimikroobne toime ning emaili remineraliseerimine
(Almeida et al., 2008; Dodds et al., 2015; Pitts et al., 2017). Siilje puudumine voib tekitada
halbade tagajargedega muutusi, pohjustades kiiresti areneva kaariese (Loesche, 1986; Selwitz
et al., 2007). Siilje vdhesus ning suu kuivus on seotud paljude haigustega ja ravimitega,
seetdttu on selle protsessi dra hoidmine keeruline. Siiski on kliiniliste uuringutega néidatud, et
narimiskummi narimine stimuleerib siilje tootmist (Dawes & Macpherson, 1992) ning selles
sisalduvad poliioolid (ksiilitool, eriitritool) on anti-kariogeense toimega, kuna blokeerivad MS

metabolismi, takistades suhkrumolekulidega iihinemist (Lee, 2013; Stsepetova et al., 2019).

Lisaks saab hambakaariest kontrolli all hoida tervisliku toitumisega, kus hoidutakse Kiiretest
stisivesikutest, nagu valge suhkur, Sokolaad, saiakesed, sniakid (World Health Organization,
2015).

1.2 Mutans-streptokokid

Suu mikrobioota on kompleksne ja koosneb paljudest erinevatest mikroorganismidest. Kokku
on suuddnest leitud ligi 1000 erinevat liiki (Wade, 2013). Erinevad mikroorganismid
koloniseerivad erinevaid pindasid, nagu niiteks keel, hambad ja igemed. Kuigi bakterid
eclistavad koloniseerida erinevaid OkonisSe, on MSe leitud peamiselt hambasiivenditest, -
aukudest ja -l1ohedest (Marsh, 2010). Suu limaskestal kui ka hambapindadel on esindatud
enamasti teised streptokokid (Avila et al., 2009). Suud koloniseerivad streptokokid on jagatud
viide rithma: (1) mutans, (2) salivarius, (3) anginosus, (4) sanguinus ja (5) mitis. Need
riihmad erinevad iiksteisest arvukuse, kolonisatsioonikohtade ja tekitavate nakkuste poolest
(Mattos-Graner & Duncan, 2017). Enamik mikroobe on meile ohutud, aga teatud juhtudel voi
keskkonnatingimustes vodivad tekkida infektsioonid, sealhulgas hambakaaries. Inimesel
kuuluvad MS gruppi Streptococcus mutans ja Streptococcus sobrinus. Nendel bakteritel on

kujunenud aja jooksul teatud eelised, et antud keskkonnas hakkama saada (Loesche, 1986).
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1.2.1 Liigid ja nende levimus elanikkonnas

Streptococcus mutans on Gram-positiivne katalaas-negatiivne fakultatiivne anaeroob, mis
resideerub peamiselt inimese suu mikrobiootas, aga ka neelus ja soolestikus (Forssten et al.,
2010; Loesche, 1986). S. mutans’i isoleeris J. Clarke inimese hambakaariese koldest 1924,
aastal (Clarke, 1924). S. mutans jaotatakse nelja erinevasse seroloogilisse gruppi —c, e, f ja k.
Umbes 75% hambakaariese kolletest eraldatud S. mutans’i tiivdest kuulub c serotiilipi
(Nakano & Ooshima, 2009). S. mutans on pohjalikult uuritud patogeen, tiive UA159 genoom
sekveneeriti aastal 2001 (Ajdi¢ et al., 2002). Lihedane liik on Streptococcus sobrinus. S.
sobrinus on samuti Gram-positiivne fakultatiivne anaeroob, mis jaguneb serotiitipideks d ja g
(Oho et al., 2000). Nagu ka S. mutans, toodab ta gliikoosi anaeroobse metabolismi kaigus
piimhapet.

Cornejo et al. (2013) uuringus leiti, et S. mutans’i pangenoom koosneb ligikaudu 3300
geenist, millest 1490 on geenid, mis on iseloomulikud kdikidele S. mutans tiivedele. Sellest
johtuvalt arvavad Lemos et al. (2019), et {ihes isolaadis voiks olla umbes 500 teistest tiivedest
eristatavat geeni, mis voivad mdjutada konkreetse bakteritiive virulentsust. Lisaks leiti selle
uuringu kéigus 73 unikaalset tuumikgeeni, mida voib leida ainult S. mutans’i tiivedel. Neid
geene ei ole leitud S. mutans’ile l1ahedastest bakteriliikidest ning enamus nendest geenidest on
seotud stisivesikute metabolismi ja happe tolererantsusega (Cornejo et al., 2013). Lisaks on
leitud, et moned geenid, mis on olemas S. mutans’i tiivedel, voivad puududa S. sobrinus’e
tiivedel (Song et al., 2012).

Need kaks bakteriliiki voivad iitheskoos pohjustada hambakaariest. Paljud erinevate riikide
teadusuuringud, mis on késitlenud erinevates vanusegruppides ja  erinevate
toitumisharjumustega patsiente, on joudnud jareldusele, et esineb tugev seos MSide taseme ja
hamba demineraliseerimise vahel (Marsh, 2010). Kuna suus ja hambakaariese koldes on
keskkonnatingimused keerulised ja pidevalt muutuvad, peavad MSid taluma ja kohanema
muutuva keskkonnaga. S. mutans on dirmiselt kohanemisvoimeline paljudele kahjulikele
keskkonnatingimustele, suutes ellu jadda erinevatel temperatuuridel, kasvada happelises ja
korge hapnikutasemega keskkonnas ning toitainete puuduses (Biswas et al., 2008; Mattos-
Graner & Duncan, 2017).

Levimuse kohta on saadud erinevaid tulemusi. Moned uuringud on ndidanud, et S. mutans’it

leidub inimeste suus sagedamini kui S. sobrinus’t (vastavalt 61,7% ja 56,6%) (Hirose et al.,
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1993; Okada et al., 2005), teistel andmetel on kaariesega inimestel S. mutans’i ja S.
sobrinus’e esinemissagedus sarnane (Mitrakul et al., 2011). Tai 3-5-aastaste laste suus leiti S.
mutans esinemist (85%) sagedamini kui S. sobrinus tiivesid (51%) (Saraithong et al., 2015).
Sarnane tulemus saadi ka Brasiilia 5—6-aastastel lastel (vastavalt 86% ja 14%) (Franco et al.,
2007). Paljud uuringud kinnitavad, et kui lisaks S. mutans’le esineb ka S. sobrinus, on lastel
kaariese esinemissagedus suurem (Hata et al., 2006; Hirose et al., 1993; Okada et al., 2005;
Saraithong et al., 2015).

1.2.2 Virulentsusfaktorid ja nende geenid

Virulentsusfaktor on patogeeni omadus voi tema toodetud komponent, mis voib suurendada
tema  vOimet pdhjustada  haigusi.  Virulentsusfaktoreid saab  kindlaks teha
molekulaarbioloogiliste meetodite abil, mis aitavad leida tulevaste ravimeetodite sihtmargid.
Bakteriaalsed virulentsusfaktorid saab jagada nende funktsiooni alusel: (1) membraansed
valgud, mis on olulised adhesioonil, kolonisatsioonil ja kommunikatsioonil, (2)
poliisahhariidist timbrised, mis kaitsevad bakterit, ning (3) sekretoorsed valgud, nagu
toksiinid ja ensiiimid (Wu et al., 2008). Enamik nakkushaiguste virulentsusfaktoreid on
seotud toksiinidega, seevastu streptokokkidel on kahjustuste tekitamine ja stressitaluvus
seotud bakteriaalse ainevahetuse ensiilimidega (Lemos & Burne, 2008).

Tabel 1. Mutans-streptokokkide virulentsusfaktorid ja neid tootvad geenid (Decker et al.,
2014)

Virulentsusfaktor Geenid

sahharoos-séltuv adhesioon: gbpA, gbpB, ftf, vicR, wapA

Adhesioon hambaemailile N .
sahharoos-séltumatu adhesioon: spaP

Biokile moodustamine atlA, ftf, SMU.609, vicR, wapA

Poliisahhariidide tootmine gtfA, gtfB, gtfC, gtfD, ftf, vicR

Sisivesikute [6hustamine koos

. mipB, SMU.104, SMU.105, sorA
happe tootmisega

Vastupidavus hapetele comD, SMU.1037c

Mutans-streptokokkidel on mitmeid omadusi, mis vdoimaldavad neil hambakaariest tekitada,

sh kinnitumisvoime hambaemailile, hambakatu aluseks olevate poliisahhariidide tootmine
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ning siisivesikutest kiiresti ja suures hulgas hapete tootmine (Forssten et al., 2010; Lemos &
Burne, 2008; Marsh, 2010). Nende omadustega seostatakse mitmeid geene. Tabelis 1 on vilja
toodud paksemas kirjas geenid, mis valiti kirjanduse pohjal kdesolevasse to0sse virulentsuse
uurimiseks. Uhel geenil vdib olla seos mitme erineva protsessiga. Palmer et al. (2013)
uurimuses leiti, et S. mutans’i geenidel on variatsioon virulentsuses. Fenotiilibid olid erinevad
nii biokile moodustamisel, madala pH kui ka oksiidatiivse stressi talumisel. Sellest saab
jareldada, et koik S. mutans’i tiived ei ole vordselt virulentsed (Cornejo et al., 2013; Lemos et
al., 2019; Palmer et al., 2013).

1.2.2.1 Kinnitumine hambaemailile (adhesioon)

Uks MSi virulentsusfaktoritest on kohastumus Kinnituda hammastele. See hdlmab
sahharoosist soltumatut (sucrose-independent) esialgset kinnitumist, rakk-rakk agregatsiooni,
sahharoosist soltuvat (sucrose-dependent) stabiliseerumist ja biokile kiipsemist (Zhu et al.,
2006).

Adhesiooniga on seotud glilkaani siduvad valgud (Gbps — gbpA ja gbpB) ning ka
gliikostiiiltransferaasid (GTF — gtfB ja gtfD). Gbps’i ja GTF’i tootvad geenid on omavahel
tihedalt seotud, kuna S. mutans siinteesib sahharoosist (substraat GTFidele) nii
vesilahustuvaid kui mitte-vesilahustuvaid glitkaane gliikosiiiiltransferaaside abil (Kuramitsu,
2003). Lisaks on Gbps’ide funktsiooniks biokile struktuuri siilitamine ja akumuleerumine
(Banas & Vickerman, 2003).

Gbps’e ekspresseeritakse raku pinnal ning kuigi neil puudub ensiimaatiline aktiivsus, on siiski
toestatud, et gbpA osaleb bakteri adhesioonis hambapinnale ning aitab kaasa kariogeensusele
(Matsumoto-Nakano et al., 2007). Varasemalt on Hazlett et al. (1999) oma uurimuses
nédidanud, et gbpA puudus pohjustab muutusi biokiles ja seetdttu ka hambakatu struktuuris.
Matsumi et al. (2015) uuringus analiiiisiti Gbp ekspressiooni biokile moodustamisel. Vaadeldi
GTFi kodeerivate geenide ekspressioonitaset. To0s kasutati tiivesid, millel puudus gbpA ja
gbpB geen. Tulemustest tiaheldati, et kuigi gbpA puudumine ei mdjuta moodustava biomassi
kogust, mojutab gbpA geeni defekt siiski bakteri seondumist ja nende geenide ekspressiooni,
mis kontrollivad biokile moodustamist. See viitab asjaolule, et GbpA on tdesti oluline valk
stabiilse ja tugeva biokile moodustamisel. Mida tugevam ja jdigem on biokile, seda
vastupidavam on ta ebasobivatele keskkonnatingimustele, niiteks stressifaktoritele nagu

happed, madal pH ja antibiootikumid. Lisaks Kinnitati ka antud uuringutulemustes, et gbpA
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puudulike tiivede sahharoosist sdltuvad adhesioonid on ndrgemad ja et gbpA osaleb MSi

hamba pinnale kinnitumisel ning kariogeensuses (Matsumi et al., 2015).

