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SANTRUMPOS

PGR — polimerazés grandininé reakcija

DNR — dezoksiribonukleininé ragstis

rRNR — ribosominé ribonukleininé ragstis

Bp — baziy pora

CPIm — modifikuotas periodonto biklés indeksas (angl. the modified Community Periodontal
Index)

BOP — kraujavimas po zondavimo (angl. bleeding on probing)

OTU - taksonominiai vienetai (angl. operational taxonomic units)

AAM — atsparumas antimikrobinéms medziagoms

MRSA — meticilinui atsparus Staphylococcus aureus

ESAC-Net — Europos antimikrobiniy medziagy suvartojimo stebéjimo tinklas
SD - standartinis nuokrypis

PSO — pasaulio sveikatos organizacija



SANTRAUKA

Pavadinimas. Pacienty, turinciy seilétekio sutrikimus ir serganciy periodonto liga, seiliy
mikrobiotos ir atsparumo priesmikrobiniams junginiams geny paplitimo tyrimas.

Problemos aktualumas ir darbo tikslas. Seilés yra gausiai mikroorganizmais apgyvendinta
terpé, jungianti visas burnos buveines. Zinoma, jog periodontita sukelia ne pavieniai
mikroorganizmai, 0 jy disbiozé. Nenagrinéta, kokia mikrobiota vyrauja lietuviy, sergan¢iy periodonto
ligomis, seilése. [vairiis seiliy mikroorganizmai gali turéti atsparumo prieSmikrobiniams junginiams
genus ir, dél savo gebéjimo horizontaliu budu keistis genetine medziaga, sukelti grésme burnos ir kity
organizmo sri¢iy gydymui. Sio darbo tikslas — jvertinti asmeny, turinéiy seilétekio sutrikimus ir
serganCiy periodonto liga, seiliy mikrobiotos sudét] bei nustatyti atsparumo prieSmikrobiniams
junginiams geny paplitima.

Medziaga ir metodai. Klinikinio iStyrimo metu atlikta nestimuliuota pilna sialometrija ir
anketin¢ apklausa. Tiriamieji paskirstyti j grupes pagal jy periodonto buklg, jvertinta modifikuotu
periodonto biiklés CPI indeksu. Seiliy bakterijy nustatymui atliktas metagenomo sekvenavimas
naudojant 16S rRNR geno V3 ir V4 amplikonus. Mikrobiotos sudétis palyginta tarp grupiy, sudaryty
remiantis periodonto ligy indeksu. Taikant polimerazés grandininés reakcijos ir elektroforezés
metodus atlikta atsparumo prieSmikrobiniams junginiams geny analizé. Statistiné analiz¢ atlikta
naudojant IBM SPSS 29.0 programinj paketa.

Rezultatai. Visy 55 tiriamyjy seilése nustatytas bent vienas atsparumo prieSmikrobiniams
junginiams genas. Labiausiai paplite (n=54, 98,2 proc.) blarem ir tetM genai. Metagenomo
sekvenavimo analizé atlikta 34 tiriamyjy seilése. IS jy: 13 (38,2 proc.) sirgo gingivitu (CPIm 1), 12
(35,3 proc.) turéjo 4-5 mm periodonto kisenes (CPIm 3), 9 (26,5 proc.) turéjo 6 mm ir gilesnes
periodonto kiSenes (CPIm 4). Palyginus grupes tarpusavyje genciy lygmenyje CPIm 4 grupéje
dominavo Prevotella, CPIm 3 — Streptococcus, CPIm 1 — Leptotrichia ir Neisseria. Pacienty, turin¢iy
gilesnes nei 4 mm kiSenes, seilése aptiktas didesnis periodonto patogeny, tokiy kaip Treponema,
Porphyromonas, santykinis kiekis lyginant su serganciais gingivitu. CPIm 4 grupéje nustatyta
santykinai daugiau: Filifactor, Selenomonas, Fusobacterium, o CPIm 3 grupéje — Haemophilus
genties bakterijy.

ISvados. Skirtingos periodonto biklés tiriamyjy seiliy mikrobiotos taksonominis santykinis
gausumas reikSmingai nesiskyré, taciau grupése, turinciose gilesnes nei 4 mm periodonto kisSenes,
rastas didesnis periodonto patogeny gausumas. Nustatyti kliniSkai svarblis atsparumo
priesmikrobiniams junginiams genai, galintys lemti atsparumg vaistams ir nesékmingg gydyma.
Tolimesni tyrimai yra reikalingi norint jgyti visapusiskg supratimg apie seiliy mikrobiotos ypatumus

bei atsparumo priesmikrobiniams junginiams geny paplitimo tendencijas.



Raktiniai ZodZiai: seiliy mikrobiota, 16S rRNR geno metagenomo sekvenavimas, periodonto

ligos, periodontitas, atsparumas antibiotikams, atsparumo antimikrobiniams junginiams genai.



SUMMARY

Title. Saliva Microbiota Composition and the Prevalence of Antimicrobial Resistance Genes
in Patients with Periodontal Diseases and Salivary Flow Disorders.

Relevance of the problem and aim of the work. Saliva, rich in microorganisms, links all
areas of the mouth. It is known that periodontitis is not caused by individual microorganisms, rather
by their dysbiosis. However, the saliva microbiota of Lithuanians with periodontal diseases has not
been analysed yet. Various saliva microorganisms might exhibit antimicrobial resistance genes and
complicate the treatment of oral and systemic diseases. Therefore, this thesis aims to analyse the
saliva microbiota composition of individuals with periodontal diseases and salivary flow disorders
and to establish the prevalence of antimicrobial resistance genes.

Material and methods. During clinical examinations, unstimulated whole saliva sialometry
and a questionnaire survey were conducted. Metagenome sequencing using the 16S rRNA gene was
employed to identify saliva bacteria. The data on microbiota composition was compared between
groups, formed according to the modified Community Periodontal Index. The polymerase chain
reaction and electrophoresis methods were applied to analyse the antimicrobial resistance genes. IBM
SPSS 29.0 software was used for the statistical analysis.

Results. Study revealed that the saliva of all 55 tested contained at least one antimicrobial
resistance gene. The most prevalent (n=54, 98,2%) were the blarem and tetM genes. Metagenome
analysis of the saliva of 34 individuals showed that 13 (38,2%) suffered with gingivitis (CPIm 1), 12
(35,3%) had periodontal pockets of 4-5 mm (CPIm 3), 9 (26,5%) exhibited the periodontal pockets
of 6 mm and deeper (CPIm 4). Group comparison at the genera level revealed dominant bacteria:
Prevotella in CPIm 4, Streptococcus in CPIm 3, both Leptotrichia and Neisseria in CPIm 1. The
saliva of individuals in CPIm 3 and CPIm 4 groups had higher relative quantities of Treponema and
Porphyromonas compared to those with gingivitis. Lastly, CPIm 4 showed relatively higher presence
of Filifactor, Selenomonas, and Fusobacterium, while CPIm 3 — Haemophilus.

Conclusions. The taxonomic relative abundance of saliva microbiota in individuals with
different periodontal conditions did not differ significantly; however, in the groups with the
periodontal pockets deeper than 4 mm, substantial abundance of periodontal pathogens was found.
Antimicrobial resistance genes, potentially causing resistance to medication and treatment failure,
were identified. However, further research is needed so that a complete and comprehensive
understanding on the qualities of saliva microbiota and the prevalence of resistant genes would be
formed.

Keywords: saliva microbiota, 16S rRNA metagenome sequencing, periodontal diseases,

periodontitis, antibiotic resistance, antimicrobial resistance genes.



JVADAS
Problema ir jos aktualumas

TradiciSkai burnos mikroorganizmai tiriami kultivuojant, t.y. auginant bakterijas specifinése
mitybinése terpése, taciau didelé dalis mikroorganizmy negali buti tradiciskai kultivuojami (1).
Progresuojancios metagenomo sekvenavimo technologijos leidzia atskleisti vis daugiau informacijos
apie zmogaus burnos mikrobiota (2). Zinoma, kad ji skiriasi priklausomai nuo tiriamo méginio
paémimo lokalizacijos (pavyzdziui, seiliy, liezuvio ar gleivinés nuograndy, minkstojo apnaso) (2—4).
Kokia seiliy sudétis vyrauja sergant periodonto ligomis ir turint seilétekio sutrikimus, pasaulyje iki
Siol netirta, tad $is tyrimas galéti suteikti naujy vertingy ziniy.

Atsparumas antimikrobinéms medZiagoms tapo viena pagrindiniy XXI amZiaus visuomeneés
sveikatos problemy, kelian¢iy grésme kokybiskam gydymui ir efektyviai ligy ir jy komplikacijy
prevencijai del vis daugéjanéiy infekcijy, atspariy jprastai naudojamiems antibakteriniams
preparatams (5). Kiekvienai antibakteriniy preparaty klasei yra iSsivystes bent vienas atsparumo
mechanizmas, sumazinantis vaisto veiksminguma arba jj eliminuojantis (6). Dalis bakterijy turi
prigimtinj-savybinj atsparumg, taCiau daugelio kliniSkai reikSmingy bakterijy atsparumo
antibakterinéms medziagoms mechanizmy yra jgyti (7). Vienas i§ svarbiausiy bakterijy evoliucijos
veiksniy yra genetinés informacijos pasikeitimas tarp dviejy skirtingy ar tos pacios riiSies bakterijy.
Bitent horizontalios geny pernasos budas leidzia bakterijoms perduoti atsparumo antibiotikams
genus net ir kitos riiSies bakterijoms (8). Jau XX a. viduryje pastebéta, kad dél horizontalios geny
pernasos sparéiai vystosi jvairiy atspariy antibiotikams mikroorganizmy padermés (9).

Seilése esanciy bakterijy atsparumas antibakteriniams preparatams kelia grésme ne tik burnos,
bet ir kity organizmo sriciy infekcijy gydymui. Seilés yra jvairiy mikroorganizmy, jskaitant ir
bakterijas, kurios gali turéti antibiotiky atsparumo genus, rezervuaras. Zinios apie atsparumo
antibiotikams geny buvimg seiliy mikroorganizmuose galéty padéti jgyti gilesnj supratimg apie
atsparumo antibakteriniams vaistams mechanizmus, paplitimg specifinéje aplinkoje ir suteikty
galimybe sekti atsparumo plitimo tendencijas populiacijoje. Sios Zinios ypatingai svarbios kuriant
veiksminga infekcijy kontrol¢ ir naujas strategijas, skirtas uzkirsti kelig antibiotiky atsparumo

plitimui bei esamy antibakteriniy preparaty veiksmingumo iSsaugojimui.
Darbo tikslas ir uzdaviniai
Darbo tikslas: Jvertinti asmeny, turinéiy seilétekio sutrikimus ir serganciy periodonto liga,

seiliy mikrobiotos sudét] bei nustatyti atsparumo prieSmikrobiniams junginiams geny paplitima

natiiraliose mikroorganizmy populiacijose.



Darbo uZdaviniai:
1. Jvertinti seiliy mikroorganizmy skirtumus tipy lygmenyje pagal tiriamyjy modifikuotag CPI
indeksa.
2. Jvertinti seiliy mikroorganizmy skirtumus genciy lygmenyje pagal tiriamyjy modifikuota CPI
indeksa.
3. Nustatyti atsparumo prieSmikrobiniams junginiams geny paplitima tiriamyjy seilése.
4. Palyginti atsparumo prieSmikrobiniams junginiams geny paplitimg seilése pagal tiriamyjy

modifikuotg CPI indeksa.