GbpB on erinev teistest S. mutans’is ja S. sobrinus’es Ghbps’e ekspresseerivatest geenidest
(Matsumoto-Nakano et al., 2007). GbpB bioloogiline funktsioon on veel ebaselge, kuid on
leitud, et ta vastutab gliikaani siduva valgu B tootmise eest, mille aktiivsus on iisna madal
(Mattos-Graner et al., 2006). Arvatakse, et gbpB kontrollib rakuseina stabiilsust ja
peptidogliikaani hiidrolaasi aktiivsust (Chia et al., 2001), kuna sisaldab homoloogilisi
aminohappeid CHAP perekonnaga, mis on seotud nende samade iilesannetega. Mattos-Graner
et al. (2006) uuringus prooviti saada mutans-streptokokke, millel puuduks gbpB geen, kuid
see ei onnestunud. Tehti jareldus, et voimetus saada elujoulisi gbpB mutante voib olla seotud
asjaoluga, et gbpB geeni produktil on oluline funktsioon. Siiski leiti, mis Kinnitab ka Chia et
al. (2001) uurimustood, et gbpB osaleb peptidogliikaani siinteesis ning lisaks ka rakkude
jagunemises ning biokile moodustamisel. Seda kinnitab ka Matsumoto-Nakano et al. (2007)
teadustod. Veel uuriti gbpB iilesandeid stressivastustes ning saadud tulemused viitavad
sellele, et gbpB on oluline geen ka bakterite kasvu jaoks (Mattos-Graner et al., 2006). Lynch
et al. (2013) uuring nditas, et gbpB vidhenemine kahjustas sahharoosist sdltuva biokile

moodustamist.

Veel iiheks oluliseks adhesiooni- ja kolonisatsiooni faktoriks MSil on geen spaP (ka pac, P1
ja Ag I/11), mis toodab pinnavalku nimega antigeen I/11 (Ono et al., 1994). spaP funktsiooniks
on vahendada S. mutans’i adhesiooni siiljega kaetud hambapindadega. Selle kiigus
interakteerub ta spetsiifilise siilje komponendi gliikoproteiiniga — siiljeaglutiniiniga (SAG)
(Kelly et al., 1995). SAG omab tsiisteiinirikkaid (SRCR — scavenger receptor cysteine rich)
domeene ning nende konserveerunud peptiidijarjestusi tunneb omakorda dra spaP (Brady et
al., 2010). See geen on streptokokkides iisna laialt levinud ning kuigi valk on konserveerunud
70-90% ulatuses (Brady et al., 2010), voib valgu funktsioon erinevates streptokokkides
erineda (Jenkinson & Demuth, 1997). Hiljuti on avastatud, et spaP adhesiinid jagunevad A- ja
B-genotiilipideks, mis vdivad pohjustada kas suuremat virulentsust ja adhesiooni tugevnemist
vOi vastupidiselt adhesioonivoime kadumist ja retseptori puudumist rakupinnal (Esberg et al.,
2017; Yang et al., 2019). Kuna arvatakse, et antigeen I/II maingib olulist rolli MS
kolonisatsioonil (Jenkinson & Demuth, 1997), siis on sellega secoses ldbi viidud ka mitmeid
uurimusi. Naiteks Crowley et al. (1999) t60s nakatati rotte S. mutans’i tiivedega, kus iihel

tivel oli spaP geen olemas, teisel mitte. Lisaks toideti rotte, enamikele uurimustéodele
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vastupidiselt, vihese suhkrusisaldusega dieediga. Tulemustest selgus, et spaP geen on tdesti

koloniseerimisel oluline ja virulentsust suurendav, kuid mitte ilmtingimata hidavajalik.

1.2.2.2 Biokile moodustamine

Teine oluline virulentsusfaktor on biokile moodustamine. Biokile on mingile pinnale
kinnitunud mikroorganismide kogum, mis on enamasti kaetud eksopoliisahhariididest
koosneva maatriksiga (Costerton, 1999; Marsh, 2010). Lisaks kinnitumisele aitab biokile
baktereid Kkaitsta ning soodustada ellujaamist keerulistes keskkonnatingimustes (Shemesh et
al., 2007; Yang et al., 2019; Zhu et al., 2006). See omadus suurendab nende kariogeenset
potentsiaali ja selles protsessis osalevad mitmed pinnavalgud. Parast biokile moodustumist
jadvad bakterid paikseks ja on ndha nende fenotiiiibi suurt eristumist vabalt elava bakteri
fenotiitibist (Marsh, 2005). Biokiles elavad bakterid on oluliselt tolerantsemad
antibiootikumidele ja biotsiididele (Hall-Stoodley et al., 2004). Arvatakse, et need muutunud

omadused tekivad tinu muudatustele geeniekspressiooni mustrites (Shemesh et al., 2007).

WapA on pinnavalk, mida v3ib kohata ka antigeen A voi antigeen III nime all. Zhu et al.
(2006) 1abi viidud uuringus vaadeldi wapA funktsiooni rakupinna struktuuris ja biokile
moodustumisel. Eemaldatud wapA geeni puhul vahenes rakk-rakk agregatsioon, muutus
pinnastruktuur ning ka biokile ehitus oli struktureerimata. Lisaks leiti, et rakkudel, millel oli
wapA eemaldatud, oli pind vdhem kleepuv. Siit v3ib jareldada, et WapA valgul on oluline
roll, kuid need erinevused muutusid, kui s66tmes tdsteti sahharoosi taset. Sahharoos surus alla
wapA ekpressiooni nii vabalt elavas rakus kui biokiles, aga see on ilmselt seotud asjaoluga, et
wapA osaleb tdendolisemalt sahharoosist soOltumatus rakk-rakk agregatsioonis kui

sahharoosist sdltuvas adhesioonis (Zhu et al., 2006).

Streptokokkidel on ka konserveerunud geen vicR, mis on vastuse regulaator ning kuulub
vicRK kahekomponendilisse siisteemi (TCS — vt peatiikk 1.2.2.5), mis aitab bakteril tuvastada
keskkonna muutusi ja reageerida stressitingimustele. Lisaks on tal oluline roll suhkru
metabolismis ja biokile moodustamisel. TCSi vastuse regulaatorid osalevad S. mutans’i
geenide reguleerimisel happelises keskkonnas (Liu et al., 2015). Lei et al. (2015) uurimustoos
leiti, et vicRK kahekomponendiline siisteem reguleerib S. mutans’is virulentsusgeene, mis on
seotud biokile maatriksi siinteesiga. Mutant-tiive abil selgitati, et biokile on arhitektuuriliselt
muutunud ning jéreldati, et see geen on seotud eksopoliisahhariidide struktuuriliste omaduste

reguleerimisega (Lei et al., 2015). Varasemates uuringutes on leitud, et nii vicK kui vicR on

18



seotud paljude teiste geenidega, nditeks reguleerib VvicR otseselt gtfB, gtfD, gbpB ja ftf
ekspressiooni. VicK puudumisel on need geenid allareguleeritud. See mojutab S. mutans’i
olulisi fiisioloogilisi tegureid ja biokile fenotiiiipi (Senadheera et al., 2005). Mattos-Graner et
al. (2006) uuringus vaadeldi samuti VicRK siisteemi ning leiti, et VIiCR mutatsioon bakteri
tiivedes oli letaalne ning arvati, et see tulenes aktivatsiooni kadumisest ja gbpB ekspressiooni
puudumisest. Eeldatakse, et vicR ekspresseerub oma olulisuse tottu edasi vicK- mutantides
(Mattos-Graner et al., 2006). Ka teistes toddes on ndidatud, et vicR on S. mutans’ile
hadavajalik, kuid erinevates streptokoki liikides see olulisus erineb ning pShjus pole selgelt
teada. Ilmselt hdlmab VicRK erinevaid liigispetsiifilisi geene, millel on eri roll
peptidogliikaani siinteesil, raku jagunemisel, rakuseina homdostaasis ja immuunsuses
(Mattos-Graner & Duncan, 2017; Senadheera et al., 2005). Samuti on teada, et ka vicRK
ekspressioon on S. mutans’il erinevates kasvufaasides muutuv, olles varajases

eksponetsiaalses kasvufaasis madalam kui keskmises ja hilises faasis (Tremblay et al., 2009).

1.2.2.3 Eksopoliisahhariidi ehk EPS tootmine

Jargmine omadus, mis pohjustab suuremat virulentsust, on vdime toota sahharoosist
rakuviliseid poliisahhariide (Bowden & Hamilton, 1998). Sahharoos on ainuke siisivesik
toidus, mida streptokokid suudavad muuta eksopoliisahhariidiks (EPS), kuna gliikoosi ja
fruktoosi jadkide vahel on energiarikas gliikosiidside, millest saab EPS siinteesiks vajalikku
energiat (Forssten et al., 2010). Selleks toodavad MSid oma rakuseinal gliikostiiiltransferaase
(GTF), mis on olulised nii adhesioonil kui ka biokile gliikkaani poliimeeride moodustumisel.
EPSid on olulised komponendid biokiles (Rolla, 1989) ning aitavad kaasa S. mutans’i
kariogeensusele, stressitaluvusele ja antimikroobsele resistentsusele (Lei et al., 2015). Samuti
on EPSide iilesandeks tagada substraatide varu bakteri jaoks, aidata kaasa adhesioonile ja
mikroorganismide omavahelisele agregeerumisele, suurendada hambakatu paksust ja tihedust.
Lisaks toimivad vees lahustumatud (water-insoluble) EPSid kui tdke, hoides toodetud hapet
hambapinna laheduses. Peamiselt on seotud biokile kasvuga vees lahustuvad (water-soluble)
EPSid, kuid on leitud, et bakteril, mis ei siinteesi vees lahustumatuid gliikaane, on virulentsus
vahenenud (Shellis & Dibdin, 1988). Erinevad uurimist6od on ndidanud, et kui eemaldada
tikskoik milline gtf geen, vdheneb loommudelites virulentsus. Gliikkaani moodustamisel on
oluline roll aproksimaalse (smooth surface) kaariese tekkel, kuna see aitab MSil kindlalt

hamba pinnale kinnituda (Yamashita et al., 1993). EPSi tootmine sdltub bakteri kasvufaasist,
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toitainete kattesaadavusest ja keskkonnatingimustest. Seda kinnitas Decker et al. uuring, kus

leiti, et S. mutans’i kultuuris suurenes EPSi produktsioon aja méddudes (Decker et al., 2014).

Gliikosiitiltransferaasi kodeerivateks geenideks on gtfB, gtfC ja gtfD (Loesche, 1986). GtfB
kodeerib valku nimega gliikosiiiiltransferaas-1, mis produtseerib vees lahustumatuid gliikaane.
Geen gtfD kodeerib vees lahustuvaid gliikaane siinteesivat ensiiiimi gliikosiitiltransferaas-S
(Yamashita et al., 1993). Nad erinevad iiksteisest gliikosiidsidemete poolest (Matsumoto-
Nakano, 2018). Ei ole selge, miks on MSil mitmeid gliikosiiiiltransferaase, aga teatakse, et
nende afiinsus bakteri pinnale on erinev. Arvatakse, et need kdik on olulised poliisahhariidide
tootmisel ja kaariese tekkes, kuid vees lahustumatul gliikaanil, mida kodeerib gtfB, on kdige
olulisem roll (Banas, 2004). In vitro katsetes on leitud, et gftB produktid on vajalikud suhkrust
soltuval kolonisatsioonil hambapinnal, kuid gftD geen ei ole hddavajalik (Hanada &
Kuramitsu, 1989). Lisaks on avastatud hiljuti, et tiived, millel olid kahjustused gliikaani
produktsioonil, olid happele tundlikumad. See viitab, et vees lahustumatud gliikaanid v&ivad
olla oluliseks faktoriks happe tootmisel ja talumisel (Guo et al., 2015). Ka Klein et al. (2010)
leidsid oma uurimuses, et happelises keskkonnas on iilesreguleeritud EPSi tootvad geenid,
eriti gtfB. Lisaks voib see samuti viidata seosele happetaluvusega (Klein et al., 2010).
Keskkonna pH languse mojul hakkavad toole kaitsemehhanismid ja iiks nendest on toota
EPSi, mis suurendab biokile tihedust ja kaitseb baktereid ebasobivate keskkonnatingimuste

eest.

Ftf (teise nimega sacB) kodeerib fruktosiiiiltransferaase (FTF), mille abil siinteesivad nii S.
mutans kui S. sobrinus sahharoosist rakuviliseid fruktaanipoliimeere (Rozen et al., 2004; Sato
& Kuramitsu, 1986). Rozen et al. (2004) t66s uuriti S. mutans’is FTF sekretsiooni. Sahharoosi
sisaldavas keskkonnas kasvavatel MSidel leidus tdesti FTF nii rakupinnal, biokiles kui ka
rakuvabalt siiljes ning see omas korget afiinsust gliikaanide suhtes. See viitab, et nii
fruktaanid kui glilkaanid on biokilede moodustamisel oluliseks osaks. Fruktaanid voivad
soodustada bakterite adhesiooni. Munro et al. (1991) uurimistdos ndidati, et rottidel, keda
nakatati S. mutans’iga, millel puudus ftf geen, vdhenesid kaariese kahjustused. MSid
suudavad toota fruktaane liihiajaliselt suurtes kogustes ning need vodivad mdjutada
hambakaariese patogeneesi, olles rakuviliseks siisivesikute sdilituskohaks, mida bakterid
saavad toitainete puudusel metaboliseerida (Sato & Kuramitsu, 1986). Need fruktaanid
hiidroliitisitakse vajadusel kiiresti fruktoosiks ja seejdrel kédritatakse. Metaboliseerimise
kdigus vabaneb piimhape, mis kahjustab hambapinda (Jacques, 1993). Lisaks v&ivad nad
soodustada bakterite seondumist kovadele pindadele (Rozen et al., 2004).
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1.2.2.4 Orgaaniliste hapete tootmine siisivesikutest

Oluliseks virulentsusfaktoriks on MSil veel hapete tootmine (acidogenicity) (Loesche, 1986).
See on oluline konkurentsieelis teiste liikidega. MSid kaéritavad stisivesikuid ja toodavad
neist orgaanilisi happeid, eelkdige piimhapet, muutes viliskeskkonna pH taset. Selle tottu
kiirendavad nad hamba demineraliseerumist (Matsui & Cvitkovitch, 2010). Ka mitmed teised
bakterid on selleks voimelised, kuid nende happeproduktsioon on tunduvalt aeglasem.
Kiirema happe produktsiooni tottu pikeneb aeg neutraalse pH keskkonna taastamiseni parast
s66mist (Banas, 2004). Uhes uuringus vaadeldi bakterikooslusi neutraalses ning happelises
keskkonnas. Mida happelisemaks muutus keskkond, seda suurema hulga moodustasid
bakterikoosluses MSid ja laktobatsillid. Lisaks liikide arvukuse kasvule tdusis
markimisvaarselt ka happeproduktsiooni kiirus (Bradshaw et al., 1989). Samas on leitud S.

mutans’i ja S. sobrinus’e hapete tootmise vdimes tiivede-vahelisi erinevusi (Banas, 2004).

Piimhapet tootvad bakterid, sealhulgas S. mutans ja S. sobrinus, sdltuvad oma energia
tootmisel ja kasvamisel sahharoliititilisest aktiivsusest. Selle tdttu on suhkrute transport ja

metabolism nendes mikroorganismides véga oluline (Zeng & Burne, 2016).

Geenid, mis vastutavad S. mutans’is ja S. sobrinus’es siisivesikute metabolismi ja happe
produktsiooni eest on SMU.104 ja SMU.105. SMU.105 on Lacl perekonna valgu
periplasmaatiline ja suhkrut siduv domeen. Periplasmaatilised siduvad valgud on peamiselt
retseptoriteks suhkrupohiste ainete transpordil ning Lacl perekond koosneb transkriptsiooni
regulaatoritest. Selle suhkrut siduv domeen kontrollib suhkrut sidudes tarbimisradasid (Lewis
et al., 1996). SMU.104 kodeerib a-gliikosidaasi gliikostiiilhiidrolaasi. SMU.105 on
toendoliselt kaasatud transkriptsiooni ja energia metabolismi ning on oluline suhkrute

fermetatsioonil (Shemesh et al., 2007).

Nii SMU.104 kui SMU.105 arvatakse kuuluvat S. mutans’i nigBCDAER lookusesse. See
lookus sisaldab kuut geeni (SMU.100-105) ning tootab ilmselt operonina. NigBCDAER
lookuses ekspresseeritakse oletatavat repressorit NigR, mida kodeerib SMU.105. Lisaks
ekspresseeritakse nimetatud lookuses ensiiiimi tootvat NigE, mida kodeerib SMU.104 (Ajdic
& Chen, 2013). Nad vahendavad suhkru fosfotransferaassiisteemi (PTS) regulatsiooni,
seondudes efektori puudumisel geeni voi operoni promootorpiirkonnaga (Weickert & Adhya,
1992). PTSi iilesanne on mitmete suhkru substraatide sidumine, transport ja fosforiiiilimine

(Ajdic & Chen, 2013). Selle tulemusel blokeerivad nad kas RNA poliimeraasi seondumise voi
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destabiliseerivad kompleksi ning tagajdrjeks on PTS repressioon spetsiifilise suhkru
puudumisel (Weickert & Adhya, 1992). Nii Ajdic ja Chen (2013) kui ka Liu et al. (2015)
uurimuses néhti, et see sama PTS voib olla seotud S. mutans’i gtfB poolt siinteesitud
stisivesikute transpordi ja metabolismiga. Lisaks leiti Liu et al. (2015) uurimuses, et SMU.105
voib olla seotud gliikogeeni omastamisega kuumuses tekkiva stressi all, kuna pidas vastu

korgetel temperatuuridel.

1.2.2.5 Vastupidavus happelises keskkonnas

Bakterid on pidevalt mdjutatud keskkonnatingimuste poolt nagu pH, osmootne rohk,
temperatuur, toitainete kittesaadavus, toksilised kemikaalid jne. Lisaks toodavad MSid ka ise
stisivesikute metabolismi kaudu happeid, mis voivad muuta keskkonna pH-d neutraalsest kuni
pH 3,0-ni ning sellistes tingimustes on nad sunnitud ise samuti hakkama saama (Matsui &
Cvitkovitch, 2010). Et selliseid tingimusi iile elada, peavad bakterid suutma suhelda mitte
ainult iiksteisega, vaid lisaks tajuma ja reageerima ka keskkonnast tulevatele signaalidele. Uks
omadus, mis eristab MSe teistest bakteritest, on happetaluvus (aciduricity) (Loesche, 1986).
Mida happelisemaks muutub suus keskkond, seda tdenédolisemalt suureneb ka MSide voi
laktobatsillide hulk, kuna nad on sellistele tingimustele vastupidavamad ja omavad mitmeid
erinevaid happetaluvuse mehhanisme (Marsh, 2010). Bradshaw et al. (1989) uurimuses
vaadeldi inimese suus elavaid baktereid normaalse pH tingimustes, kus kariogeensed liigid,
Streptococcus mutans ja Lactobacillus rhamnosus, moodustasid vaid 1% mikroobikooslusest.
Kui sootmesse lisati gliikkoosi, kuid pH jdeti neutraalseks, piisis kooslus enam-vihem
muutusteta. Mikrobioota tasakaal hakkas nihkuma, kui pH-I lasti langeda tanu bakteriaalsele
metabolismile: sel juhul suurenes oluliselt MSide ja laktobatsillide osakaal (Bradshaw et al.,
1989). See kinnitas varasemaid uuringuid, kus samuti taheldati, et hambakatus suureneb MS
hulk, kui keskkonda lisati madala pH-tasemega puhvreid (Svanberg, 1980).

Seda, kuidas bakterid kohanevad keskkonnamuutustega, reguleerib  osaliselt
kahekomponendiline siisteem (TCS) (Mattos-Graner & Duncan, 2017). See on oluline osa
MS virulentsusest. TCS koosneb signaalitundlikust (signal sensing) histidiin-kinaasist (HK) ja
vastuse regulaatorist (RR — response regulator). Need méngivad bakterite patogeensuses
olulist rolli, kuna vdimaldavad tuvastada mitmesuguseid keskkonna muutusi, stressi ning

seejarel nendele reageerida (Senadheera et al., 2005).
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Mitte koik HKd ja RRd ei ole igas tiives kodeeritud ning TCSide arv voib eri tiivede vahel
varieeruda (Biswas et al., 2008). Sece erinevus voib viidata, et erinevatel tiivedel on erinev
reageerimisviis ja kohanemine keskkonnale ning seelébi teistsugune ellujdamisvoime (Song et
al., 2012). Keskkonnaga adapteerumise geenid, mida on rohkem kui selles vaadeldavas
magistritods, voivad nende omaduste tdttu olla MS tiivede jaoks hddavajalikud. Lisaks on
happelise keskkonnaga vditlemiseks veel palju erinevaid siisteeme, mille eest vastutavad

erinevad geenid, kuid neid kdesolevas to0s ei kajastata.

Uheks TCSiks S. mutans’is on TCS-7, mis koosneb SMU.1037c¢’st, mis on HK ning
SMU.1038c’st, mis on RR. TCS-7 on sarnane VicKR iilekandesiisteemiga (Shemesh et al.,
2007). SMU.1037c geeni (voib leida ka nime all phoR) funktsiooniks on aidata bakteril
keskkonnaga adapteeruda. See sisaldab HAMP domeeni sisaldavat HKd, mis on osa TCSist
(EMBL-EBI). HAMP domeen muundab moodulite vahel liikuvaid eri tiiiipi mehaanilisi
signaale (Song et al., 2012). Lisaks leiti Shemesh et al. (2007) uuringus, et SMU.1037c on

biokile moodustamisel jérjepidevalt ja markimisvaérselt iilesreguleeritud.
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2 Uurimus

2.1 To6 eesmirgid

Hambakaariest pdhjustavaid baktereid on vajalik uurida, kuna kaaries ning selle tagajarjed
voivad pohjustada inimesel suuri ebameeldivusi. Hambakaaries tekitab tugevat valu, tema
tagajargedega voib kaasneda siisteemne podletikuseisund ning kaariese ravi on kallis ja voib

kesta kogu elu.

Sellest tulenevalt on kdesoleva uurimistod eesmérkideks vilja selgitada kaariest tekitavate
mutans-streptokokkide (Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus) virulentsusfaktorid ja
vorrelda saadud geneetilist infot kirjanduse andmetega ning eelnevalt patsientidelt kogutud

Kliiniliste andmetega, et hinnata vdimalikke erinevusi kahe liigi kariogeensuses.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud bakteritiived ja tiivede identifikatsioon

Uuringuteks valiti 40 mutans-streptokokkide tiive, millest 21 kuulusid liiki Streptococcus
mutans ja 19 kuulusid liiki Streptococcus sobrinus (LISA 3). Tiived asuvad Tartu Ulikooli
bio- ja siirdemeditsiini instituudi mikrobioloogia osakonnas asuvas HUMB kollektsioonis

(Inimese Mikrobioota Biopank) (http://eemb.ut.ee/humb/main_list.php). Tived péarinevad

Jana Olaki doktorit6o raames tehtud uuringust (Olak, 2013), mille 14dbiviimiseks saadi Tartu
Ulikooli inimuuringute eetika komitee luba (protokoll nr 166/T-7). Tiived on varasemalt
mass-spektromeetriliselt samastatud Jana Olaki ja Tiiu Ro6pi poolt. Tiivede doonoriteks olid
emad ja lapsed, kellest tehti juhuvalik ning kédesolevasse to0sse sattus 24 last vanuses 24 kuni

41 kuud ning 13 ema vanuses 22 kuni 31.