1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Burnos mikrobiota

Burnoje nustatyta vir§ 700 bakterijy rasiy, tai yra antra pagal dydj ir jvairovg mikrobiota po
zarnyno. ISpléstoje Zmogaus burnos mikrobiomo duomeny bazéje (angl. the Expanded Human Oral
Microbiome Database, eHOMD) pateikiama informacija apie 772 bakterijy rusis aptiktas burnoje ir
virSutiniuose kvépavimo takuose, i§ kuriy apie 70 proc. yra tradiciSkai kultivuojamos, o likusi dalis
priklauso nekultivuojamy bakterijy grupei (10). I visy bakterijy apie 54 proc. priskirti oficialts
pavadinimai, o like 46 proc. bakterijy pavadinimy neturi: 32 proc. zinomi kaip nekultivuojami
filotipai, 14 proc. — kultivuojami (11). IS deSimtmeciy darbo burnos mikrobiologijos srityje zinome,
kad burnos mikrobiota sudaro sudétinga mikroorganizmy visuma. Nors jvairlis metodai, tarp jy ir
atskiry bakterijy padermiy auginimas specifinése mitybinése terpése praplété turimas Zinias, 16S

rRNR sekvenavimas suteiké galimybes aptikti nezinomas ir neuzauginamas bakterijas (3).

1.1.1 Burnoje esancios mikroorganizmy buveinés

Burna yra kompleksiné, sudétinga ekosistema, kadangi bakterijos gali gyvuoti ir daugintis
tieck ant mink$tyjy audiniy, tiek ant kietyjy danties audiniy, tad liezuvis, danteny vagelés, zandy
gleiviné, kietasis ir minkstasis gomurys, danty pavir$iai yra palanki terpé mikroorganizmams klestéti.
Siose nisose mikroorganizmai gali rasti idealias salygas formuoti funkcines ir struktirines kolonijas
— biopléveles, kurias gaubianti ekstralgsteliné polimeriné matrica padidina bakterijy adhezija, jy
bendruomenés stabilumg ir apsaugg nuo iSoriniy poveikiy (12). Mikroorganizmy bioplévelés
formuojasi ant liezuvio nugarélés, zandy gleivinés, danty pavir§iy ir danteny vagelése (13).
Susiformavusi burnos mikrobiota vystosi kartu su Seimininku palaikydama dvipusj simbiotinj rysj

(14). Subalansuotai mikroflorai veséti padeda stabilios burnos aplinkos salygos: 37°C temperatiira



bei seiliy pH svyruojanti nuo 6,5 iki 7,5 yra palankios daugumai bakterijy rasiy (2). Be to, seilés
atlieka ir kitas svarbias funkcijas, kurios reguliuoja ir palaiko subalansuota, sveikg burnos mikrobiota:
1) ant kietyjy ir minkstyjy burnos pavirsiy i§ glikoproteiny suformuoja pelikulg, kuri yra pagrindas
pradinei bakterijy adhezijai bei apsauginis difuzinis barjeras, 2) i$ burnos pasalina mikroorganizmus
ir maisto likucius, pavyzdziui, ragstis ir angliavandenius, 3) dél sudétyje esanéiy baltymy, turinéiy
antibakterinj poveikj (lizocimo, peroksidazés, laktoferino, histatino, imunoglobuliny A ir M) atlieka
apsaugine funkcija, slopina patogeniniy mikroorganizmy augimg, 4) drékina mikroorganizmus bei
apriipina juos maisto medziagoms veikdamos kaip transportavimo terpé (14,15).

Burnoje esantys pavirSiai, nors ir sujungti seilémis, sudaro atskiras buveines ir sukuria i$
dalies skirtingas aplinkos salygas, tad mikrobiotos sudétis skiriasi priklausomai nuo lokalizacijos (2—
4). Ant liezuvio pavirsiaus gausu speneliy su nedideliu kiekiu anaerobiniy nisy, todél aptinkama itin
gausi ir jvairi mikroflora, apimanti ir anaerobines bakterijas (2). Zandy ir gomurio gleivinés
mikrobiota pasiZymi maziausia bakterijy jvairove, prieSingai nei kietieji danties audiniai, ant kuriy
sparCiai besiformuojantis apnasas pagreitina jvairiy bakterijy akumuliacijos procesus (16). Taciau
savaiminio burnos apsivalymo metu, priklausomai nuo seiliy tékmés srauto ir grei¢io jvairiose nisose,
mikrobiotos sudétis kinta, 1§ kitos pusés pati seiliy sudétis papildoma gausiais skirtingy lokacijy
mikroorganizmais (3). Tad seilése aptinkami visy burnos buveiniy mikroorganizmai, ypa¢ liezuvio
nugarinio pavirSiaus bakterijos (13). Mazai tikétina, kad burnoje tam tikri mikroorganizmai bus
aptinkami i$skirtinai tik vienoje vietoje, kadangi bakterijos, patenka j seiles ir yra iSneSiojamos  visas

nisas (3). Tad seilés pripazintos kaip visy burnos ekologiniy niSy mikroorganizmy rezervuaru (17).

1.1.2. Burnos mikrobiotos sudéties poky¢iai

Atsizvelgus 1 aplinkos salygas bakterijas galima iSskirti j dvi pagrindines grupes: aerobines,
priklausan¢ias nuo deguonies, ir anaerobines — gyvuojancias aplinkoje, neturincioje laisvojo
deguonies (15). Aerobai sgveikaudami su deguonimi, sukuria aplinkg anaerobams klestéti.
Pavyzdziui, bakterijos geba sukurti anaerobing aplinkg 20 pm atstumu nuo deguonies prisotinto
bioplévelés pavirSiaus (3). Siy mikroorganizmy tarpusavio koagregacijos déka formuojasi
kolonizacijos, lemian¢ios bioplévelés formavimasi burnoje (15). Bioplévelés sudétyje esancios
bakterijos tampa maziau pazeidziamos ir atsparesnés iSoriniams veiksniams. Mikrobinés ekosistemos
pusiausvyra palaikoma tuomet, kai burnos mikroorganizmus tarpusavyje bei su Seimininku jungia
simbiotiniai (mutualistiniai ir komensalistiniai) rysiai (15). Taciau, pasikeitus aplinkos salygoms, dél
patogeniniy bakterijy kiekio pagauséjimo, sutrinka simbiotiné sgveika ir jvyksta mikrobiotos
svyravimai. Sis procesas, kai pakinta normali mikrobiotos sudétis ir savybés yra Zinomas kaip

disbiozé (18). Pasak Peterson ir Round (2014), disbioze galima apibudinti trimis skirtingais



kriterijais, kurie vienas kito nepaneigia ir gali pasireiksti vienu metu: a) mikroorganizmy jvairoves
praradimas, b) naudingy mikroorganizmy praradimas, ¢) patogeniniy mikroorganizmy pagaus¢jimas
(19). Iki Siol nemaza dalis padaryty tyrimy atskleidé ne tik burnos mikrobiotos disbiozés rysj su
burnos ligomis, taciau pastebéjo ir ry$j tarp burnos ir sisteminiy ligy. Pro burng mikroorganizmai
patenka j rykle, tonziles, plaucius, ausies trimitg, viduring aus;j ir kitas organizmo vietas. Tad nemaza
dalis tyrimy aprasé tiesioginj burnos mikrobiotos poveikj kitoms organizmo sistemoms ir ligoms,
kaip diabetas, pneumonija, prieslaikinis gimdymas, onkologinés ar Sirdies ir kraujagysliy ligos
(11,13,18). Pavyzdziui, padidéjes Lactobacillus genties santykinis kiekis ir sumazéjes Haemophilus,
Neiserria, Aggregatibacter genciy santykinis gausumas buvo stebimas pacienty, serganciy galvos ir

kaklo ploks¢ialgsteline karcinoma, seilése (15).

1.1.3. ISoriniy veiksniy jtaka burnos mikrobiotai

Burnos mikrobiotos formavimasis yra dinamiskas procesas, kuris apima ir iSoriniy veiksniy,
tokiy kaip rukymas, gyvenamoji vieta, sgveikg (3,17,20). Li ir kt. (2014) palygino seiliy sudétj
Afrikos, Aliaskos ir Vokietijos gyventojy tarpe ir nustaté, kad afrikieCiy seiliy mikrobiota tipy
lygmenyje labiausiai skyrési nuo kity zemyny tauty (20). Tyréjai pastebéjo didesnius
Enterobactericeae Seimos bakterijos (pavyzdziui, Klebsiella, Escherichia) kiekius afrikie¢iy seilése.
Tikétina Sios Seimos mikroorganizmy paplitimo prieZastis yra Siltesnis klimatas, nes didesné nei 37°C
temperatiira yra itin palanki jy augimui (20). Mason ir kt. (2015) atskleidé burnos mikrobiotos
skirtumus tarp neserganciy sisteminémis ir periodonto ligomis riikanc¢iy ir neriikanéiy pacienty (21).
Sveiky riikan¢iyjy burnos mikrobiota buvo praturtinta anaerobais, periodonto ir sisteminiais
patogenais, kaip Fusobacterium naviforme, Fusobacterium nucleatum, Filifactor alocis, Dialister
microaerophilus, aerobais — Pseudomonas alactolyticus, o komensaliniy — sveikatai palankiy
bakterijy, kaip Streptococcus sanguinis, Neisseria subflava, Haemophilus parainfluenza,
Actinomyces viscosus, Actinomyces dentalis, Actinomyces israelii santykinis kiekis buvo mazesnis
palyginus su neriikanciais tiriamaisiais (21). Rezultatus patvirtina ir kity autoriy tyrimai, kuriuose

stebima anaerobiniy bakterijy pagauséjimo tendencija rikanciyjy seilése (22).

1.1.4. Neserganciy periodonto ligomis, sveiky individy burnos mikrobiotos sudétis

Sveiky, neserganciu periodontitu, suaugusiy pacienty seiliy mikrobiotoje dominuoja ir 96
proc. sudaro 6 bakterijy tipai: Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes ir
Spirochaetes (23). Almeida ir kt. (2020) atliktas 16S rRNR V3-V4 sri¢iy metagenomo sekvenavimas

atskleidé padidéjusj Bacteroidota ir Fusobacteria tipy santykinj gausumga tiriamyjy, neserganciy

10



periodonto ligomis, seilése (24). Taip pat, naudojant 16S rRNR sekvenavima, Bik ir kt. (2010), istyré
10 sveiky individy burnos mikrobiotos sudétj ir nustat¢é dominuojancias gentis ir jy santykinj
gausumg: Streptococcus (19,2 proc.), Haemophilus (11,7 proc.), Neisseria (9,2 proc.), Prevotella (8,6
proc.), Veillonella (8,6 proc.) ir Rothia (7,2 proc.) (25). Kitas tyrimas nurodé aptiktus Derxia ir
Leptotrichia bakterijy genciy didesnius kiekius sveiky individy burnos mikrobiotoje (26). Sveiky
tiriamyjy seilése Leptrotrichia genties pagauséjima patvirtino ir Almeida ir kt. (2020) atliktas tyrimas
(24). Literaturos apzvalgoje, apraSytas didesnis Streptococcus, Actinomyces, Granulicatella genciy
aptikimas sveiky tiriamyjy burnos mikrobiotoje (27). Nei viename i§ iy tyrimy nebuvo tiriami

nesergantys periodonto liga, bet turintys seilétekio sutrikimus.