Uuritavatest tiivedest tehti véljakiilv veriagarplaadile, mis oli eelnevalt mérgistatud tiive,
kuupédeva ja bakteri liigiga. Kiilvid pandi kasvama mikroaeroobsesse inkubaatorisse 37 °C
juurde 3 pédevaks. Seejarel tehti vilja kasvanud kolooniatest steriilse tampooniga timberkiilv
teisele mérgistatud veriagarplaadile, millel lasti kasvada inkubaatoris 37 °C juures 2 pideva.

Seejdrel viidi protokolli jargi 1&bi DNA eraldamine.
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2.2.2 Doonorite kliinilised andmed

Olaki doktorit66 raames koguti doonoritelt info DMF indeksi ja SM skoori kohta. Saadud
kliinilisi andmeid vorreldi bakteriaalse geneetilise infoga. DMF indeks saadi hambaarsti
kiillastuse kédigus hammaste visuaalsel hindamisel. SM skoori andmed saadi kahe
analiiisimeetodi ~ kombineerimisel:  esmalt —moddeti  mutans-streptokokkide  hulk
kommertsiaalse Kiti Dentocult® SM Strip mutans abil (Orion Diagnostica Oy, Espoo,
Finland) ning seejérel kiilvati testribal kasvanud kolooniad veriagarséotmele edasiseks liigi

madramiseks Maldi-TOF meetodi abil (S. mutans voi S. sobrinus).

2.2.3 DNA eraldamine

DNA eraldamiseks kasutati QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Saksamaa).
Eppendorfi viaalid maérgistati tiive ja bakteri liigiga. Eppendorfi tuubi pipeteeriti 200 pl
ensiimaatilist litisipuhvrit (20 mM TrisCl, pH 8,0; 2 mM EDTA,; 1,2% Triton® X-100; 20
mg/ml liisosoomi, millest viimane lisati vahetult enne kasutamist). 10 ul steriilse kiilviaasaga
voeti Petri tassilt kasvanud kindla bakteritiive koloonia ning asetati sama tiive Eppendorfi
tuubi. Rakud suspendeeriti liitisipuhvris. Peale seda asetati Eppendorfi tuubid Biosan CH-100
termostaati, inkubeeriti 30 min 37 °C juures. Seejérel pipeteeriti tuubidesse 25 ul proteinaas K
kontsentratsiooniga 20 mg/ml, misjarel teostati edasised protseduurid vastavalt tootja poolt
kaasas olevale protokollile (QIAGEN, 2011). DNA proovid sdilitati -20 °C juures.

2.2.4 PCR ehk poliimeraasi ahelreaktsioon

PCR reaktsiooni jaoks kasutati 2 ul eelnevalt eraldatud DNAd. PCR reaktsioonisegu
tildmahuga 25 pl koosnes jargmistest komponentidest: 12,5 ul 2X DreamTaq Hot Start PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA), 6,5 ul H,O, 2 ul praimer 1 (foward), 2 ul
praimer 2 (reverse) (tooks valitud praimerid on toodud vélja Tabelis 2) ning 2 pl uuritavat
DNAd. PCR reaktsioon viidi 1liabi Eppendorf Mastercycler® Gradient thermal cycler
(Eppendorf, Hamburg, Saksamaa) masinas.
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PCR viidi 14bi jargmistel tingimustel:

e DNA esialgne denaturatsioon: 94 °C, 5 minutit
o 34 tsiiklit:
o DNA kaksikahelate denaturatsioon: 94 °C, 1 minut

e Praimerite seondumine DNA-le (temperatuur iga geeni jaoks on vilja toodud

Tabelis 2), 1 minut

e DNA siintees: 72 °C, 1 minut

e Ldppekstensioon: 72 °C, 10 minutit

Tabel 2. T66s uuritud virulentsusgeenide praimerid

Marklaud-
geen

Geeni produkt

Praimer (5’-3’)

Seondu-
mistemp.
DNAle
(°C)

gbpA Gl e e & F:5'-TAATTT GAC GGCCCT TTG TC -3' Gilbert et Sm 60
SMU.2112 R: 5'- CTG CCG AGC GTATCA GTA CA -3' al.,, 2014 Ss 60
gbpB Glucan-binding protein B F: 5'-CAA CAG AAG CAC AAC CAT CA-3' Tabchoury |Sm 56
SMU.1396 R: 5'-TGT CCA CCATTA CCC CAG T-3' etal, 2008 |Ss 56
spaP . F: 5'-AAC GAC CGC TCT TCA GCA GAT ACC-3' [Ono etal, |Sm 59
smu.e10 | Cell surface antigen /Il | g 51 AGA AAG AAC ATC TCT AAT TTC TTG-3' | 1994 Ss 59
wapA Cell wall-associated F:5'- CTATTA CTT TCC CAG ATG AAG-3' Zhuetal, |Sm 55
SMU.987 | protein A R: 5'- GTT AAC ATC TGG ACT TAT TGG-3' 2006 Ss 55
ftf e e F: 5'-AAA TAT GAA GGC GGC TAC AACG-3' Shemesh et |Sm 59
SMU.2028 R: 5'-CTT CAC CAG TCT TAG CAT CCT GAA-3' |al., 2007 Ss 59
gtfB F: 5'-ACA CTT TCG GGT GGC TTG-3' Lietal., Sm 58
sMU.1004 | Glucosyltransferase B R: 5'- GCT TAG ATG TCA CTT CGG TTG-3' 2018 Ss 47
gtfD Glucosyltransferase-| F: 5'-ACA GCA GAC AGC AGC CAAGA -3' Shemesh et |Sm 59
SMU.910 R:5'-ACT GGG TTT GCTGCG TTT G -3' al., 2007 Ss 61
vicR Histidine kinase two- F: 5'-CGC AGT GGC TGA GGA AAA TG-3' senadheera |Sm 58
SMU.1517 | component regulatory R: 5'-ACC TGT GTG TGT CGC TAA GTG ATG-
, etal.,, 2005 |[Ss 58
system 3
SMU.1037c | HAMP domain-containing |F:5'-TTC GAA CAC CCT TGA CCATTG-3' Shemesh et |Sm 55
histidine kinase R: 5'-CCA AAT CGG CTG CAT CAA CT-3' al., 2007 Ss 60
SMU.104 a-Glucosidase glycosyl F: 5'-GCA GGG ATT CGT GCA TTT G-3' Shemesh et |Sm 56
hydrolase R: 5'-AAT CGA AGG TTG CAG GCT CTT-3' al., 2007 Ss -
SMU.105 Periplasmic binding and F: 5'-TTC CCA ATG CTA GAG CTC GG-3' Shemesh et |Sm 59
sugar binding domain of R: 5'-AAG GAC TCC ACG TCG TTG GT-3'
. . al., 2007 Ss 60
Lacl family protein

Sm — Streptococcus mutans; Ss — Streptococcus sobrinus
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2.2.5 Praimerite temperatuuri optimeerimine

Modlema bakteriliigi jaoks tehti gradient-PCR, et selgitada vélja, millisel temperatuuril
otsitavad geenid on koige paremini méédratavad. Gradient viidi 1dbi nagu PCR.
Reaktsioonisegu oli ildmahuga 25 upl ning koosnes samadest komponentidest, kuid kindla
temperatuuri asemel valiti temperatuurivahemik (47-61 °C). Eppendorf Mastercycler®
Gradient thermal cycler (Eppendorf, Hamburg, Saksamaa) masinasse asetati 12 sama tiive
proovi, milles igas Eppendorfi tuubis toimus praimerite seondumine DNAle erineval
temperatuuril. Parast geelelektroforeesi ldbiviimist valiti iga geeni jaoks sobivaim

temperatuur. Tabelis 2 on toodud sobivaimad praimerite seondumistemperatuurid DNAIe.

2.2.6 Geelelektroforees

PCR produktid lahutati 1,2%-lises agaroosgeelis. Geel sisaldas 0,5xTAE puhvrit ja 5 ul EtBr
lahust (kontsentratsioon geelis 10 mg/ml). 10 ul PCR produktidele lisati 2 pl 6X Orange LD
Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, USA) vérvi ning saadud segu pipeteeriti geelile.
Adrmistele radadele lisati 3 pl Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)
markerit. Geeli jooksutati CHEF DR Il (Bio-Rad, Hercules, California) masinas pingega 150
mV ligikaudu 15 minutit. Geel ilmutati UV-valguse kdes Syngene™ (Synoptics Ltd,
Cambridge, Inglismaa), et néha, kas otsitud geenid olid valitud tiivedel olemas. Geelipilt

jaadvustati programmis GeneSnap from SynGene.

2.2.7 Genotiipiseerimine

Genotiipiseerimine viidi 14bi kasutades Simpson et al. (2002) t66s kasutatud meetodi
modifikatsiooni. Genotiipiseerimist aitas 1ibi viia juhendaja Jelena Stsepetova. Streptococcus
tiivesid kultiveeriti infusioonpuljongis (Difco, Detroit, MI, USA) iile 66 37 °C juures. Seejarel
rakud tsentrifuugiti 10 000 p/m juures 7 min, pesti 2 korda 75 mmol/l NaCl ja 25 mmol/Il
EDTA-ga (pH 7,4) ning suspendeeriti 150 pl-s samas puhvris. Rakususpensioon kuumutati 50
°C-ni ja segati 150 pl 2% madala sulamistemperatuuriga agaroosiga 0,5XTBE puhvris ning
valati vormidesse enne agaroosi tahenemist. Seejarel tahenenud agaroosi inkubeeriti
luiisipuhvris [50 mmol/l EDTA, pH 8,5; 0,5% Na-laurotiilsarkosiin; 0,2% Na-desoksiikolaat
(sisaldas 2 mg liisosiiiimi (Sigma) ja 10 U mutanoliisiini (Sigma) milliliitri kohta)] tile 66 37
°C juures. Pédrast liisosoomi seguga tootlust, toddeldi agaroosi lahuses, mis sisaldas: 10
mmol/l Tris; 0,5 mol/l EDTA (pH 8,5); 1% naatriumdodetsiiiilsulfaat ja 2 mg/ml proteinaas
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K, 50 °C juures iile 66. Agaroosiblokke pesti kolm korda 75 mmol/l NaCl ja 25 mmol/l
EDTA’ga (pH 7,4). Restriktsioon viidi 1dbi ensiilimidega Smal ja Apal (Fermentas, USA) 37
°C juures iile 66. Elektroforees teostati CHEF DR Il (Bio-Rad, Hercules, California)
masinaga 5XTBE puhvris. Impulsi aeg oli 1 kuni 15 sek, voolutugevus 6 V, temperatuur 14
°C. Geeli jooksutati Smal ensiiiimi korral 22 tundi ja Apal korral 20 tundi. Agaroosgeel

varviti etiiddiumbromiidiga (0,5 pg/ml) ja visualiseeriti UV-valguses.

2.2.8 Statistiline analiiiis

Andmed salvestati ja analiiiisiti tarkvaraprogrammis MS-Excel. Korrelatsioonanaliiiisiks, et
vorrelda virulentsusgeenide seost kaariesemarkeritega, kasutati programmis PAST (versioon
4.02) Spearman’s rs korrelatsioontesti (p < 0,05) ning seoste analiilisimiseks Pearson’s Chi-

Square testi (p < 0,05).
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2.3 Tulemused ja arutelu

Antud magistritdds analiiiisiti TU BSMI mikrobioloogia osakonnas asuvast HUMB
kollektsioonist parinevaid Streptococcus mutans ja Streptococcus sobrinus tiivesid. Tiived
ning tiivede doonorite suu tervise parameetrid olid kogutud Jana Olaki doktorit6d raames
(Olak, 2013), kus uuriti emade ja laste suu tervist. Kéesolevas t66s uuritud tiived olid valitud
juhuslikkuse alusel, et saada enam-vihem vordsel arvul nii S. mutans’i tiivesid (n = 21) kui S.
sobrinus’e tiivesid (n = 19), teadmata, kas uuritavad lapsed on seotud valitud vanematega.