1.1.5. Seiliy mikrobiotos sudéties ir kserostomijos rysys

Apskaiciuota, kad pasaulyje kserostomijos (burnos sausumo) paplitimas siekia 10 proc. — 50
proc. (28). Nepaisant to, kad kserostomijos rodikliai jvairiose S$alyse labai varijuoja dél taikomy
skirtingy tyrimo metody, manoma, kad vidutinis kserostomijos paplitimas Siekia 22 proc. (29).
Mokslingje literatiiroje iSkelta hipotezé, kad dél sumaZzéjusios seiliy sekrecijos atsiradgs burnos
sausumas keicia burnos mikrobiotg, kas buvo patvirtinta Rusthen ir kt. (2019) (30). Tyréjy atliktas
16S rRNR sekvenavimas atskleidé seiliy mikrobiotos skirtumus tarp sveiky ir turinéiy seilétekio
sutrikimus (30). Tipy lygmenyje Proteobacteria ir Bacteroidota kiekis buvo gausesnis sveiky
tirlamyjy seilése (atitinkamai 12,7 proc. ir 35 proc.) lyginant su turiniais seilétekio sutrikimus
(atitinkamai 8,5 proc. ir 26 proc.) (30). Gen¢iy lygmenyje didZiausias santykinis gausumas aptiktas:
Prevotella (Bacteroidota), Veillonella ir Streptococcus (Firmicutes), Haemophilus (Proteobacteria)
(30). Didziausias santykinio gausumo skirtumas tarp sveiky ir turin¢iy seilétekio sutrikimus
pastebétas Veillonella (atitinkamai 18 proc. ir 27 proc.), Haemophilus (atitinkamai 7 proc. ir 1 proc.)
genciy lygmenyje (30). Tik genties Haemophilus santykinio gausumo skirtumas tarp grupiy buvo
statisti$kai reik§mingas (30). PrieSingai nei Rusthen, Belstram ir kt. (2016) padaré i§vadas, kad danty
ir danteny sveikatos biikl¢, o ne sumazéjes seilétekis lemia seiliy mikrobiotos svyravimus (31). Vis
daugéja tyrimy, nagrinéjanciy sveiky ir serganciy kserostomija seiliy mikrobiotos sudéties skirtumus,
su tikslu ateityje seiliy mikrobiotos tyrimus naudoti kaip kserostomijos diagnostikos priemong. Deja,
tyrimy nagrinéjanciy pacienty, turinciy seilétekio sutrikimus bei serganciy periodonto ligomis,

prieinamoje mokslinéje literatliroje nerasta.
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1.2. Periodonto ligos ir jy rySys su burnos ertmés mikroorganizmais

v v

supantys atraminiai audiniai, bendrai vadinami periodontu (32). Periodonto ligos yra pasauliné
visuomenés sveikatos problema, paveikianti apie 20 —50 proc. viso pasaulio Zzmoniy (33). Gingivitas
ir periodontitas yra daZniausios periodonto ligos, sukeltos bakterinio danty apnaso. Periodontitas
vyrauja vyresniy zmoniy tarpe, todél prognozuojama, kad ateityje periodonto ligy paplitimas dar
labiau didés dél bendro populiacijos senéjimo (33).

Gingivitas — grjztamas danteny uzdegimas, kuris pasireiSkia danteny paraudimu, patinimu bei
kraujavimu valant dantis Sepetéliu. Pasalinus minkstajj apnasg ir konkrementus, uztikrinus tinkamag
individualig burnos higieng, dantenos sékmingai sugyja. Nekontroliuojamas ir negydomas gingivitas
gali progresuoti j periodontitag — sunkesne, negrjztama ligos forma, kuri pasireiSkia ne tik danteny
uzdegimu, bet ir periodonto rai$¢io bei alveolinio kaulo destrukcija (14). Periodonto kiSenés,
periodonto jungties netekimas, radiologiSkai jvertinama alveolinio kaulo rezorbcija, kraujavimas ar
stadijoje lemiantys danty netekimg (14). Danty netekimas sukelia kramtymo, kalbos funkcijy
sutrikimg, Sypsenos estetikos suprastéjimg kas lemia serganéio individo gyvenimo kokybés
sumaz¢éjimg (34). Jrodyta, kad patogeninés bakterijos ir jy metabolizmo produktai, per danteny
vageles ar pazeista burnos gleiving patenka j kraujotaka ir gali nukeliauti ] tolimesnes organizmo
vietas. Mokslininkai vis dar tyrinéja ir bando jsigilinti j atrastus ry$ius tarp periodontito ir sisteminiy
ligy, kaip diabetas, medziagy apykaitos sutrikimai ir nutukimas, kvépavimo taky sutrikimai, Sirdies
ir kraujagysliy ligos, Alzheimerio liga bei véziniai susirgimai (35). Pavyzdziui, Dominy ir kt. (2019)
aptiko viena pagrindiniy periodonto patogeny Porphyromonas gingivalis Alzheimerio liga serganciy
pacienty smegenyse, be to, tyrime su pelémis nustaté, kad P. gingivalis kolonizacija smegenyse
padidino amiloidiniy ploksteliy kaupimasi (36). Be to, nustatytas rySys tarp periodontito patogeno
Fusobacterium nucleatum pagauséjimo ir uzdegiminiy Zarnyno ligy (opinis kolitas, Krono liga).
Zinoma, jog §ios ligos padidina kolorektalinio (storiosios Zarnos) vézio issivystymo tikimybe.
Mokslinéje literatiiroje apraSoma ne tik burnos patogeno F. nucleatum sasaja su kolorektaliniu véziu,
bet ir teigiamas rySys su limfmazgiy metastazémis (37). Tad reikalinga atlikti dar daugiau tyrimy,
nagriné¢janciy periodontito ir sisteminiy ligy sasajg, nes tokios zinios suteikty galimybe kurti
veiksmingas ligy prevencijos ir gydymo strategijas.

Periodonto ligy pradzia yra normalios burnos mikrofloros pasikeitimo rezultatas. Prasta
individuali burnos higiena lemia bakterinio apnaso akumuliacijg ir dél didéjancio gramneigiamy
bakterijy kiekio - mikrobiotos disbiozg (35). Ilga laika buvo manoma, kad periodontitg sukelia

pavieniy patogeniniy bakterijy pagaus¢jimas, taCiau tobul¢jant bakterijy sekvenavimo
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technologijoms nustatyta, kad periodontitas yra polimikrobinés kilmés pazeidimas, sukeltas
mikrobiotos disbiozés (35). Nepagerinus burnos higienos, negydoma disbiozé kliniskai pasireiskia
danteny uzdegimu (35). Pagauséjus patogeny kiekiui, jy iSskiriami virulentiSkumo veiksniai leidzia
jiems isitvirtinti, daugintis bei nukonkuruoti komensalines bakterijas ir taip sudaryti salygas
periodontito ligos pasireiskimui (38). 1998 m. Socransky su bendraautoriais aprasé¢ 5 pagrindiniy
mikroorganizmy kompleksy vaidmenj subgingivalinégje burnos pléveléje (39). Geltonasis
(Streptococcus rasys) ir violetinis (Veillonela parvula, Actinomyces odontolyticus) kompleksai buvo
susieti su sveikais periodonto audiniais, tuo tarpu oranzinis (Fusobacterium, Campylobacter ir
Prevotella riisys) ir ypatingai raudonasis (Treponema denticola, Tannerella forsythia Porphyromonas
gingivalis) kompleksai buvo reik§mingai susij¢ su giliomis periodonto kisenémis ir periodontito
progresavimu (39). Gilesnése periodonto kiSenése susidaro mazai deguonies turinti aplinka, tad $ioje
srityje gausiau aptinkama treponemy ir kity anaeroby lyginant su negiliomis periodonto kiSenémis ir
vir§danteniniu minksStuoju apnasu (3).

Jiang ir kt. (2021) publikuota metaanalizé atskleidé, kad santykinis Treponema denticola,
Tannerella Forsythia ir Porphyromonas gingivalis gausumas pacienty serganciy periodonto ligomis
podanteniniy apnasy méginiuose buvo reik§mingai didesnis nei seilése (40). Taciau palyginus sveiky
ir periodontitu serganciy pacienty seiliy mikrobiotos pokycius, pastarojoje grupé€je nustatytas
reik§mingas didesnis ,,raudonojo komplekso bakterijy gausumas (40). Tad galima svarstyti, kad
padidéjus $iy patogeny kiekiui podanteninése apnasose, dalis gali biiti iSplauta | seiles, taip padidinant
patogeniniy bakterijy kiekj seilése (40). Ir Kiti autoriai pastebé¢jo, kad Sie mikrobiologiniai pokyc¢iai
apnasose gali pakeisti ir seiliy sudétj (22). Remiantis atliktais tyrimais galima konstatuoti, kad
podanteninio apnaSo periodonto kiSenése mikrobiotos sudétis geriausiai atvaizduoja periodontito
ligos atsiradima ir vystymasi, O tam tikri poky¢iai stebimi ir seilése.

Tad istoriSkai ,,raudonojo komplekso* riiSys buvo laitkomos pagrindiniais infekciniais
mikroorganizmais, susijusiais su periodontitu, taciau Sie duomenys buvo gauti atlikus kulttrinius
tyrimus, kurie surinktuose méginiuose nenustaté daugybés kity bakterijy ir jy jvairovés (27).
Tobuléjant technologijoms, pavyzdziui, naujos sekos sekoskaita (angl. Next Generation sequencing)
iSskyré ir aprasé kitus mikroorganizmus, susijusius su periodontito i$sivystymu, kaip Clostridia,
Negativicutes, Erysipelotrichia klasés, Prevotella, Fusobacterium, Synergistes gentys ar Filifactor
alocis rusis (27). Ir prieSingai, atskleidé mikroorganizmus, kurie yra susij¢ su periodonto sveikata,
pavyzdziui filogenetiniai tipai Firmicutes (Bacilli klas¢), Proteobacteria ar gentys Streptococcus,
Actinomyces. Pradinés bioplévelés stadijose daznai koagreguojasi skirtingy genciy bakterijos,
pavyzdziui, Streptococcus, Actinomyces ir Veillonella, o streptokokai gali koagreguotis ir genties
viduje (23). Sie pradiniai kolonizatoriai, turi ribota koagregacijos laipsnj su periodonto patogenais,

taCiau nustatyta, kad Fusobacterium genties mikroorganizmai veikia kaip jungiamoji grandis tarp
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ankstyvuyjy ir vélyvyjy kolonizatoriy. Sios bakterijos, naudodamos apoptozés baltymus Fap?2 ir RadD,
sgveikauja su pradiniais kolonizatoriais bei su periodonto patogenais ir kitomis bakterijomis,
esan¢iomis brandziame danty apnase (37). Tokiu badu pradinés bioplévélés sudétis papildoma ir
periodonto patogenais, sukelianciais gingivitg ir periodontitg.

Ge ir kt. tyrime (2013) nagrinéjo pacienty, serganciy létiniu periodontitu, podanteninio apnaso
mikrobiotos sudéti lygindami ty paciy tiriamyjy gilias (>5 mm) ir seklias (ne daugiau 3 mm)
periodonto kisenes (41). Mikrobiotoje dominavo 5 pagrindiniai filogenetiniai tipai: Firmicutes,
Actinobacteria, Fusobacteria, Bacteroidota, Proteobacteria, kurie visiskai atitinka ir ankstesnius
burnos mikrobiotos tyrimus (24,42). Autoriai nustaté, kad Firmicutes, Proteobacteria ir
Actinobacteria santykinis gausumas sumazéjo, bet Bacteroidota santykinis kiekis padidéjo giliose
periodonto kiSenése (41). Taip pat, Fusobacterium ir Porphyromonas genties lygmenyje nustaté
statistiSkai reikSminga padidéjimg giliose periodonto kiSenése lyginant su negiliomis (iki 3 mm). Be
to, aptiko minéty periodonto patogeny didesnius santykinius kiekius giliose periodonto kiSenése (41).

Nepaisant to, burnos mikrobiotos sudéties ir jvairovés skirtumai tarp sveiky ir serganciy
periodonto ligomis dar iSlieka diskusijos objektas, nes tyréjy aprasomi rezultatai varijuoja, o neretai

ir prieStarauja vieni kitiems.

1.3. Atsparumas antibakterinéms medziagoms

1.3.1. Atsparumo prieSmikrobiniams junginiams problema

Atsparumas antimikrobinéms medZziagoms atsiranda, kai mikroorganizmai, jskaitant
bakterijas, virusus, grybelius i$sivysto savybes, padedancias iSvengti iy medziagy poveikio (43).
Atsparumas antimikrobinéms medZziagoms tapo viena i§ pagrindiniy XXI amZiaus visuomeneés
sveikatos problemy, kelian¢iy grésme gydymui ir efektyviai prevencijai vis daugeéjanciy infekcijy,
kurias sukelia bakterijos, virusai ar grybeliai, atspariis jprastai naudojamiems vaistams (5). Didziulj
nerimg kelia vis didéjantis bakterijy, atspariy kelioms skirtingoms ar daugeliui antimikrobiniy
medziagy, kiekis. Tokios bakterijos geba sukelti daugeliui vaisty atsparias infekcijas (5). Antibiotikai
tampa vis neveiksmingesni, nes atsparumas Siems vaistams plinta visame pasaulyje, tad jvairios
infekcijos, pavyzdziui, sukeltos MRSA, yra sunkiau gydomos ir dazniau sukelia letalines iSeitis (6).
Sunku jvertinti tiksly atsparumo antibiotikams poveikj mirtingumui, todél tik nedidelé dalis tyrimy
nagrin¢ja Siuos duomenis. Tyrimo pagristo 2007 m. surinktais duomenimis rezultatai atskleidé¢, kad
vien tik Europos sajungos Salyse ir Norvegijoje kasmet 25 000 mirties atvejy sukelia antibiotikams
atsparios bakterijos (44). Dazniausiai mirtj sukelia daugeliui antibiotiky atsparios bakterijos kaip
Streptococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae,

Klebsiella pneumoniae ir Pseudomonas aeruginosa (44). Naujesni duomenys atskleidé, kad nuo 2016
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m. iki 2020 m. Europos Ekonominés Erdvés valstybése metinis uzsikrétimo infekcijy, sukelty
antibiotikams atspariy bakterijy, atvejy skai¢ius svyravo nuo 685 433 (2016 m.) iki 865 767 (2019
m.), o metinis mir¢iy kiekis svyravo nuo 30 730 (2016 m.) iki 38 710 (2019 m.) atvejy (45). Tyrimas
atskleidé statistiskai reik§mingg infekcijy ir miréiy, susijusiy su atsparumu antibiotikams, didéjimo
tendencija (45). Jim O*Neill (2016) atliktoje apzvalgoje pranesta, kad metinis mir§tamumas tiesiogiai
sukeltas AAM iki 2050 m. pasaulyje iSaugs iki 10 milijony ir tikétinai sukels daugiau mir¢iy nei
onkologiniai susirgimai (46).

Be to, dél paplitusiy atspariy mikroorganizmy didé¢ja ekonominiai kastai: kuomet gydymas
pirmos eilés antimikrobinémis medziagomis yra neefektyvus, gydymas kei¢iamas j antros ar trecios
eilés vaistus, kurie bene visuomet yra brangesni, taip pat, tokie pacientai ilgiau yra hospitalizuojami,
didéja gydymo islaidos bei darbo naSumo nuostoliai dél paciento-darbuotojo ligos (47). Apskaiciuota,
kad kasmet Islandijos, Norvegijos ir Europos sajungos nariy islaidos antibiotikams atspariy infekcijy
gydymui sieké apie 1,5 milijardo eury, i$ kuriy daugiau nei 900 milijony buvo ligoniniy islaidos (44).
Siy i$laidy rodikliy negalime prilyginti dabartinei situacijai Europoje, nes tyrimas buvo pagrijstas
2007 m. surinktais duomenimis. Atsparumas antibiotikams yra nuolat kintantis reiskinys, o naujesni
tyrimai nurodo did¢jancig infekcijy ir mirciy tendencija, todél galima manyti, kad ir ekonomingé nasta,

susijusi naSumo nuostoliais ir sveikatos priezitiros iSlaidomis dél AAM, laikui bégant auga.

1.3.2. Atsparumo antibiotikams plitimo prieZastys

Europos antimikrobiniy medziagy suvartojimo steb¢jimo tinklas (trump. ESAC-Net) padarée
1Svada, kad jprasty patogeny atsparumas antibiotikams yra didesnis Salyse, kuriose antibiotiky
vartojama dazniau (48). Taip pat, ESAC-Net nurodé, kad antibakteriniy medziagy naudojimas visoje
Europoje ganétinai skiriasi: Ryty ir Piety Europoje daugiausiai, o Siaurés Europoje — maZiausiai (48).
Tad viena dazniausiai literatiiroje minima atsparumo antibiotikams issivystymo priezastis —
neatsakingas ir per didelis antibakteriniy vaisty vartojimas. Odontologijos praktikoje iSraSoma nuo 4
proc. iki 15,6 proc. visy antibiotiky recepty visose medicinos srityse (49,50). Antibiotiky recepty
kiekio iSraSymo Suolis atsirado COVID-19 pandemijos metu. Manoma, kad viena pagrindiniy
priezas¢iy buvo odontologijos praktikai taikyti apribojimai dél kuriy nemaza dalis pacienty nusprende
atidéti reguliarius patikrinimus ar gydyma (49). Nepaisant to, pandeminiai apribojimai jau seniai
baigesi, taCiau $i padidéjusio antibiotiky skyrimo odontologijoje tendencija islieka (50). Tai, kai
gydytojai skiria per daug antibiotiky, net ir nesant indikacijoms, yra reik§mingas veiksnys, skatinantis
netinkamg antibiotiky vartojimg pasiturin¢iy Saliy visuomengje (5). Stein ir kt. (2018) atliktoje
literatliros apzvalgoje nurodé, kad gydytojai odontologai profilaktiSkai skiria antibakterinius

preparatus be klinikiniy indikacijy, t.y. dél pacienty ar jy Seimos gydytojy sukuriamo spaudimo ar
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tiesiog apsidrausdami (51). Be to, padidintam antibiotiky skyrimui jtakos turéjo gydytojy odontology
ziniy trikumas bei 1étas naujy gairiy pripazinimas (51). Pavyzdziui, dalis gydytojy (daugiausia
vyresniy nei 51 metai) antibiotikus skyré kaip prieda pries konservatyvy periodonto ligy gydyma
(52). Ne vienas tyrimas nurodé, kad neretai gydytojai odontologai skiria antibiotikus esant
odontogeninei infekcijai be sisteminiy simptomy ar pacientui nurodzius tik skausmo simptomus (53—
55). Contaldo ir kt. (2023) literattiros apzvalgos duomenimis, tik nedidelé dalis gydytojy odontology
zino apie nacionalinius antimikrobinio atsparumo Salies veiklos planus (56).

Nepaisant to, ne tik gydytojai, bet ir patys pacientai prisideda prie atsparumo antibiotikams
klestéjimo. Viena pagrindiniy to priezasCiy yra savigyda. Ypatingai besivystanciose Salyse besaikis
antibakteriniy medziagy vartojimas atsiranda dél lengvo prieinamumo (5). Morgan ir kt. (2011)
atliktoje sistemingje literatiiros apzvalgoje teigiama, kad Salyse kaip Sudanas ar Nigerija nereceptiniy
antibakteriniy medZiagy vartojimas sieké net 100 proc., o Siaurés Europos $alyse vieneriy mety
laikotarpyje antibiotiky vartojimo daznis svyravo nuo 14 proc. iki 37 proc., i§ kuriy nereceptinis
vartojimas sudaré tik 3 proc. (57). Sisteminés apzvalgos duomenimis, Lietuvoje nereceptiniy
antibiotiky vartojimo daznis sieké 30 proc. (57). Antibiotikai, naudojami savigydai, dazniausiai
gaunami i§ vaistiniy, vaisty likuc¢iy vaistinéléje, reciau i§ draugy ar giminaiciy, sveikatos jstaigy (58).
Pavyzdziui, bene pusé tyrime apklausty (42 proc.) Utenos rajono gyventojy nurodé, kad naujai
atsiradusiems sveikatos sutrikimams gydyti vartoja antibiotikus, likusius namie nuo praeito gydymo,
mazesné dalis (13 proc.) vaistus jsigyja be recepto vaistinése ar turguje (59). Ocan ir kt. (2015)
atliktos sisteminés apzvalgos duomenimis, daZniausiai netinkamas vartojimas buvo susij¢s su trumpa
gydymo trukme: savavaliskai nutrauktu gydymu (dazniausiai maziau nei 5 dienos), nepakankama
vaisty doze, neteisinga indikacija (antibakteriniy vaisty naudojimas gydant virusines ligas) ir
dalijimusi medikamentais su kitais asmenimis (58). Nors besivystancios $alys labiau susiduria su
nepakankama AAM stebésena, netinkama antibiotiky kokybés patikra bei netinkamu vartojimu
visuomengje, savigyda antibiotikais yra placiai taikoma net ir iSsivysCiusiose Salyse, kuriose
sveikatos sistema yra gerokai labiau pazengusi (60).

Visuomenés poziiiris, zinios ir jsitikinimai apie antibiotikus yra viena pagrindiniy
neracionalaus vaisty vartojimo priezasciy. Tyrime apklausty 80 proc. suaugusiy lenky zinojo, kad
antibiotikai naikina bakterijas, ta¢iau daugiau nei pusé (60 proc.) jy mané, kad jie veiksmingi ir prie§
virusus (61). Lietuviy tyréjy (2015) atliktas tyrimas atskleidé, kad du trecdaliai apklaustyjy lietuviy
parodé prastas zinias apie antibiotikus, beveik pusé¢ respondenty mané, kad antibiotikai yra
veiksmingi prie§ virusus (62). Petravicienés ir kt. (2021) atlikta anketiné apklausa Utenos rajone
atskleidé, kad trec¢dalio respondenty nuomone antibiotikai naikina virusus (59). Nustatyta, kad
apklaustieji, turintys nepakankamas zinias apie antibiotikus, buvo linke pervertinti savo zinias ir

uzsiimti savigyda (62). Rastas ir statistiSkai reik§mingas rySys tarp daznesnio antibiotiky vartojimo
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ir Zemesnio iSsilavinimo, prastesnés ekonominés padéties, gyvenimo kaimo vietovése (62). Tad deja,
dar visame pasaulyje daliai Zmoniy truksta suvokimo ir Ziniy apie antibiotikus, i§likusi nuomoné¢, kad
antibiotikai yra ,,nuostabis vaistai“, galintys i8gydyti bet kokius negalavimus, 0 tai kelia grésme —

AAM plitima.

1.3.3. Savybinis-vidinis ir igytas bakterijuy atsparumas antibakteriniams preparatams

Atsparumas antibiotikams yra reiskinys, kai tam tikri antibiotikai netenka gebéjimo naikinti
ar stabdyti bakterijy augimg. Dalis bakterijy yra nattraliai atsparios ir pasizymi prigimtiniu-savybiniu
atsparumu, taciau $is evoliucijos eigoje susiformaves natiiralus fenomenas retas (6). Savybinis
atsparumas pasireiskia tarp visy tos pacios rusies bakterijy (6). Tyrimy duomenimis, apie 3 proc.
bakterijy genomo gali turéti savybinj-vidinj atsparuma (63). Sis vidinis atsparumas yra sudétingas
reiskinys, kuris néra susij¢s su keliy geny, kurie i$sivysté reaguojant i antibiotiky poveiki, aktyvumu
(63). Dazniausiai bakterijos pasizymi jgytu atsparumu, kuris susiformuoja dél struktiriniy ar
reguliavimo geny mutacijy arba svetimos DNR, koduojancios atsparumg lemiancius veiksnius,
gavimo (8). Kitaip tariant, bakterijos genetin¢ informacija gali buti pakeista dvejais budais: dél
mutacijy, kurios pakeiCia jau egzistuojancig bakterijos DNR ir jgyjant nauja geneting medziaga |
lastele jterpiant genus, kurie papildo bakterijos genomg. Daugelis kliniskai reikSmingy bakterijy

atsparumo antibakterinéms medziagoms mechanizmy yra jgyti (7).