2.3.1 Doonorite kliinilised andmed

Kuna kidesoleva t66 eesmark on vorrelda suutervise nditajaid bakterite geneetilise infoga, siis
on Tabelis 3 vilja toodud uuritavate patsientide kliiniline informatsioon. Tabelis 3 esitatud
andmed tlivede doonorite kohta on kogutud varasemalt Olaki doktorit66 teostamise kaigus
(Olak, 2013).

diagnostikakriteeriume (eelnevalt kirjeldatud peatiikis 1.1.1). Maksimaalne dmf tase lapsel

Hambakaariese seisundi hindamiseks on kasutatud WHO kaariese
saab olla 20, DMFT tase tdiskasvanul 28 (voi 32 kui on olemas ka tarkusehambad) ning
suurim DMFS tase vaib olla 28 hamba kohta 128 (World Health Organization, 1997). Lisaks
on toodud ka tiivede doonorite andmed kahe mutans-streptokoki esinemise ja hulga kohta.

SM taset hinnatakse numbrilise skooriga vahemikus 0 kuni 3.

Tabel 3. Uuritud mutans-streptokokkide tiivede doonorite Kkliinilised parameetrid

(keskmine£SD)

Uuritavad Sugu % VELDE dmf DMFS DMFT SM skoor
(aastat) (0-20) (0-128) (0-32) (0-3)

ema(n=13) | 100 0 27,3+3,70 - 20,8+14,62 |11,2+5,18| 2,23+0,93

laps (n=24) | 62,5 | 375 | 2,7+0,45 | 0,46+0,83 - - 1,46 £1,22

SD - standardhidlve; dmf — decayed/missing/filled; DMFS — decayed/missing/filled surface; DMFT —
decayed/missing/filled teeth; SM — Strip mutans (Orion Diagnostica)

Valimis oli 13 ema ning 24 last, neil koigil esines kaaries. Uuritud lastest 62,5% olid tiidrukud
ja 37,5% poisid. Emade vanus jdi vahemikku 22-36 aastat, olles keskmiselt 27 aastat. Lapsed

olid keskmiselt 2 aasta ja 7 kuused.

Laste kaariese markerid olid ldhedased Eesti keskmistele vaartustele Olaki doktoritoos (Olak
et al., 2007), kus oli uuritud 472 2 kuni 4 aastast last ning laste keskmiseks dmf indeksiks oli

16 + 2,5 Need lapsed, kes sattusid juhuslikult eelnevast valimist kdesoleva to0
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uurimisgruppi, omasid veidi vdiksemat dmf’i taset (0,46 + 0,83). Sarnaseid tulemusi on
taheldatud ka teistes riikides tehtud uuringutes (Bourgeois & Llodra, 2014). Laste dmf indeks,
meie uurimuses, vorreldes kahte MS liigi doonoreid eraldi, oli S. mutans tiivede puhul 0,62 +
0,96 ja S. sobrinus tiivede puhul 0,27 + 0,65. Antud uurimist66 laste SM skoor (1,46 + 1,22)
on samuti ldhedane keskmistele vairtustele vorreldes teiste riikidega (Fan et al., 2019;

Jeevarathan et al., 2007).

Taiskasvanutel olid DMFT tulemused samas vanusegrupis sarnased iile maailma 1dbi viidud
uuringutega (Lukacs, 2011; Pieralise et al., 2013). Kui vorrelda kahte erinevat uuritud MS
liiki, siis neid omavate inimeste DMFT taseme vahel puudus oluline statistiline erinevus, kuid
ilmselt seetdttu, et valim oli liiga vdike voi nii S. mutans kui S. sobrinus pdhjustavad samal
tasemel kaariest (vastavalt 11,25 + 6,3 ja 10,17 + 3,6). Paljudes uuringutes (Hata et al., 2006;
Hirose et al., 1993; Okada et al., 2005) on leitud, et kui mdlemad liigid esinevad koos, on ka
kaariese tase korgem. Kédesolevas uurimistods emade SM tase oli 2,23 + 0,93, mis on iisna
korge. Naiteks Pannu et al. (2013) uurimuses leiti 200 India naise keskmiseks SM véirtuseks
1,65 +0,93.

2.3.2 Tiivede genotiipiseerimine

Et kindlaks teha, kas koik uurimuses analiitisitud mutans-streptokokkide tiived on erinevad,
viidi 1dbi genotiipiseerimine pulssvilja geelelektroforeesi abil (Joonised 4 ja 5, ptk 2.2.7).
Lisaks vajas kontrollimist, kas moni tiivi on emalt lapsele kandunud, kuna ema vdib osutuda
esmaseks nakkusallikaks. Tulemuste analiiiisist selgus, et valimis oli 3 ema-laps paari, kelle
hulgas genotiipiseerimise kidigus leiti iiks paar, kus emal ja lapsel esines samasuguse
geenimustriga S. sobrinus. Sarnase geenimustriga tiive omanud ema ja laps omasid mdlemad

SM skoori 2.

Joonisel 4 on sinisega mirgitud ema ja lapse sarnase geenimustriga tiived (lapse 011 —
HUMB_13011, 012 — HUMB_13012 ja ema 105 — HUMB 13105). Eelmiste tiivedega on
sarnane ka tiivi 018, kuid tiivi on isoleeritud teiselt indiviidilt. Ttiived 038 ja 039 on isoleeritud
samast kaariesekoldest ja sama geenimustriga. Eelnevate tiivede geenimustrile on sarnane ka

tiivi 104, kuid tegu on samuti teiselt indiviidilt isoleeritud tiivega.

Valitud tiivede hulgas oli kolm paari bakteritiivesid, mis périnesid samalt indiviidilt. Kuna
kaks tiivede paari olid ka sarnase geenimustriga, siis kaks korduvtiive eemaldati edasisest

analiiiisist (Tabel 4). Kolmandalt inimeselt eraldati 2 erineva geenimustriga S. sobrinus’e
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tiive, seetdottu molemad tiived kaasati analiiiisi. Seega kaasati uuringusse 37 inimese

informatsioon, kuid 38 bakteritive.
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Joonis 4. Genotiipiseeritud Streptococcus sobrinus’e tiived, restriktsioon Smal ensiiiimiga;
M1 — Lambda PFG ladder (Bio-Rad Laboratories, USA); kdik tiived on tdhistatud nende
HUMB koodist tuleneva kolme viimase numbriga. Sinisega margitud ema ja lapse sarnase
geenimustriga tiived.
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Joonis 5. Genotiipiseeritud Streptococcus mutans’i tiived, restriktsioon Apal ensiiiimiga; M2
— Lambda PFG ladder (Bio-Rad Laboratories, USA); koik tiived on tihistatud nende HUMB
koodist tuleneva kolme viimase numbriga.

2.3.3 Virulentsusega seotud geenide esinemine mutans-steptokokkidel

Jargmisena vaadati uuritud MS tiivedel virulentsusgeenide esinemist ning vorreldi saadud
informatsiooni varasemate uuringutega. Saadud info koguti, et analiilisida tulemusi
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bakteritiivede doonorite kliiniliste parameetritega ning selgitada vélja, kas uuritud

virulentsusgeenid voivad pohjustada suuremat kariogeensust.

Joonis 6 illustreerib tihe tiive virulentsusgeenide esinemise detekteerimist elektroforeesigeeli

pildi abil (S. mutans tiive HUMB_ 13003 abil).

M1 M2 gbpA gbpB spaP wapA ftf gtfB gtfD vicR SMU. SMU. SMU. M1 M2
1037c 104 105

Joonis 6. Geenide esinemine S. mutans’i tiivel HUMB 13003. DNA markerid: M1 —
GeneRuler 100bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA); M2 — MassRuler™ Low Range
DNA Ladder (Fermentas, USA).

Tabelis 4 on esitatud uuritud MS tiived, nende liik ja leitud virulentsusgeenid. Samuti sisaldab
tabel tiivede varasemal mass-spektromeetrilisel samastamisel saadud Maldi-TOF skoore.

Nende skooride alusel on koik uuritud tiived usaldusvairselt samastatud.

Antud uurimistdd kéigus saadud virulentsusgeenide detekteerimistulemused on toodud
Tabelis 5, kus on esitatud S. mutans’i ja S. sobrinus’e virulentsusgeenide jaotus kahe liigi

vahel.
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Tabel 4. Virulentsusgeenide esinemine S. mutans’i ja S. sobrinus’e tiivedel

<lalals NERE

§ a a

13000 laps | S. sobrinus 2,188 o N A A + |+ - |+
13001 laps | S. mutans 2,128 |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ ]+ 4
13002 laps | S. mutans 2,243 + 4|+ + |+ |+ ]+ |+ ]+ |+ ]+
13003 laps | S. mutans 2,208 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ] +]|+
13004 laps | S. sobrinus 2,061 + |+ | -+ + |+ -+ +] -+
13005 laps | S. mutans 2,267 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| +]|+]+
13006 laps | S. sobrinus 2,084 T T T A I
13007 laps | S. mutans 2,009 |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+
13008 laps | S. mutans 2,148 + 4|+ + |+ |+ ]+ |+ ]+ -]+
13009 laps | s. mutans 2,149 |+ F ]+
13011* laps | S. sobrinus 1,949 +l+ |+ |+ |+ 4] -+ +] -]+
13012* laps | S. sobrinus 2,096 + |+ |+ |+ |+ ]|+ |-+ +]-]4+
13013 laps | S. mutans 2,077 o e N " R i i i A
13014 laps | S. mutans 2,245 TR I T T T T R T R R
13015 laps | S. mutans 2,1 e e
13016 laps | S. mutans 2,004 |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+
13017 laps | S. mutans 2,12 T T T T e e e e
13018 laps | S. sobrinus 2,037 + |+ |+ |+ |+ ]|+ | -|+]+]-]4+
13019 laps | S. mutans 1,928 FE U T T D D T R R
13020 ema S. mutans 2,023 + | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+
13025 ema S. mutans 2,123 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+
13026 ema S. mutans 2,128 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+
13027 ema S. mutans 2,175 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -]+
13028 ema S. mutans 2,141 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -]+
13029 €ma S. mutans 2,049 NN NN
13030 ema S. mutans 2,023 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+
13031 ema S. sobrinus 1,891 + |+ | -+ |+ |+ -+ +] -]+
13032 ema | S. sobrinus 1,945 + |+ |+ |+ |+ |+ -] -+ -+
13033 ema | S mutans 2,3 + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
13038* ema S. sobrinus 2,315 + |+ -+ |+ |+ | -|-1+1- =
13039* ema | S. sobrinus 2,028 + |+ | -+ |+ - -+ - -
13070 laps | S. sobrinus 1,967 + |+ | -+ ]+ |+ -1-1-1-1]+
13073 laps | S. sobrinus 1,871 |+ -+ + ] -] -+ +] -+
13079 laps | S. sobrinus 1,885 |+ |+ |+ |+ -] -] -14+]-]+
13087 laps | S. sobrinus 2,138 T e e " N (R [ (i R e
13093 laps | S. sobrinus 2,079 + |+ |+ |+ |+ |+ -+ -
13097 laps | S. sobrinus 2,134 e T T i L I Iy
13103 ema S. sobrinus 1,978 + |+ | - |+ |+ |+ -+ |+ -]+
13104 €ma S. sobrinus 2,156 R o S S N B R
13105 ema |S. sobrinus 2,025 S I I R A I O I S I

* samadelt indiviididelt parinevad sarnase geenimustriga tived, mistéttu HUMB_13011 ja HUMB_13038
eemaldati jargnevast anallilsist; + olemasolevad geenid; - puuduolevad geenid
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Tabel 5. Virulentsusgeenide jaotus kahe MS liigi vahel

mitmel % isolaatides

vastav geen esines p-vaartus*
S. mutans S. sobrinus < 0,05
(n=21) (n=17)

gbpA 100 100 NS
gbpB 95 100 NS
spaP 100 41 <0,01
WapA 100 100 NS
ftf 100 100 NS
gtfB 100 82 <0,05
gtfD 100 0 <0,01
VicR 100 53 <0,01
smu.1037c 100 88 NS
smu.104 76 0 <0,01
smu.105 100 88 NS

*Pearson chi-square test; NS — mitte oluline (not significant)

Adhesiooni eest on vastutavad geenid gbpA, gbpB ja spaP. Biokile moodustamises osalevad
wapA ja VicR ning biokile jaoks vajalikke poliisahhariide aitavad toota ftf, gtfB ja gtfD.
SMU.104 ja SMU.105 Iohustavad siisivesikuid, mille kdigus toodavad happeid ning hapete
talumisele aitab kaasa SMU.1037c.