1.3.4. Genetinés mutacijos

Genetinés mutacijos, tai organizmo genomo DNR sekos pokyciai. Genetinés chromosomy
mutacijos daro didele jtaka bakterijy atsparumo antibiotikams raidai. Sios mutacijos gali atsirasti
spontaniSkai DNR replikacijos metu arba del tam tikry aplinkos dirgikliy, pavyzdziui, dél paciy
antibakteriniy medZziagy sukuriamo selektyvaus spaudimo yra sukeliama pradiné mutacija, leidZianti
dominuoti paveikty mutacijos, atspariy patogeny populiacijai (64). Ypatingai, ilgiau vartojant
subterapines antibiotiky dozes, kai kuriose bakterijy populiacijose gali sustipréti ir padidéti mutacijy
daznis, tokiu atveju bakterijos itin greitai jgyja atsparuma (65). Taigi jautrios bakterijos jgijusios geny
mutacijas, kurios lemia gebé&jima iSgyventi veikiant jas antibakteriniais preparatais, nukonkuruoja
jautrias bakterijas ir suformuoja atsparig antibiotikams populiacija (8). Mutacijos, sukeliancios
atsparumg antibakterinéms medziagoms, paprastai pakeicia antibiotiky veikimo btida, naudodamos
vieng i $iy pagrindiniy mechanizmy: padidina iSstiimimo siurbliy aktyvuma, sukelia antibakteriniy
molekuliy degradacijg ir modifikacija, sumazina molekuliy patekima j lgstele ar modifikuoja

antimikrobinj taikinj (8).
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1.3.5. Horizontalioji geny pernasa

Vienas i§ pagrindiniy ir svarbiausiy bakterijy evoliucijos veiksniy yra genetinés medziagos
pasikeitimas tarp dviejy skirtingy ar tos pagios risies bakterijy. Sis procesas vadinamas horizontaliu
geny perdavimu ir yra laikomas viena pagrindiniy atsparumo antibiotikams atsiradimo priezasciy
(66). Horizontali geny pernaSa daznai vyksta burnos mikrobiotoje (67). Geny rekombinacija tarp
bakterijy gali vykti trimis skirtingais buidais: transformacija, transdukcija ir konjugacija (64). D¢l iy
bakterijy savybiy atsparumg prieSmikrobiniams junginiams koduojantys genai gali plisti ir tarp tos
pacios rusies, ir tarp skirtingy genciy bakterijy (68).

Paprasciausias horizontalaus geny perdavimo biidas yra transformacija, taciau tik nedidelé
dalis kliniskai reikSmingy ar sveikatai pavojingy bakterijy gali tiesiogiai i$ aplinkos jtraukti laisva
DNR grandinés molekule ir tokiu badu jgyti atsparuma (8).

Transdukcijos metu jvyksta atsitiktiné geny rekombinacija, kurioje dalyvauja bakteriofagai -
bakterijas infekuojantys virusai, veikiantys kaip vektoriai genetinés informacijos perdavimo procese
(64). Specializuotos transdukcijos metu bakteriofagai dalj genetinés informacijos perduoda i$
donorinés ] recipienting baktering lgstele, taciau bakteriofagai pasizymi specifiSkumu ir gali perduoti
medziaga tik tam tikrai bakterijy padermei — daugiausiai glaudziai susijusioms bakterijy rusims (69).
Vykstant bendrinei transdukcijai yra perduodamas visas genomas (70). Ankstesniame in vivo tyrime
su pelémis Modi ir kt. (2013) parodé¢, kaip antibiotiky vartojimas subklinikinémis dozémis gali
paskatinti bakteriofagus, turin¢ius atsparumo genus, transdukuoti jautresnes bakterijas (71). Zinios
apie bakteriofagus ir transdukcijos procesa, susijusios su antibakteriniy atsparumo geny pernasa
burnoje, yra ribotos (67).

IS Siy trijy bakterijy genetiniy mainy mechanizmy konjugacija yra vienintelé, apimanti
tiesioginj lasteliy kontakta, kai susidarius konjugaciniam tilteliui dalis DNR perkeliama i§ vienos
bakterijos i kita (8). Konjugacija yra pats svarbiausias ir dazniausias horizontalaus geny perdavimo
budas paplites tiek tarp gramneigiamy, tiek tarp gramteigiamy bakterijy burnos ertméje (66).
Atsparumas antibiotikams gali biti nulemiamas tiek geny, kurie yra bakterijy chromosomoje, tiek
geny, kurie yra ekstrachromosominiuose genetiniuose elementuose, pavyzdziui, plazmidéje (8).
Siame procese dalyvauja ir didele jtaka atsparumo antibiotikams geny sklaidai daro mobilis
genetiniai elementai: konjugacinés plazmidés ir konjugaciniai transpozonai, kurie geba pasidalinti
atsparumo elementais su neatspariomis, kliniskai reik§mingomis bakterijomis (8). 1969 m. Holloway
ir bendraautoriai pastebéjo, kad konjugacinés plazmidés (mazos Ziedinés bakterijos DNR dalys) geba
pernesti genus, koduojancius atsparumg antibakterinéms medziagoms (72). Genai, koduojantys
skirtingus atsparumo mechanizmus, daznai yra transpozonuose, kurie dél savo savybés keisti vietg

genome dar kitaip vadinami ,,Sokinéjanciais genais“ (64). Itin mobilus Tn916 transpozonas aptiktas
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daugybéje burnos bakterijy genciy, tokiy kaip Eubacterium, Streptococcus, Veillonella,
Actinobacillus, ir yra siejamas su atsparumo tetraciklinams genu — tetM (67,73). Lunde ir kt. (2021)
komensalinése Streptococcus genties bakterijose (S. mitis) nustaté naujg Tn916-Tn1545 klasés
konjugacijos elementg - Tn6815, pernesantj tetM ir atsparumo eritromicinui geng (ermB) (73). Taip
pat, pastebéjo, kad Tn6815 geno perkélimo daznis | kitas bakterijy rasis yra didelis. Dar vienas
efektyviausiy gramneigiamy bakterijy antibakterinio atsparumo geny kaupimo ir plitimo
mechanizmy yra susijes su integronais — DNR molekulémis, turin¢iomis rekombinacijos saitg, j kurj
gali jsiterpti daug tokiy paciy ar skirtingy nedideliy genetiniy elementy, vadinamy geny kasetémis
(74). Viena i$ svarbiausiy integrono sudedamyjy daliy yra sait-specifinés rekombinazés genas — intl
(74). Dél integrony gebé¢jimo jtraukti jvairius atsparumo antibiotikams genus | bakterijy
chromosomas, sukuriamos multirezistentiskos bakterijy padermés (64).

Bakterijy dauginimasis gali buti labai greitas, kai kurioms ruSims geny rekombinacija
uztrunka Siek tiek ilgiau nei kelias minutes, tad minéti rekombinacijos mechanizmai ir atsitiktinés
mutacijos leidzia bakterijoms itin greitai prisitaikyti prie aplinkos poky¢iy (75). Tad netinkamas ir
per didelis antibiotiky vartojimas paveikia ne tik patogenus, bet ir komensalus. Komensalinés

bakterijos gali tapti patogeny atsparuma antibiotikams lemianciy geny rezervuarai.

1.3.6. Atsparumo antimikrobinéms medZiagoms genai

Nenuostabu, kad per milijonus vystymosi mety bakterijos sukiiré sudétingus atsparumo
vaistams mechanizmus, kad i§vengty antimikrobiniy junginiy poveikio (8). Kiekvienai antibakteriniy
preparaty klasei yra iSsivystes bent vienas atsparumo mechanizmas, kuris mazZina vaisto
veiksminguma arba jj panaikina (6,8). Bakterijos gali turéti keleta atsparumo mechanizmy, kurie
uztikrins atsparuma keliems skirtingiems antibiotiky junginiams vienu metu (65). Si savyb¢ ypatingai
apsunkina bakteriniy infekcijy gydyma. ISskiriami trys pagrindiniai bakterijy biocheminiai
mechanizmai, padedantys apsisaugoti nuo antimikrobiniy medziagy poveikio: a) antibakteriniy
molekuliy fermentiné modifikacija ir degradacija, b) sumaZzéjes bakterijy patekimas i lastele ir
padidéjes efliukso pompy (membranos baltymy, Salinan¢iy antimikrobines medziagas i$ lgstelés)
aktyvumas, c¢) antibakterinio taikinio modifikacijos (8).

Beta laktaminiai antibiotikai: penicilinai, cefalosporinai, monobaktamai, karbapenemai, savo
molekulingje sudétyje turi beta laktaminj Zziedg. Penicilinai — daZniausiai naudojami tiek
odontologijoje, tiek bendrojoje medicinoje antibiotikai, turintys beta-laktamo tiazolidino ziedy
sistemg (67). Amoksicilinas yra laikomas pirmo pasirinkimo antibakterinis preparatas odontologijoje
pacientams, kurie néra alergiski penicilinams (76). Atsparumas beta laktamams gali atsirasti dél keliy

pagrindiniy mechanizmy: a) sumazg¢jusio sgveikos tarp taikinio ir vaisto jautrumo dél jgyty
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chimeriniy peniciling suriSanciy baltymy, b) padidéjusio efliukso pompos aktyvumo, c) vaisto
destrukcijos veikiant beta laktamazés fermentams (8). Genai, koduojantys beta laktamazes fermentus
bendrai vadinami bla, po kurio nurodamas specifinio fermento pavadinimas, pavyzdziui blasuv (8).
Sie fermentai hidrolizuoja beta laktaminj Zieds ir taip eliminuoja antibakterinio preparato poveikj
(40). Ivairts beta laktamazes koduojantys genai, tarp jy blasnv, blarem, cfxA aptinkami burnos
mikroorganizmuose (67). Sios bakterijos gali biiti atsparios kelioms skirtingoms antibakteriniy
preparaty klaséms, taciau dazniausiai yra jautrGs beta laktamazés inhibitoriams (pavyzdziui,
klavulano raigséiai) (6,8).

Metronidazolis (antibakterinis 5-nitroimidazoly grupés preparatas) yra vienas daZniausiai
periodontologijoje naudojamy antibakteriniy preparaty dél siauro anaerobiniy bakterijy veikimo
spektro (77). Pavyzdziui, gydytojai odontologai metronidozolj skiria gydant létines infekcijas,
kuriose vyrauja anaerobai, taip pat, sergant Gminiu nekroziniu gingivitu ar perikoronaritu, Kkai
pasireiskia sisteminiai simptomai ar islieka tinimas (51). Bakterijy atsparumg metronidazoliui
dazniausiai nulemia nim genai, kuric koduoja nitroimidazolo reduktaze, atsakingg uz vaisto
inaktyvacija (77). Mokslingje literatliroje nagrin¢jami devyni nim geny tipai, dazniausiai randami
plazmidése ir konjugacijos budu perduodami i§ vienos bakterijos Kitai (77). Tyrimy duomenimis,
atsparumg metronidazoliui lemiantys genai retai aptinkami burnoje (24,78).

Gydytojai odontologai dazniausiai alergiskiems penicilinui pacientams skiria klindamicing,
taip pat, makrolidus: eritromicing, artitromicing, klaritromicing (51). Pavyzdziui, Italijos gydytojai
tokiais atvejais dazniau skiria makrolidus, tuo tarpu Vokietijos odontologai renkasi klindamicing
(79). Dazniausiai atsparumg eritromicinui (makrolidy grupés antibiotikui) lemia ribosominés
metilazés, uzkoduotos erm genuose (67). Mokslo literatiiroje apraSyta daugiau nei 30 skirtingy erm
geny, kurie kaip ir atsparumo tetraciklinui koduojantys tet genai dauguma lokalizuojasi judriuosiuose
genetiniuose elementuose (8). Sie atsparumo genai aptinkami ir anaerobinése, ir aerobinése
gramteigiamose ir gramneigiamose bakterijose. Italijoje atliktame tyrime, sveiky, neserganciy
sisteminémis ligomis, tiriamyjy seilése dazniausiai aptikti ermB ir ermC atsparumg eritromicinui
koduojantys genai, 0 ermA rastas tik 1 i§ 144 seiliy méginiy (80). Neseniai atlikti tyrimai atskleidé,
kad Sie genetiniai elementai daznai susij¢ su burnos komensalais - viridans grupés streptokokais (81).
Sie streptokokai konjugacijos pagalba gali pasidalinti atsparumo eritromicinui genais su pagrindiniais
streptokoky genties patogenais: Streptococccus pyogenes ir Streptococcus pneumoniae (81).

Pagrindinis daugelio tet geny koduojamas bakterijy atsparumo tetraciklinams mechanizmas
yra pagristas antibiotiko molekuliy pasalinimu i§ lgstelés per membraninius iSstimimo siurblius
(8,65). Bitent tetA, tetB, tetL ir kity tet geny suzadinimas sukelia atsparumg tetraciklinams per
iSsttmimo siurblius (8). Manoma, kad bakterijy, turinéiy tetM gena, atsparumg tetraciklinams lemia

ribosomy apsauga (8). Atsparumo tetracikliny grupés antibiotikams genai yra placiausiai iStirti

20



literatiiroje, burnos mikrobiotoje dazniausiai nagrinéjamas tetM geno pasireiSkimas (82). Mokslo
literatiiroje apraSyta daugiau nei 20 skirtingy tet geny, i$ kuriy dauguma uzkoduoti judriuosiuose
genetiniuose elementuose (8). Didzioji dalis $iy geny aptinkami gramneigiamose bakterijose (8).
Moraes ir kt. (2015) sisteminés apzvalgos duomenimis skirtinguose burnos ertmés méginiuose tetM
paplitimas svyruoja nuo 5 proc. iki 100 proc. (82). Maziausias tetM geny paplitimas nustatytas sakny
kanaly infekcijos zidiniuose (5-60 proc.) (82).

Dar vieng antibakteriniy preparaty grup€, veikianti tiek gramteigiamas, tiek gramneigiamas
bakterijas, yra aminoglikozidai. Tai yra vieninteliai i§ anks¢iau minéty antibiotiky, kurie sistemiskai
néra neskiriami vartoti per burng dél prastos absorbcijos, o yra leidziami j raumenis arba j vena (esant
itin sunkiai paciento biiklei). Per burng gali buti skiriami kaip profilaktiné dozé, pavyzdziui, prie§
chirurgines Zarnyno operacijas (83). Sios baktericidinés medZiagos jungiasi prie bakterijy ribosomy
ir slopina bakterijy baltymy sinteze (83). Vienas svarbiausiy ir labiausiai paplitusiy aminoglikozidy
aktyvuma mazinan¢iy mechanizmy yra jy fermentiné modifikacija. ISskiriamos trys pagrindinés
aminoglikozidus  inaktyvuojancios  fermenty  grupés:  nukleotidiltransferazés  (ANT-),
fosfotransferazés (APH-) bei acetiltranferazés (ACC-) (64). AAC(3)-1 poklasis apima 5 fermentus,
lemiangius bakterijy atsparuma gentamicinui. Sie genai aptikti gramneigiamose bakterijose, didelé
dalis Enterobacteriaceae seimos bakterijose. AAC(3)-1 fermentus koduojantys genai aptinkami kaip
geny kaseCiy dalis integronuose (83). Nors aminoglikozidai ir tetraciklinai néra pla¢iai naudojami

odontologijoje, taciau jie yra svarbiis gydant kity sri¢iy infekcijas.

2. MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Tyrimo eiga, vietos ir tiriamioji populiacija

Tyrimas atliktas 2019-2024 metais Vilniaus universiteto ligoninés Zalgirio klinikoje,
klinikoje ,,Periodont, Sv. Roko, Vilkpédés ir Mykolo Marcinkevi¢iaus ligoninése ir Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centre. Tyrimui buvo gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas
Nr.2020/9-1263-746. Buvo tiriamos seilés, surinktos i§ pilnameciy asmeny, kurie kreipési j VUL
Zalgirio klinikg ar klinika ,,Periodont”, arba tyrimo metu gydési anks¢iau minétose ligoninése.
Tyrime dalyvavo tik veiksniis pacientai, turintys nusiskundimy dél burnos sausumo ir sergantys
periodonto patologija bei rasytiniu buidu patvirting savo sutikimg dalyvauti biomedicininiame tyrime.
Tyrime negal¢jo dalyvauti asmenys Siuo metu negyvenantys Lietuvoje, turintys proto negalia,
neveiksniis, jaunesni nei 18 mety asmenys, esantys karinéje tarnyboje ar jkalinimo jstaigoje ir

nesergantys periodonto patologija. Tyrimas atliktas pagal 1 paveikslélyje pateikta schema.
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Klinikinis i$tyrimas, anketiné apklausa, Seiliy genominés DNR
seiliy méginiy rinkimas i§skyrimas

Metagenomo «—
sekvenavimas
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PGR atlikimas naudojant atsparumo
antibiotikams geny pradmenis

l

Elektroforezeés atlikimas

‘, l

Gauty duomeny
fiksavimas ir analizé

1 pav. Tyrimo plano schema.
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Klinikinis iStyrimas atliktas vieno tyréjo — gydytojos odontologés Indrés Stankevicienés
Vilniaus universiteto ligoninés Zalgirio klinikos ar/ir klinikos ,,Periodont odontologiniuse
kabinetuose ir ligoninése. Pacientams, kurie kreipési j minétas klinikas ir skundési burnos sausumu,
gydytojai odontologai rekomendavo susisiekti su gydytoja tyréja Indre Stankeviciene dél dalyvavimo
Siame tyrime. Be to, Zmonés buvo kvie¢iami dalyvauti tyrime per ziniasklaida ir socialinius tinklus
(pavyzdziui, Facebook). Ligoninése gydomi asmenys buvo informuoti apie jstaigoje vykdoma tyrima
ir galéjo kreiptis deél dalyvavimo j skyriaus vyriausig slaugytoja. Visi sutike dalyvauti tyrime ir
pasiras¢ Informuoto asmens sutikimo forma buvo jtraukti j tyrimg. Kiekvienam tiriamajam buvo
méginiais laboratorijoje nebuvo naudojami asmeniniai tiriamyjy duomenys.

Naudojant didinimo akinius, odontologinj veidrodélj ir periodontologinj zonda buvo atliktas
periodonto audiniy jvertinimas naudojant PSO 2013 m. suaugusiy burnos buklés iStyrimo forma.
Asmenims, besigydantiems ligoninése, odontologinis iStyrimas buvo atliekamas jy palatoje,
naudojant papildomg apSvietimg, odontologinj veidrodélj ir periodonto zonda pagal PSO

rekomendacijas.
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Remiantis PSO 2013 m. iStyrimo forma periodonto buklé vertinta modifikuotu CPI indeksu
(angl. modified Comunity periodontal index, CPIm). Naudojant periodontologinj zonda aplink
kiekvieng dantj matuoti Sie klinikiniai parametrai: kraujavimas po zondavimo ir zondavimo gylis. Jei
zonduojant nors vienoje aplink dantj pasireiské kraujavimas — to danties kraujavimas po zondavimo
jvertinamas kodu 1, jeigu kraujavimo nebuvo — kodu 0. Zondavimo gylis ne daugiau 3 mm buvo
pazymimas kodu 0, 4-5 mm periodonto kiSenés — kodu 1, 6 mm ir gilesnés periodonto kiSenés — kodu
2. Ties kiekvienu dantimi buvo zymimas didziausias gautas kodas. Netektas dantis buvo Zymimas
kodu x, nevertinamas dél klinikinés buiklés zymimas kodu 9. Kraujavimas po zondavimo (angl. trump.
BOP) apskaiCiuotas procentais (kraujuojanciy danty skai¢ius/turimy danty skai¢ius*100 proc.).
Modifikuotas CPI indeksas vertintas skaitine reik§me: 0 — sveiki audiniai, 1 — kraujavimas po
zondavimo, 3 — 4-5 mm periodonto kiSené/-és, 4-6 mm ir gilesnés periodonto kiSenés.

Intraoralinio iStyrimo duomenis rinkusio tyré¢jo kalibravimas atliktas remiantis 2013 m. PSO
gairémis. Zonduojamy periodonto kiSeniy gyliy atitikimas apskaiCiuotas pakartotinai po dviejy
kiSeniy zondavimo Koheno kapos verté sieke 0,95.

Klausimyno pagalba buvo renkama informacija apie jy amziy, lytj, ruikymo ir tarpdanciy
valymo jprocius. Tyrimo dalyviams atlikta nestimuliuota pilna sialometrija. Tiriamieji buvo paprasyti
15 minuciy visas susikaupusias seiles spjauti  plastikinj graduotg mégintuvélj, pazyméta tiriamojo
kodu. Pries tyrima asmuo turéjo buti 2 val. nevalgges, negéres, nevales danty, neriikes bei privaléjo
iSspjauti seiliy likutj prie§ pat tyrimg. Surinkti seiliy méginiai saugoti -20 laipsniy temperatiiroje,
véliau transportuoti } VU Gyvybés moksly centro mikrobiologijos laboratorijg, kurioje viso tyrimo

metu buvo laikomi -70 laipsniy temperatiiroje.

2.3. Genominés DNR iSskyrimas ir metagenomo sekvenavimas

I§ nestimuliuotos pilnos sialometrijos metu surinkty seiliy genominé DNR i$skirta naudojant
The Thermo Scientific™ GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher, JAV) rinkinj
remiantis gamintojo pateiktu protokolu:

1. Meégintuvelyje pipetuojant sumaiSomas meéginio tirpalas: 400 pL seiliy méginio, 400

uL lizavimo buferio (angl. Lysis Solution) ir 20 uL proteinkinazés K.

2. Meéginys inkubuojamas 56°C temperatiroje 10 minuciy termostate-purtykléje.
3. I mégintuvélj pridedama 200 pL etanolio (96-100 proc.), iSmaiSoma pipete.
4, Gautas tirpalas perkeliamas ] mégintuvélj su kolonéle, centrifuguojama 1 min. 6000

rcf (xg) greiciu. Pasalinamas nucentrifuguotas skystis.

23



5. Kolonélé plaunama 500 pL plovimo buferiu I (angl. Wash Buffer 1), centrifuguojama

1 min. 8000 rcf greiciu. Pasalinamas nucentrifuguotas skystis.

6. Kolonélé dar kartg plaunama pridéjus 500 uL plovimo buferio Il (angl. Wash Buffer

Il), centrifuguojama 3 min. didZiausiu jmanomu greic¢iu (> 12000 rcf). Pilnai pasiSalinus

plovimo buferiui koloné¢lé perkeliama | naujg sterily mégintuvélj.

7. Nuo kolonélés membranos DNR nuplaunama naudojant 50 pL eliucijos buferio (angl.

Elution buffer) ir inkubuojama kambario temperatiiroje 2 min. Centrifuguojama 1 min. 8000

rcf greiciu.

8. Pasalinus kolonélg, mégintuvélis su izoliuota DNR buvo uzdaromas ir saugomas -20

laipsniy temperatiiros Saldiklyje.

DNR i$skyrimui naudoti prietaisai: bioSan TS-100C (Biosan, Latvija) termostatas-purtyklé,
Eppendorf 5424 Microcentrifuge (Eppendorf, Vokietija) mikrocentrifuga.

Genominés DNR $varumas ir koncentracija nustatyti NanoDROP™ 2000/2000c (JAV) UV
spektrofotometro pagalba pagal gamintojo instrukcijas naudojant po 1uL kiekvieno méginio DNR.
Kontrolei naudota 1 pulL TE buferio. DNR tirpalo $varumas jvertinamas iSmatavus tirpalo optinius
tankius prie 260 nm ir 280 nm bangy ilgiy. Gautas DNR tirpalas laikomas S§varus — be baltymy
priemaisy, kai santykis, nurodantis Svaruma OD260/OD2so yra didesnis nei 1,8 (1).

Izoliavus totaling mikroorganzimy DNR, i sterilius 1,5 pL talpos mégintuvélius perkelta po
20uL DNR medziagos, dangteliai uzsandartinti parafino juostelémis. Seiliy mikrobiota iSanalizuota
naudojant 16S rRNR geny seka. 16S rRNR V3-V4 sri¢iy metagenomo sekvenavima atliko Novogene
kompanija (Jungtiné Karalyst¢). Metagenomo sekvenavimui naudojama genominé DNR turéjo
atitikti koncentracijos (>10 ng/uL) ir Svarumo (> 1.8) reikalavimus. Seiliy mikrobiotos sudétis

palyginta grupése, sudarytose remiantis modifikuotu CPI indeksu pagal tiriamyjy periodonto biiklg.

2.4. Atsparuma antibiotikams koduojanciy genu nustatymas

2.4.1. Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininés reakcijos (trump. PGR) metodas buvo naudotas atsparumg
priesmikrobiniams junginiams koduojan¢iy geny nustatymui. PGR reakcijoms atlikti naudoti
tetracikliny grupés — tetA ir tetM, makrolidy grupés — ermB, beta laktamy grupés — blarem, blasny,
metronidazolio — nim, aminoglikozidy grupés - aac(3)lab(aacC1l) atsparumo geny ir integrazés (Intl)

geny pradmenys. Pradmeny nukleotidy sekos ir produkto ilgis (bp) pavaizduoti 1 lenteléje.
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1 lentelé. Atsparuma antibakterinéms medziagoms koduojanc¢iy geny pradmeny sekos ir ilgiai.