Streptococcus mutans’i enamikul tiivedel olid olemas koik uuritud virulentsusgeenid, nii
hiadavajalikud kui virulentsust suurendavad. Vaid hapete tootmisega seotud SMU.104 geen
puudus veerandil selle liigi tiivedel (Tabel 5). SMU.104 kodeerib valku o-gliikosidaasi
gliikosiitilhiidrolaas, mille bioloogiline roll on osaleda siisivesikute ainevahetusprotsessis ning
molekulaarne funktsioon on seotud gliikosiiiilsidemete hiidroliitisimisega. Toidust saadakse
sahharoosi (disahhariid), seal olev side on vaja 16hkuda ning SMU.104 poolt toodetud
hiidrolaasi abil hiidroliitisitakse sahharoos gliikoosiks ja fruktoosiks (EMBL-EBI).

Seevastu S. sobrinus’e tiivedel olid mitmed uuritud virulentsusgeenid oluliselt harvemini
esindatud (Tabel 5). Kaigis tiivedes olid olemas gbpA, gbpB, wapA ja ftf geenid, samas
geenid spaP, gtfB, vicR, SMU.1037c ja SMU.105 olid olemas 41-88% S. sobrinus’e tiivedes.
Geene gtfD ja SMU.104 ei leitud iihelgi S. sobrinus’e tiivel. Statistiliselt oluline erinevus kahe
Streptococcus liigi vahel oli geenide spaP, vicR, gtfD ja SMU.104 osas (p < 0,01) (Tabel 5).

Suurem osa varasemalt tehtud uurimustéodest kajastab enamasti S. mutans’i

virulentsusfaktoreid, S. sobrinus’e virulentsusfaktoreid on oluliselt vihem uuritud. Seetottu on
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vordlusmaterjali vdhem kui S. mutans’i kohta. Sellest tulenevalt ei saa kéesolevas t60s
kindlalt jareldada, et kui geeniprodukt puudub, kas see tuleneb sellest, et sellel liigil seda
geeni ei esine vOi puudub see geen valitud tiivel. Lisaks tuleb arvestada, et mdlema liigi puhul

oli uurimisgrupp véike, mis voib tulemusi mojutada.

Varasemad uuringud on siiski ndidanud, et S. mutans ja S. sobrinus erinevad veidi iiksteisest
virulentsusfaktorite poolest. Naiteks on leitud de Soet et al. (1991) ja lgarashi et al. (2000)
uurimustes, et S. sobrinus’el on suurem happe tootmise voimekus kui S. mutans’il. Samuti on
S. sobrinus’elt avastatud suuremal hulgal GTFe (Conrads et al., 2014; Igarashi et al., 2000).
Conrads et al. (2014) t66s ndidati nii S. mutans’is kui ka S. sobrinus’es gbpA, gbpB, gtfB,
gtfD, spaP ja vicR geenide olemasolu. Vaid SMU.1037c geeni ei esinenud Conrads et al.
(2014) to6s uuritud S. sobrinus’es, mis S. mutans’is leiti. MSides on ndidatud ka ftf ja wapA
geenide olemasolu (Argimon & Caufield, 2011; Rozen et al., 2001; Shemesh & Steinberg,
2006; Zhu et al., 2006) ning need geenid esinesid ka koikides kidesolevas uurimistéos uuritud

tivedes.

Meie uurimistodst selgub, et enamikel S. mutans’i tiivedel esinesid uuritud virulentsusgeenid,
mis on seotud nii biokile moodustamise, adhesiooni, happe produktsiooni ja tolerantsuse kui
ka keskkonnaga suhtlemisega. Vaid SMU.104 geeni ei esinenud koikides tiivedes. Seevastu S.
sobrinus’e tiivedes esinesid uuritud virulentsusgeenid vorreldes S. mutans’iga harvemini
(spaP, vicR, gtfD ja SMU.104 p < 0,01 ning gtfB p < 0,05). Lisaks esines seos gtfD ja vicR
geenide esinemise vahel (rs= 0,574; p < 0,01), vicR ja gtfB vahel (rs= 0,328; p < 0,05) ning
gtfD ja gtfB vahel (rs= 0,325; p < 0,05).

Kui valimis olevaid geene bakteris vilja lilitada, muutub S. mutans’i virulentsus. Antud tiivi
pole siis enam keskkonnatingimustele nii vastupidav, kuna toimuvad muutused, kas biokile
moodustumisel ja struktuuris (Matsumi et al., 2015; Lynch et al., 2013; Zhu et al., 2006),
adhesioonis hambapinnale (Hazlett et al., 1999; Jenkinson & Demuth, 1997; Rozen et al.,
2004) voi EPSi tootmise vdahenemisel (Shellis & Dibdin, 1988; Yamashita et al., 1993).
Koikidel leitud geenidel on mikroorganismis olulised rollid, kuid on avastatud, et VicR geen

on S. mutans’i eluspiisimisel hddavajalik.

Vic geenid reguleerivad mitmeid teisi virulentsusega seotud geenide ekspressiooni (gtfB, gtfC,

gtfD, ftf ja gbpB), toimides nende promootorpiirkondadele. vicR nullmutatsioon on S.

mutans’ile ilmselt surmav (Senadheera et al., 2005) ning seetdttu esineb ta ka kdikides

uuritud tiivedes. Zhuang et al. (2018) uurimuses isoleeriti ja puhastati nii kaariest omavatel
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kui kaariesevabadel lastel S. mutans’itest 121 vicR geeni ning leiti, et see oli koikides

isolaatides konserveerunud.

Kuigi vicR’i puhul on leitud, et see on S. mutans’i jaoks hiddavajalik, ei pruugi see nii olla S.
sobrinus’es. On tdheldatud, et erinevates streptokoki liikides erineb selle geeni tihtsus, kuid
pOhjus pole veel selgelt teada (Mattos-Graner & Duncan, 2017; Senadheera et al., 2005).
IImselt seetdttu vois kdesolevas magistritdds uuritud S. sobrinus’e tiivedel 47%-l puududa

ViCR geen.

Samas on teada, et VicRK signaaliiilekande siisteem mojutab GTFide ekspressiooni. Kui S.
mutans’ite mutantsetes tiivedes puudus VICRK siisteem, tdheldati gtfD geeni ekspressiooni
langust ning gtfB geeni ekspressiooni suurenemist (Krzysciak et al., 2014; Senadheera et al.,
2005). Meie uurimust6os ei uuritud ekspressioonitaset, kuid nahti korrelatsiooni vicR ja gtfD
geeni esinemise vahel (rs = 0,574; p < 0,01), millest viimane puudus tiivedelt, kus ka vicR
geen puudus. Seevastu geen gtfB oli teatud juhtudel olemas tiivedel, millel olid puudu vicR
voi gtfD geen (vicR ja gtfB rs= 0,328; p < 0,05 ning gtfD ja gtfB rs=0,325; p < 0,05).

Eelnevate uurimistéode (Conrads et al., 2014; Igarashi et al., 2000) pohjal on leitud, et S.
sobrinus’el esineb rohkesti GTFe tootvaid geene, millest oluliseim on gtfB. Antud geen leidus
ka magistritods uuritud S. sobrinus’e 17-st tiivest 82%-1. Lisaks puudus neil taielikult gtfD
geen. See voib olla seotud asjaoluga, et kuna S. sobrinus omab suuremal hulgal GTF’e
tootvaid geene, siis teised geenid, mida selles t66s ei uuritud, kompenseerivad erinevate

gliikotransferaaside tootmise.

S. sobrinus’el detekteeriti vorreldes S. mutans’iga palju vdaiksemal mééral spaP geeni produkti
(p < 0,01). spaP on bakterile oluline ning suurendab virulentsust, kuid selle funktsioon ja
osakaal voib streptokokkide erinevates liikides varieeruda (Crowley et al., 1999; Jenkinson &
Demuth, 1997).

Geen SMU.1037c leiti 88% S. sobrinus’e tiivedest ning antud geen aitab kaasa bakteri
kohanemisele muutuvate keskkonna tingimustega. Conrads et al. (2014) uuringus tdheldati, et
S. sobrinus es puudus SMU.1037c ja TCS-7 siisteem, aga samas oli vorreldud vaid kahte S.

sobrinus’e tiive.

Geenid SMU.104 ja SMU.105 ei ole ilmtingimata bakterile vajalikud, aga voivad suurendada

konkurentsi eelist teiste tiivede ees, kuna aitavad kaasa kiiremale happe produktsioonile, kuid

nagu Banas (2004) uurimuses leiti, on hapete tootmine erinevates mutans-streptokokkide
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tiivedes varieeruv. Kéesolevas uurimist6os leiti, et koikides S. mutans’ites esines SMU.105
geen, seevastu S. sobrinus’es aga 88%. Geen SMU.104 puudus veerandil S. mutans’i tiivedel.
Kuna SMU.104 geeni ei tdheldatud S. sobrinus’e tiivedel isegi temperatuuri gradiendiga
testitud PCR produktides, siis voib jareldada, et S. sobrinus’tel uuritud geen puudub. Samas
on varasemates uuringutes tdheldatud (lgarashi et al., 2000; de Soet et al., 1991), et S.
sobrinus’e happe produktsiooni voimekus on suurem, aga selle taga vdivad olla teised geenid,

mida kéesolevas to0s ei uuritud.

S. mutans’i ja S. sobrinus’e tiivedel voivad olla erinevad taju- ja reageerimismehhanismid
ning kuna nad esinevad tihti siimbiontselt biokiles koos, ei pruugi S. sobrinus’el olla vajadust
koiki geene omada. Sellest vdib tuleneda ka puuduolevate geenide rohkus. Kuigi
uurimistoosse valitud geenid on olulised virulentsuse tekkes, ei madadratud t66s koiki
virulentsuseks vajalikke geene. Voimalik on, et MS liigid omavad veel virulentsemaid geene,

mis jdid kahjuks kajastamata.

Meie uuringud Kinnitasid, et Streptococcus liikide virulentsusfaktorite vahel on tdepoolest
erinevused, kuid tdestust ei leidnud fakt, et S. sobrinus’el oleks esinenud suurem hulk GTFe

vOi happeid tootvaid geene vorreldes S. mutans’itega.

2.3.4 Virulentsusega seotud geenide esinemine emadel ja lastel

Téapsustavalt vaadati, kas laste ja vanemate MSide virulentsusgeenide esinemise vahel on
erinevusi. Joonisel 7 on toodud kokkuvate S. mutans’i ja S. sobrinus’e virulentsusgeenidest
emadel ja lastel. Uuritud lastel esines vorreldes emadega S. sobrinus’e tiivedes rohkem spaP,
vicR ja SMU.105 geene, kuid vahe pole statistiliselt oluline. Emadel aga tuvastati vastupidiselt

geen SMU.1037c veidi suuremal hulgal. Ulejiinud geenide esinemine oli liigiti sarnane.