PGR Pradmfan-s PeR Literatiiros
pavadini Pradmens seka (5¢ > 3¢) produkto
taikinys/genas . $altinis
mas ilgis, bp

tetA FTETA GCTACATCCTGCTTGCCTTC (84)
RTETA CATAGATCGCCGTGAAGAGG 210

tetM FTETM GTGGACAAAGGTACAACGAG (84)
RTETM CGGTAAAGTTCGTCACACAC 400

ermB FermB ATTGGAACAGGTAAAGGGCAT (85)
RermB ATCTGGAACATCTGTGGTATG 7

blatem FblaTEM | AGATCAGTTGGGTGCACGAGCAG an
RblaTEM | TGCTGCAATGATACCGC o18

blashv F1SHV AGGATTGACTGCCTTTTTGCG (86)
R1SHV ATTTGCTGATTTCGCTCGGC 392

nim FNIM ATGTTCAGAGAAATGCGGCGTAAGCG )
RNIM GCTTCCTTGCCTGTCATGTGCTC 458

aac(3)lab(aacCl) | FAACSI AGCAGCAACGATGTTAACGCA (83)
RAAC3I CTGCGGGATCGTCACCGTA 470

Intll Fintl1 GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 87
Rintl1 ACATGCGTGTAAATCATCGTC 484

PGR metodo atlikimui kiekvieno méginio DNR atskiesta iki 5 ng/ul, pagaminta po 20 uL
praskiestos DNR medziagos. DNR skiedimas atliktas remiantis priklausomybe: [C1]V1=[C2]V2 (C1
ir C2— pradinio ir praskiesto tirpalo koncentracijos, V1 ir V2 — pradinio ir praskiesto tirpaly ttriai).

Atsizvelgus 1 liofilizuoty pradmeny kiekj nanomoliais, steriliuose mégintuvéliuose
pradmenys iStirpinti vandenyje be nukleaziy paruosiant 100 uM produkty. Kiekvieno naudoto geno
atvirkstinis ir tiesioginis pradmenys PGR naudojimui buvo paruosti 1 uM.

PGR reakcijos miSinys pagamintas naudojant DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo
Fisher, JAV) rinkinj (2 lentel¢). DreamTaq PCR Master Mix (2X) yra paruostas naudoti tirpalas,
sudarytas i§ DreamTaq DNR polimerazés, optimizuoto DreamTaq buferio, magnio chlorido ir
deoksiribonukleotidy 5°-trifosfaty. PGR atlikta naudojantis T100 Thermal Cycle (BioRad, Vokietija)
termocikler] vykdymo tvarka: pradiné¢ denattiracija, denatiiracija, pradmeny prilipimas, sintezé ir
galutiné sintezé pasirinkus kiekvieno etapo trukme ir temperatiira pagal gamintojo nurodyta protokola
(2 lentele). Optimali pradmeny prisijungimo zingsnio temperatiira kiekvienam pradmeniui

paskaiCiuota individualiai (2 lentelé).
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2 lentelé. PGR salygos, sudétis.

PGR salygos PGR miSinys (50pL)

_ Reakcijos Cikly DreamTaq PCR Master 25 ulL
PGR etapas Temperatiira trukmeé skaidius Mix (2X)
Pradiné 2 mi Tiesioginis pradmuo (1 1ul
denatiiracija % 1-3 min. ! uM)
Denatiiracija 95 30s ﬁx&/)lrkstlms pradmuo (1 1uL
Pr.a(.irr.lenut T.-5 30s 25-40 Tiriamoji DNR 1ul
prilipimas
Sintezé 72 1 min. Vanduo be nukleaziy 22 uL
Galutiné sintezé 72 5-15 min. 1

2.4.2. Elektroforezés metodas

Po PGR atlikta vizualizacija elektroforezés metodo pagalba. Pagamintas 50x TAE (tris-
acetato-etilendiamintetraacto ragstis) buferis: 24,2 g Tris, 5,71 ml 99 proc. acto rugsties, 10 mg 0,5
M EDTA, H20 iki 100 ml. Prie§ naudojima 50x TAE atskiestas 50 karty iki 1x. Elektroforezés vonelé
uzpildyta 1XTAE buferiu. Elektroforezé vykdyta 2-3 proc. agarozés gelyje. Naudojant 1XTAE bufer;
paruostas agarozeés tirpalas, j kurj jlasinama etidzio bromido (5uL/100ml tirpalo). Supylus agarozés
gelj j specialig forma, palaukiama apie 30-45 min., kol gelis atvésta ir sustingsta. 7.5uL. PGR produkto
ar neigiamos kontrolés sumaiSyta su 1,5 uL 6X DNR dazo (Thermo Scientific™, JAV). [ atskirus
agarozés gelio Sulinélius buvo perkelta po 7 pL gauto miSinio. Pagal naudoto pradmens ilgj
atitinkamai buvo parenkamas molekulinés masés/ilgio zymuo (naudotas GeneRuler Low Range DNA
Ladder, Thermo Fisher, JAV) ir jlas§inamas j kraStinius Sulinélius po 4 uL (1 lentelé). Elektroforezé
atliekama 35 - 45 minutes 105V salygomis (Consort E865, Belgija).

Naudojant UV S$viesos kamerg (MiniBIS, DNR Bio-Imaging Systmes Ltd, Izraelis) gelyje

i§siskyrusios molekulés iSryskeja.
2.5. Statistiné analizé

Statistiné analizé atlikta naudojant IBM SPSS 29.0 programinj paketa. Analizuojant duomenis
taikyta aprasomoji statistika: vidurkis ir standartinis nuokrypis (SD) bei absoliutiis (n) ir procentiniai
( proc.) dazniai. Duomeny pasiskirstymo normalumui jvertinti naudotas Sapiro-Vilko (angl. Shapiro
— Wilk) testas. Vienfaktoré nepriklausomy iméiy ANOVA naudota kiekybiniy kintamyjy
palyginimui, kai tenkinama normalaus skirstinio salyga. Ry$io tarp kategoriniy kintamyjy jvertinimui
naudotas chi-kvadrato (x?) kriterijus, kai stebé&jimy skai¢ius maZesnis nei 5 naudotas Fiserio (angl.
Fisher's exact test) Kriterijus. Metagenomo sekvenavimo rezultaty analizé pagrista taksonominiy
vienety identifikavimu (angl. operational taxonomic units, OTU). Bakterijy rasys (OTU) yra

grupuojami pagal sekas, kurios yra labiausiai tarpusavyje panasios — tarp kuriy nustatomas maziausias
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genetinis atstumas. Seky analiz¢ atlikta naudojant Uparse v7.9 1001 programing jrangg. Kiekvienos
sekos taksonominei informacijai anotuoti buvo naudojama Silva duomeny bazé (angl. the Silva
Database). T-testas nepriklausomoms imtims naudotas santykinio gausumo genciy ir tipy lygmenyje

palyginimui tarp grupiy. Rezultatai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p<0,05.

3. REZULTATAI

oooooo

Intraoralinis iStyrimas, anketiné apklausa bei nestimuliuota pilna seiliy sialometrija atlikta 55
tyrimo dalyviams, kurie turéjo nusiskundimy dél burnos sausumo. IS jy 49 (89,1 proc.) buvo moterys
ir 6 (10,9 proc.) vyrai. Tiriamyjy amziaus vidurkis 60,3 metai (SD 14,5). IS visy 55 seiliy méginiy
1§skirta genominé DNR.

Remiantis modifikuotu CPI indeksu: 19 (34,5 proc.) tiriamyjy sirgo gingivitu (CPIm 1), 21
(38,2 proc.) turéjo 4 - 5 mm periodonto kisenes (CPIm 3), 15 (27,3 proc.) turéjo 6 mm ir gilesnes
periodonto kiSenes (CPIm 4) (3 lentel¢).

Periodontitas (CPIm 3 ir CPIm 4) i§ viso nustatytas 36 (65,5 proc.) tiriamiesiems (33).
Lenteléje 3 pateikti klinikinio iStyrimo duomenys. Turin¢iy 4-5 mm periodonto kiSenes tiriamyjy
BOP (kraujavimo po zondavimo) vidurkis sieké 62,7 proc. (SD 21,0), o turin¢iy gilias periodonto
kisenés BOP vidurkis — 70,7 proc. (SD 19,8). Gingivitu serganciy pacienty kraujavimo po zondavimo
vidurkis sieké 60,9 proc. (SD 23,3), i§ jy visy BOP buvo didesnis nei 17,9 proc. Tiriamieji su
sunkiausia periodonto biikle turéjo maziausig danty skai¢iy (n=19; SD 6,5) palyginus su kitomis
CPIm 3 ir CPIm 1 grupémis (atitinkamai, n=22; SD 7,2 ir n=23; SD 5,2). Statistiskai reikSmingas
skirtumas tarp CPIm grupiy ir danty skai¢iaus ar BOP nerastas (atitinkamai p=0,086 ir p=0,393) (3

lentelé).

3 lentelé. Tiriamyjy amZiaus, turimy danty skai¢iaus ir kraujavimo po zondavimo palyginimas tarp

grupiy, suskirstyty pagal modifikuoto CPI indekso vertes.

CPIm 1 (n=19) CPIm 3 (n=21) CPIm 4 (n=15)  p-reik§mé

Metai, vidurkis (SD) 57,8 (14,4) 59,7 (14,9) 64,2 (14,2) 0,436
Danty skaicius, vidurkis (SD) 23(5,2) 22 (7,2) 19 (6,5) 0,086

Kraujavimas po zondavimo,

) ) 60,9 (23,3) 62,7 (21,0) 70,7 (19,8) 0,393
vidurkis proc. (SD)
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3.2. Atsparumo prieSmikrobiniams junginiams paplitimas seilése

Visy 55 tiriamyjy seiliy méginiuose buvo nustatytas bent vienas atsparumo prieSmikrobiniams
preparatams genas. Labiausiai paplit¢ ir bene visuose seilése aptikti tetracikliny grupés — tetM ir beta
laktamy grupés — blarem atsparumo antibiotikams genai (n=54; 98,2 proc.), Siek tiek rec¢iau nustatytas
tetracikliny grupés tetA (n=41, 74,5 proc.). Atsparumo aminoglikozidy grupés antibiotikams genas —
aac(3)lab(aacC1) nustatytas 12 (21,8 proc.) tiriamyjy seilése. Eritromiciny grupés ermB — 10 (18,2
proc.) seiliy méginiuose, o integrazés genas (Intll) nustatytas 7 (12,7 proc.) tiriamyjy seilése.
Maziausiai paplites beta laktamy blasnv atsparumo antibiotikams genas rastas tik 1 (1,8 proc.) seiliy
méginyje, 0 atsparumg metronidazoliui (nim) koduojantis genas nebuvo aptiktas nei vieno tiriamojo
seilése (2 pav). Tame paciame seiliy méginyje trys atsparumo prieSmikrobiniams junginiams genai
buvo nustatyti 31 (56,4 proc.) méginiuose, keturi — 13 (23,6 proc.), du — 7 (12,7 proc.) ir penki —
(7,3 proc.) tiriamyjy seilése.

100%
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E 40%
g 20%
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Atsparumo antibiotikams genai

2 pav. Atsparumo antibiotikams geny ir integrazés geno paplitimas seilése.