Kuna ema-laps paare oli vaid iiks, on see liiga viike valim, et ema-laps iilekannet
(transmissiooni) analiiisida. Klein et al. (2004) uurimuses leiti 83% identseid voi vdga
lahedasi MS isolaate ema-lapse paarides, millest v3ib jireldada, et tiivedes on geenide
esinemises sarnasus. Ilmselt vdib see olla nii ka iiletildiselt MS liikides, kuna uuritud geenid
on olulised MS eluks ja virulentsuse tekkeks. Lisaks on varasemates uuringutes taheldatud, et
koik identsete S. mutans’i tiivedega ema-laps paaride sarnased bakteritiived ei pruugi omada
sarnast virulentsust kaariese tekkel (Ravikumar et al., 2018). Leitud on, et isegi kui emal ja
lapsel esineb sarnane tiivi, sdltub kaariese teke ning tiive iseloom suuresti riskifaktoritest

(suhkru tarbimine, imetamise kestus, hambapesu jms) (Harris et al., 2004).
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Joonis 7. Virulentsusgeenide esinemissagedus kahe MS liigi ning emade ja laste vahel

2.3.5 Seos kliiniliste parameetrite ja geenide vahel

Et tuvastada, kas valitud virulentsusgeenid vdivad suurendada bakterite kariogeensust, hinnati
korrelatsioonanaliiiisi abil seoseid kaariesemarkerite ja tiivede geneetilise informatsiooni
vahel. Kuna S. sobrinus’e kohta on tehtud vidhe uuringuid, mis kajastavad geneetilise info ja
Kliiniliste parameetrite seoseid ning S. mutans ja S. sobrinus on ldhedased liigid, siis kasutati

S. sobrinus’e tiivede vordlusmaterjalina ka S. mutans’i tiivesid kasitlenud uuringuid.

Tabelites 6 ja 7 on esitatud korrelatsioonid SM skoori ja virulentsusgeenide vahel, nii MSidel
koos kui ka kahel liigil eraldi. Kui vaatasime kogu gruppi koos (Tabel 6), siis S. mutans’i
tiivedes esinevate virulentsusgeenide ning SM skoori vahel puudus statistiliselt oluline seos,
kuid veidi tugevam korrelatsioon (p = 0,108) esines S. sobrinus’e tiivedes esinenud spaP
geeni ja SM skoori vahel. Kui me vaatasime emasid ja lapsi eraldi (Tabel 7), siis leidsime
sama geeni ja SM skoori vahel statistiliselt olulise positiivse seose laste puhul (rs= 0,643, p =
0,033).
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Tabel 6. Korrelatsioonid erinevate bakteriliikide virulentsusgeenide ja SM skoori vahel. 1ga
inimese SM skoori taset (0-3) on vorreldud temalt leitud bakteritiives esinenud/puudunud
konkreetse geeniga. Niidatud on Kkorrelatsioonanaliiisi tulemused koikidelt doonoritelt
saadud tiivede geenide ning SM skoori vahel kahel liigil koos ja liikidel eraldi.

Erinevate liikide geenide korrelatsioon SM skooriga

re p-vaartus re p-vaartus rs p-vaartus
gbpA n/a n/a n/a n/a n/a n/a
gbpB 0 NS (1) -0,057 NS (0,805) | n/a n/a
spaP 0,117 NS (0,796) n/a n/a 0,404 NS (0,108)
wapA n/a n/a n/a n/a n/a n/a
ftf n/a n/a n/a n/a n/a n/a
gtfB 0,019 NS (0,912) n/a n/a 0,101 NS (0,699)
gtfD -0,149 NS (0,372) n/a n/a n/a n/a
VvicR -0,295 NS (0,072) n/a n/a -0,398 NS (0,113)
smu.1037¢ |0,023 NS (0,894) n/a n/a 0,059 NS (0,819)
smu.104 -0,163 NS (0,329) -0,095 NS (0,681) | n/a n/a
smu.105 -0,281 NS (0,088) n/a n/a -0,398 NS (0,114)

Spearsman’s rs korrelatsioon; SM — Strip mutans (Orion Diagnostica); n/a — tulemus puudub (no answer); NS —
mitte oluline (not significant)

Tabel 7. Korrelatsioonid S. sobrinus’e virulentsusgeenide ja SM skoori vahel lastel ja emadel.
Vorreldud on iga inimese, kelle hambakatust on eraldatud S. sobrinus, SM skoori taset (0-3)
temalt leitud S. sobrinus’e tiives esinenud/puudunud konkreetse geeniga. Naidatud on
korrelatsioonanaliitisi tulemused doonoritelt saadud S. sobrinus’e tiivede ja nendes esinevate
geenide ning SM skoori vahel lastel ja emadel eraldi. Sinise kirjaga on tdhistatud tulemused,
mis nditasid statistiliselt olulist positiivset korrelatsiooni (p < 0,05).

S. sobrinus’e virulentsusgeenide korrelatsioon SM skooriga

rs p-vaartus rs p-vaartus

gbpA n/a n/a n/a n/a

gbpB n/a n/a n/a n/a

spaP 0,643 p =0,033 0 NS (1)
wapA n/a n/a n/a n/a

ftf n/a n/a n/a n/a

gtfB 0 NS (1) 0,447 NS (0,374)
gtfD n/a n/a n/a n/a

VicR -0,428 NS (0,189) -0,333 NS (0,512)
smu.1037c|0 NS (1) n/a n/a
smu.104 |n/a n/a n/a n/a
smu.105 |-0,371 NS (0,262) -0,447 NS (0,374)

Spearsman’s rs korrelatsioon; SM skoor — Strip mutans (Orion Diagnostica); n/a — tulemus puudub (no answer);
NS — mitte oluline (not significant)
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See tdhendab, et lapsed, kelle S. sobrinus’e tiivedes esines spaP geen, omasid suuremat SM
skoori taset, kui lapsed, kelle S. sobrinus’e tiivedes see geen puudus. See voib olla eelduseks,
et nendel lastel voiks edaspidi kariogeensus suureneda. Kuna spaP vastutab adhesiooni eest,
voivad selle geeniga bakterid omada paremat kinnitumisvoimet hambale ning kokkuvdttes
koloniseerida hambapinda paremini. See annab neile paljunemise eelise, mille tagajirjel

nende hulk inimese suus tduseb, mis voib omakorda olla seotud kariogeensuse tdusuga.

Tabelites 8 ja 9 on esitatud korrelatsioonid virulentsusgeenide ja DMFT/dmf indeksi vahel.
Tabelis 8 on ndidatud ema DMFT indeksi seosed iga virulentsusgeeniga nii S. mutans’i ja S.
sobrinus’e liikidel koos kui ka eraldi. Tabelis 9 on néidatud sarnase analiiiisi tulemused laste
dmf indeksiga. Leitud seosed ei olnud statistiliselt olulised, kuid tuleb arvestada, et uuritud
grupid ega tiivede arv ei olnud suur ning doonorite grupid olid heterogeensed. Lisaks vdis
tihel inimesel esineda suus nii S. mutans kui ka S. sobrinus. On leitud, et koos elades
suurendavad nad kariogeensust (Hata et al., 2006; Hirose et al., 1993; Okada et al., 2005;
Saraithong et al., 2015), kuid valimis polnud indiviide, kellel oleks olnud eraldatud iihest

kaariesekoldest mitut erinevat liiki.

Tabel 8. Korrelatsioonid erinevate bakteriliikide virulentsusgeenide ja emade DMFT indeksi
vahel. Iga ema DMFT taset (0-32) on vorreldud temalt leitud bakteritiives esinenud/puudunud
konkreetse geeniga. Néidatud on korrelatsioonanaliiiisi tulemused doonoritelt saadud tiivede
virulentsusgeenide ning DMFT skoori vahel kahel liigil koos ja liikidel eraldi.

Erinevate liikide geenide korrelatsioon DMTF skooriga

rs p-vaartus rs p-vaartus rs p-vaartus
gbpA n/a n/a n/a n/a n/a n/a
gbpB -0,313 NS (0,276) |-0,417 NS (0,304) |n/a n/a
spaP -0,198 NS (0,497) |n/a n/a -0,533 NS (0,276)
wapA n/a n/a n/a n/a n/a n/a
ftf n/a n/a n/a n/a n/a n/a
gtf8 0,035 NS (0,906) |n/a n/a 0,135 NS (0,799)
gtfD 0 NS (1) n/a n/a n/a n/a
vicR 0,197 NS (0,501) |n/a n/a 0,402 NS (0,429)
smu.1037c |n/a n/a n/a n/a n/a n/a
smu.104 0 NS (1) 0 NS (1) n/a n/a
smu.105 -0,035 NS (0,906) | n/a n/a -0,135 NS (0,799)

Spearsman’s rs korrelatsioon; DMFT — decayed/missing/filled teeth; n/a — tulemus puudub (no answer); NS —
mitte oluline (not significant)
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Tabel 9. Korrelatsioonid erinevate bakteriliikide virulentsusgeenide ja laste dmf indeksi
vahel. 1ga lapse dmf taset (0-20) on vorreldud temalt leitud bakteritiives esinenud/puudunud
konkreetse geeniga. Néidatud on korrelatsioonanaliiiisi tulemused doonoritelt saadud tiivede
virulentsusgeenide ning dmf skoori vahel kahel liigil koos ja liikidel eraldi.

Erinevate liikide geenide korrelatsioon dmf skooriga

p-vaartus p-vaartus rs p-vaartus
gbpA n/a n/a n/a n/a n/a n/a
gbpB n/a n/a n/a n/a n/a n/a
spaP 0,157 NS (0,465) | n/a n/a 0,086 NS (0,802)
wapA n/a n/a n/a n/a n/a n/a
ftf n/a n/a n/a n/a n/a n/a
gtf8 0,173 NS (0,419) |n/a n/a 0,221 NS (0,514)
gtfD 0,176 NS (0,411) |n/a n/a n/a n/a
vicR 0,108 NS (0,616) |n/a n/a 0 NS (1)
smu.1037c¢ |-0,101 NS (0,639) |n/a n/a -0,332 NS (0,319)
smu.104 0,121 NS (0,572) |-0,03 NS (0,921) | n/a n/a
smu.105  |0,118 NS (0,578) |n/a n/a 0,148 NS (0,664)

Spearsman’s rs korrelatsioon; dmf — decayed/missing/filled; n/a — tulemus puudub (no answer); NS — mitte
oluline (not significant)

Sarnane tulemus saadi ka varasemas uuringus (Argimén & Caufield, 2011), kus uuriti
osaliselt samu geene, mida ka kdesolevas t66s (gbpA, gbpB, spaP, wapA, ftf ja gtfB) ning kus

ei leitud seost kaariesevabadel ning kaariesega indiviididel.

Seevastu Duran-Contreras et al. (2011) 12-46-kuuste laste uuring nditas, et spaP geenil ja
kariogeensuse vahel esineb seos. S. mutans’i tiived, mis omasid spaP geeni, tekitasid
korgemat dmf skoori. Pieralise et al. (2013) uuringus vorreldi samuti spaP geeni esinemist
ning leiti, et emadel puudus seos uuritava geeni esinemise ja DMFT taseme vahel, kuid lastel
oli seos olemas (p = 0,03). Meie uuring néitas selle geeni seost kariogeensuse markeri, SM

skooriga.

Seega on olemasolevad andmed MS virulentsusgeenide ja Kliiniliste markerite seostest

vastukdivad ning probleem vajab jdtkuvalt uuringuid.
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Kokkuvote

Hambakaaries on véga levinud bakteriaalne, ebamugavusi tekitav ning tervishoiusiisteemi
koormav haigus. Et kaariese levimust vdhendada, on vaja histi tunda kaariesebakterite
virulentsust pdhjustavaid geene, et vilja arendada efektiivsemaid profiilaktikameetmeid.
Seetottu seati kdesoleva uurimist6é eesmérgiks viélja selgitada kaariest tekitavate mutans-
streptokokkide (S. mutans, S. sobrinus) virulentsusfaktorid ja vorrelda saadud geneetilist infot
kirjanduse andmetega ning eelnevalt kogutud kliiniliste andmetega, et hinnata vdimalikke

erinevusi kahe bakteriliigi kariogeensuses.

Kéesolevasse toosse valiti 40 mutans-streptokokkide tiive, millest 21 kuulusid liiki
Streptococcus mutans ja 19 kuulusid liiki Streptococcus sobrinus. Tiivede doonoriteks olid
kaariesega emad ja lapsed. Edasisteks uuringuteks valiti vdlja 11 virulentsusgeeni (gbpA,
gbpB, spaP, wapA, ftf, gtfB, gtfD, vicR, SMU.1037c, SMU.104 ja SMU.105), mis kajastasid
pohilisi virulentsusklasse. Uuritud bakteritiived olid eraldatud varasema uuringu kdigus ning
iga doonori kohta oli kogutud kliiniline informatsioon (dmf ja DMFT indeks, SM skoor),

mida vorreldi bakterite uurimise kdigus saadud geneetilise infoga.

Magistritoé6  tulemusena leidis  kinnitust, et mutans-streptokokkide kahe liigi
virulentsusfaktorite vahel on tdepoolest erinevused. Uuring nditas, et enamikel S. mutans’i
tivedel esinesid wuuritud virulentsusgeenid, mis holmasid nii biokile moodustamist,
adhesiooni, happe produktsiooni ja tolerantsust kui ka keskkonnaga suhtlemist. Vaid
SMU.104 geen puudus veerandil selle liigi tiivedel. Seevastu S. sobrinus’e tiivedel leiti
mitmeid uuritud geene oluliselt vihem. Koigis selle liigi tiivedes olid olemas geenid gbpA,
gbpB, wapA ja ftf. Geenid spaP, gtfB, vicR, SMU.1037¢ ja SMU.105 esinesid 41-88% S.

sobrinus’e tiivedes ning geene gtfD ja SMU.104 ei leitud {ihelgi uuritud S. sobrinus’e tiivel.

Selle uurimistdo analiiiis néitas ka laste S. sobrinus’e tiivedel positiivset seost spaP esinemise
ja SM skoori tousu vahel (rs = 0,643, p = 0,033) ehk inimesed, kellel selle liigi tiivedes esines
spaP, omasid suuremat SM skoori taset. Kuna spaP vastutab adhesiooni eest, vdib saadud
tulemus viidata, et bakterid, mis omavad spaP geeni, kinnituvad hambale paremini ning
seeldbi tostavad nad hambakatus SM taset. See vGib olla omakorda seotud kariogeensuse

tdusuga. Ulejisinud geenide ja kliiniliste parameetrite (dmf, DMFT ja SM) vahel seos puudus.

Uuringu valim oli suhteliselt vaike, kuid selle t66 oluline vaértus vorreldes teiste

uurimistoodega seisnes selles, et analiiiisiti oluliselt suuremal hulgal S. sobrinus’e tiivesid (n =
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17, erinevalt varasematest paari tiive analiilisist). Valimisse kaasati vOrdselt nii S. mutans’i
kui ka S. sobrinus’e tiivesid. Selle tulemusel selgus, et eelnevalt S. sobrinus’es arvatavalt
puuduolev SMU.1037c geen siiski esineb selle liigi tiivedes. Seda t66d saab kasutada

vordlusmaterjalina tulevastes uurimustes, mis kasitlevad S. sobrinus’e virulentsusfaktoreid.
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Virulence factors of Mutans streptococci
Greete Maasi
Summary

The mouth is colonized by many different microorganisms, and pathological processes such
as dental caries can occur when the microbiological balance is shifted. Dental caries is very
common bacterial disease with multifactorial etiology, affecting about 70-80% of the world's
population. Caries is associated with microbiological shifts and is caused by the interaction of
biofilm-forming bacteria and the tooth surface. Its formation is also influenced by hygiene,

including exposure to fluoride, diet, saliva flow and its ingredients, and genetic factors.

Mutans-streptococci are the group of bacteria that colonize the tooth surface and can cause
tooth decay. This group includes Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus. They
have developed certain advantages over time, such as — virulence factors, which are the
properties of a pathogen that can increase its ability to cause disease. In mouth and dental
plaque, the environmental conditions are complex and constantly changing, which is why
Mutans-streptococci are highly adaptable and their genes have a variation in virulence.
Phenotypes differ in the formation of biofilm, the ability to adhere to tooth enamel, the
production of polysaccharides, the rapid and high production of acids from carbohydrates and

in the tolerance of low pH and oxidative stress.

The aim of this Master’s thesis was to determine the profile of virulence factors in caries-
causing Mutans-streptococci (S. mutans, S. sobrinus) and to compare the obtained genetic
information with literature data and previously collected clinical data to assess possible
differences in the cariogenicity of the two species. For the present study, 40 Mutans-
streptococci strains were selected, of which 21 belonged to Streptococcus mutans and 19
belonged to Streptococcus sobrinus. The strains were collected from mothers and children.
Eleven virulence genes (gbpA, gbpB, spaP, wapA, ftf, gtfB, gtfD, vicR, SMU.1037¢c, SMU.104
and SMU.105) were selected for further studies, reflecting the main types of virulence. DNA
was isolated from selected bacterial strains, PCR was performed, and its products were
separated in a 1.2% agarose gel. The strains in our studies were isolated from a previous study
and clinical information (dmf and DMFT index, SM score) was collected from each donor. In
this thesis the collected data were compared with genetic information of the strains.
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This Master’s thesis confirmed that there are indeed differences between virulence factors.
Study showed that most strains of S. mutans had the selected virulence genes, covering
biofilm formation, adhesion, acid production and tolerance, as well as interaction with the
environment. Only a quarter of the strains lacked the SMU.104 gene. In contrast, S. sobrinus
strains had significantly fewer of the genes. Only the genes gbpA, gbpB, ftf and wapA were
present in all strains and are associated with one of the most important virulence factor in

Mutans-streptococci — adhesion.

Analysis showed a positive correlation between the presence of spaP in S. sobrinus and an
increase in the SM score in children (rs = 0.643, p = 0.033). Individuals who had spaP in their
S. sobrinus strains had a higher level of SM score. As spaP is responsible for adhesion, the
result may indicate that the bacteria carrying the spaP gene have better adhesion to the tooth.
In this way, they increase the level of SM, so they are able to colonize the tooth surface better
and then multiply and as a result the number of MS in mouth increases. This may be
associated with an increase in cariogenicity. There was no association between other genes
and clinical parameters (dmf, DMFT and SM).

The study was conducted in an important area of public health, and the information obtained
in this study can be used by further studies where it is necessary to compare virulence genes
in MS. Especially in S. sobrinus, because previously there were no experiments looking at the

presence of those genes in that many strains in this bacterial species.
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LISA 1. Hambakaariese levik maailmas (A) 35-44 aastate seas DMFT indeksi jérgi

(detsember 2004 seisuga) (Petersen et al., 2005). (B) 12 aastaste seas DMFT indeksi jargi
(detsember 2004 seisuga) (Petersen et al., 2005).

Qe

(decayed/missing/filled)

[ viga madai: <5,0

I k5ege: >13,9
[ anames puuduvad

DMFT indeks
[ Madal: 5,0-8,9
[ JKeskmine: 9,0-13,5

eleiele)
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Qe

(decayed/missing/filled)

[ viga madal: <1,2
[ Keskmine: 2,7-4,4
E Andmed puuduvad

[ Madal: 1,2-2,6
B Korge: 4,4

DMFT indeks

QULe
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LISA 2. (A) Fluoriidi sisaldus Eesti maakondade joogivees. (B) Vee fluoriidi
kontsentratsioon Eesti 16ikes (modifitseeritud Indermitte, 2010 jérgi). Andmed on kogutud
aastal 2004 ja esitatud Ene Indermitte doktoritoos (Indermitte, 2010).

Min Max Mean SD

Harju 119 0.01 2.06 0.72 0.39
Hiiu 17 0.38 1.92 1:12 0.44
Ida-Viru 48 0.21 1.29 0.59 0.24
Jogeva 38 0.06 3.28 0.81 0.78
Jarva 49 0.05 3.12 0.82 0.71
Lasne 29 0.54 5.60 225 1.46
Laane-Viru 65 0.10 1.81 0.49 0.32
Polva 31 0.08 1.10 0.34 027
Parnu 63 0.08 6.95 1.84 153
Rapla 42 0.12 3.68 1.25 0.97
Saare 28 0.22 5.50 1.14 141
Tartu 73 0.10 3.48 0.82 0.65
Valga 30 0.06 1.58 0.35 0.31
Viljandi 56 0.05 2.56 1.02 0.70
Voru 47 0.08 0.45 0.26 0.10
735 0.01 6.95 0.88 0.90
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LISA 3. To6s uuritud mutans-streptokokkide tiived

13000 |Streptococcus sobrinus JO48 [249:33 |9.02.2015 porous beads
13001 |Streptococcus mutans JO51-2 (249:34 |9.02.2015 porous beads
13002 |Streptococcus mutans | JO 59-2 |249:35 |9.02.2015 porous beads
13003 | Streptococcus mutans JO66 [249:36 |9.02.2015 porous beads
13004 |Streptococcus sobrinus | JO 77-3 |249:37 |9.02.2015 porous beads
13005 |Streptococcus mutans JO 100 |249:38 |9.02.2015 porous beads
13006 |Streptococcus sobrinus | JO 105-2 | 249:39 |9.02.2015 porous beads
13007 |Streptococcus mutans JO 109 |249:40 |9.02.2015 porous beads
13008 |Streptococcus mutans | JO 111-2 | 249:41 |9.02.2015 porous beads
13009 |Streptococcus mutans | JO 172-2 | 249:42 |9.02.2015 porous beads
13011 |Streptococcus sobrinus | JO 187-1 | 249:44 |9.02.2015 porous beads
13012 |Streptococcus sobrinus | JO 187-2 | 249:45 |9.02.2015 porous beads
13013 | Streptococcus mutans JO 197 |249:46 |9.02.2015 porous beads
13014 |Streptococcus mutans | JO 199-2 | 249:47 |9.02.2015 porous beads
13015 |Streptococcus mutans | JO 200-2 | 249:48 |9.02.2015 porous beads
13016 |Streptococcus mutans | JO 202-2 | 249:49 |9.02.2015 porous beads
13017 |Streptococcus mutans JO 206 |249:50 |9.02.2015 porous beads
13018 |Streptococcus sobrinus | JO 209 |249:51 |9.02.2015 porous beads
13019 |Streptococcus mutans | JO 215-2 | 249:52 |9.02.2015 porous beads
13020 |Streptococcus mutans | JO 302-2 |249:53 |9.02.2015 porous beads
13025 | Streptococcus mutans | JO 324-3 [ 249:58 |9.02.2015 porous beads
13026 | Streptococcus mutans | JO 326-3 | 249:59 |9.02.2015 porous beads
13027 |Streptococcus mutans | JO 327-2 | 249:60 |9.02.2015 porous beads
13028 |Streptococcus mutans JO331 |249:61 |9.02.2015 porous beads
13029 |Streptococcus mutans | JO 332-2 | 249:62 |9.02.2015 porous beads
13030 | Streptococcus mutans | JO 333-2 [249:63 |9.02.2015 porous beads
13031 |Streptococcus sobrinus | JO 335-1 | 249:64 |9.02.2015 porous beads
13032 |Streptococcus sobrinus | JO 335-2 | 249:65 |9.02.2015 porous beads
13033 | Streptococcus mutans | JO 336-2 |249:66 |9.02.2015 porous beads
13038 |Streptococcus sobrinus | JO 345-1 | 249:71 |9.02.2015 porous beads
13039 |Streptococcus sobrinus | JO 345-2 | 249:72 |9.02.2015 porous beads
13070 |Streptococcus sobrinus JO92 [258:22 |19.02.2015 | porous beads
13073 |Streptococcus sobrinus JO97 |258:25 |19.02.2015 |porous beads
13079 |Streptococcus sobrinus | JO 104 |258:31 |19.02.2015 |porous beads
13087 |Streptococcus sobrinus | JO 167-2 | 258:39 |19.02.2015 | porous beads
13093 |Streptococcus sobrinus | JO 196-2 | 258:45 |19.02.2015 | porous beads
13097 |Streptococcus sobrinus | JO 225-2 | 258:49 |19.02.2015 | porous beads
13103 | Streptococcus sobrinus | JO 325-2 | 258:55 |19.02.2015 | porous beads
13104 | Streptococcus sobrinus | JO 328 |258:56 |[19.02.2015 |porous beads
13105 |Streptococcus sobrinus | JO 341 |258:57 |19.02.2015 | porous beads
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