Lentel¢je 4 pateikti atsparumo antibiotikams geny paplitimo duomenys atskirai kiekvienoje
CPIm grupéje. Visy gingivitu serganiy pacienty seilése aptiktas atsparumg beta laktamams
koduojantis genas blartewm, Sis genas aptiktas ir visy pacienty, turinéiy 4 — 5 mm periodonto kiSenes,
seilése. Visy CPIm 3 grupés tiriamyjy seilése aptiktas ne tik blarem, bet ir tetM genas (n=21; 100
proc.). Atsparuma eritromicinui lemiantis genas ermB labiausiai paplitgs CPIm 3 grupéje (n=7; 33,3
proc.), Siek tieck maziau paplites CPIm 4 grupés tiriamyjy seilése (n=3; 20,0 proc.), o gingivitu
serganciy pacienty seilése ermB visai neaptiktas. 5 (26,3 proc.) gingivitu serganciy pacienty seilése
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nustatytas integrazés genas, o periodontitu serganciy pacienty grupése aptiktas tik dvejuose seiliy
méginivose (CPIm 3 — n=1; 4,8 proc., CPIm 4 — n=1; 6,7 proc.). Atsparumg aminoglikozidams -
gentamicinui neSantis genas aac(3)lab(aacC1l) nustatytas visose grupése: labiausiai paplites CPIm 1
(n=5; 26,3 proc.) tiriamyjy seilése lyginant su CPIm 3 (n=5; 23,8 proc.) ir CPIm 4 (n=2; 13,3 proc.)
grupémis. Atsparumo beta laktamams genas blasnv nustatytas tik viename, gingivitu sergancio
paciento, seiliy méginyje. StatistiSkai reikSmingas skirtumas tarp grupiy rastas tik ermB geno

paplitimo atzvilgiu (p=0,013).

4 lentelé. Atsparumo antibiotikams geny paplitimo palyginimas tarp CPIm grupiy.

tetA tetM blatem blashy ermB aac(3) Intll
lab(aacC1)

CPIm1
(n=19)
CPIm 3
(n=21)
CPIm 4
(n=15)

p-reikSmé

14 (73,7 proc.) 18 (94,7 proc.) 19 (100 proc.) 1 (5,3 proc.) 0 (0 proc.) 5 (26,3 proc.) 5(26,3 proc.)

17 (81,0 proc.) 21 (100proc.) 21(100proc.) O(Oproc.) 7(33,3proc.) 5(23,8proc.) 1(4,8proc.)

10 (66,7 proc.) 15(100proc.) 14(93,3proc.) O0(0proc.) 3(20,0proc.) 2(13,3proc.) 1(6,7 proc.)

0,631 0,618 0,273 0,618 0,013 0,713 0,129

3.3. Metagenomo sekvenavimas

......

Metagenomo sekvenavimas ir filogenetiné analizé atlikti 34 méginiams. IS jy 29 (85,3 proc.)
motery ir 5 (14,7 proc.) vyry seiliy méginiai. Vidutinis tiriamyjy amzius sieké 60,79 (SD 15,5) metus.

Remiantis periodonto bikle: 13 (38,2 proc.) tiriamyjy sirgo gingivitu (CPIm 1), 12 (35,3
proc.) turéjo 4 - 5 mm periodonto kisenes (CPIm 3), 9 (26,5 proc.) turéjo 6 mm ir gilesnes periodonto
kisenes (CPIm 4). CPIm 3 ir CPIm 4 grupiy tiriamieji identifikuoti kaip periodontitu sergantys
asmenys (n=21; 61,8 proc.) (33).

Didzioji dalis visy grupiy tiriamyjy naudojo bent vieng tarpdanciy valymo priemon¢: CPIm 1
grupéje 84,6 proc. (n=11), CPIm 3 -91,7 proc. (n=12), CPIm 4 — 88,9 proc. (n=8). Vienodas skai¢ius
gingivitu serganciy pacienty (n=7, 53,8 proc.) tarpdanciy valymui naudojo tarpdanciy Sepetélius ir
tarpdanciy sitila, i§ jy abi priemones naudojo 3 respondentai (15,4 proc.) (5 lentelé). CPIm 3 grupés
9 (75,0 proc.) tiriamieji naudojo tarpdanciy sitlg ir 8 (66,7 proc.) tiriamieji naudojo tarpdanciy
Sepetélius, 18 jy 6 (46,2 proc.) respondentai naudojo abi priemones. Maziausias santykinis tarpdanciy

Sepetéliy ir tarpdanciy sitilo naudojimas stebimas CPIm 4 grupéje (atitinkamai n=3, 33,3 proc. ir n=4,
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44,4 proc.), i$ jy nei vienas nenaudojo abiejy tarpdanc¢iy valymo priemoniy. Nerastas statistiskai
reik§mingas rySys tarp tiriamyjy periodonto biiklés ir jy tarpdanciy valymo priemonés pasirinkimo
(p=0,161 ir p=0,585).

Didzioji dalis CPIm 1 grupés tiriamyjy neriké (n=9, 69,2 proc.) ir vienodas kiekis buvo
rikanciy arba riikkusiy anksc¢iau (n=2, 15,4 proc.) (5 lentelé¢). Tuo tarpu dauguma CPIm 3 ir CPIm 4
grupiy tiriamyjy ruké anksciau (atitinkamai n=9, 75,0 proc. ir n=6, 66,7 proc.) ir tik nedaugelis visali
nertiké (atitinkamai n=2, 16,7 proc. ir n=3, 33,3 proc.). Nustatytas statistiSkai reikSmingas rysys tarp

rikymo jproc€iy ir tiriamyjy periodonto biiklés (p=0,031).

5 lentelé. Apklausos duomeny apie valymo jprocius ir rikymg palyginimas tarp CPIm grupiy.

CPIm1(n=13) CPIm3(n=12) CPIm4(n=9) p-reik¥mé
Riikymas, n (proc.)
Nerikantys 9 (69,2 proc.) 2 (16,7 proc.) 3 (33,3 proc.)
Rikyti mete 2 (15,4 proc.) 9 (75,0 proc.) 6 (66,7 proc.) 0,031
Rikantys 2 (15,4 proc.) 1 (8,3 proc.) 0 (0 proc.)
Tarpdandiy siiilas, n (proc.)
Naudoja 7 (53,8 proc.) 9 (75,0 proc.) 3 (33,3 proc.) 0.161
Nenaudoja 6 (46,2 proc.) 3 (25,0 proc.) 6 (66,7 proc.)
Tarpdandiy Sepetéliai, n (proc.)
Naudoja 7 (53,8 proc.) 8 (66,7 proc.) 4 (44,4 proc.) 0,587
Nenaudoja 6 (46,2 proc.) 4 (33,3 proc.) 5 (55,6 proc.)

Gingivitu serganciy pacienty turimy danty skaiciaus vidurkis sieké 23 (SD 5,9), turiniy 4-5
mm periodonto kiSenes — 22 (SD 8,2), turinéiy 6 ir gilesnes periodonto kisenes 18 (SD 5,6) (6 lentelé).
Kraujavimo po zondavimo vidurkis CPIm 1 grupéje sieké 63,1 proc. (SD 24,5), CPIm 3 — 64,1 proc.
(SD 21,6), CPIm 4 — 69,3 proc. (SD 25,6). BOP ir turimy danty skaicius tarp grupiy, suskirstyty pagal
modifikuotg CPI indeksa, statistiskai reikSmingai nesiskyré (atitinkamai p=0,822 ir p=0,222) (6

lentelg).

6 lentelé. Tiriamyjy amziaus, turimy ir kraujuojanciy danty skaiciaus palyginimas tarp CPIm grupiy.

CPIm1(n=13) CPIm3(n=12) CPIm4(n=9) p-reik¥mé
Metai, vidurkis (SD) 59,2 (14,9) 61,8 (17,6) 61,9 (15,0) 0,894
Danty skaicius, vidurkis (SD) 23 (5,9) 22 (8,2) 18 (5,6) 0,222
BOP, vidurkis proc. (SD) 63,1 (24,5) 64,1 (21,6) 69,3 (25,6) 0,822
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3.3.2. Metagenomo sekvenavimo analizés rezultatai

Tyrimo metu atliktas seiliy mikroorganizmy sekvenavimas, naudojant 16S rRNR geno V3 ir
V4 regiony amplikonus. Metagenomo sekvenavimas atskleidé, kad seilése aptinkami bakterijy tipai,
sudarantys daugiau nei 94 proc. visy tiriamy grupiy mikrobiotos, yra: Firmicutes, Bacteroidota,
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteriota. Visose grupése santykinai dominavo Firmicutes:
CPIm 1 - 37,5 proc., CPIm 3 - 48,2 proc., CPIm 4 - 35,4 proc. (3 pav.). StatistiSkai reikSmingai
Firmicutes dominavo labiau CPIm 3 grupéje lyginant su CPIm 4 grupe (p=0,024). Tipas Bacteroidota
santykinai gausiau buvo aptinkamas tiriamyjy, turin¢iy gilias (6 mm ir/ar gilesnes) periodonto
kiSenes, seilése (27,7 proc.) palyginus su turin¢iy 4 - 5 mm periodonto kiSenes ir gingivitu serganciy
pacienty seilémis (atitinkamai 19,8 proc. ir 22,3 proc.). Proteobacteria santykinai dominavo
gingivitu serganciy tiriamyjy grupéje (16,1 proc.) lyginant su CPIm 3 (11,6 proc.) ir CPIm 4 (11,0
proc.) grupémis. Taip pat, Fusobacteriota tipo bakterijy CPIm 1 grupéje (10,1 proc.) aptikta
santykinai gausiau nei CPIm 3 (5,4 proc.) ir CPIm 4 (8,4 proc.) grupése. Kita vertus, CPIm 4 grupé
pasizyméjo santykinai didesniu Actinobacteria (12,0 proc.) taksonominiy vienety kiekiu (CPIm 1 -
10,2 proc., CPIm 3 — 10,7 proc.) (1 pav.). Sergan¢iy gingivitu ir turin¢iy negilias periodonto kiSenes
santykinis Chloroflexi santykinis gausumas seilése aptiktas vienodas (0,2 proc.), o turinéiy gilias
periodonto kiSenes Siek tiek didesnis (0,6 proc.). Gingivitu, serganciy pacienty seilése, 10 gausiausiy
bakterijy tipy santykinis gausumas reikSmingai nesiskyré nuo Serganciy periodontitu tiriamyjy seiliy
(p>0,05). Seiliy sudeétis 10 dominuojanciy tipy lygmenyje tarp dviejy periodontitu serganciy tiriamyjy
grupiy, reik§mingai nesiskyré (p>0,05), isskyrus Firmicutes (p=0,024).
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3 pav. Santykinis gausumas tipy lygmenyje.

Paveikslélyje nr. 4 matyti, kad didziausig seiliy mikrobiomo dalj visose grupése sudaré dvi
bakterijy gentys: Streptococcus (CPIm 1 — 20,7 proc.; CPIm 3 — 29,3 proc.; CPIm 4 — 14,9 proc.) ir
Prevotella (CPIm 1 - 20,0 proc.; CPIm 3-16,2 proc.; CPIm 4 — 24,4 proc.). Streptoccocus statistiSkai
reik§mingai santykinai gausiau aptikta seilése pacienty, turin¢iy negilias — 4 — 5 mm periodonto
kiSenes lyginant su pacientais, turinéiais gilias periodonto kiSenes (6 mm ir daugiau) (p=0,014).
Leptotrichia ir Neisseria santykinis gen¢iy gausumas nustatytas didesnis CPIm 1 (atitinkamai 6,0
proc. ir 6,0 proc.) grupéje lyginant su CPIm 3 (atitinkamai 2,3 proc. ir 3,3 proc.) ir CPIm 4
(atitinkamai 3,0 proc. ir 2,8 proc.) grupémis. Rothia (7,8 proc.), Veillonella (8,3 proc.) ir
Fusobacterium (5,4 proc.) gentys dominavo CPIm 4 grupéje palyginus su CPIm 3 (atitinkamai 7,1
proc., 4,1 proc. ir 3,1 proc.) ir CPIm 1 (atitinkamai 6,7 proc., 5,2 proc. ir 4,1 proc.) grupémis. Tuo
tarpu, Haemophilus (4,8 proc.) santykinis gausumas didziausias CPIm 3 grupé¢je. Periodontitu (CPIm
3ir CPIm 4) serganciy pacienty seilése aptiktas didesnis santykinis Porphyromonas genties gausumas
(CPIm 3 — 2,6 proc.; CPIm 4 — 1,7 proc.) lyginant su gingivitu serganciy tiriamyjy seilémis (1,2
proc.). Isskyrus Streptococcus statistiSkai reikSminga skirtumg tarp CPIm 3 ir CPIm 4 grupiy,

statistiSkai reik§mingi skirtumai nerasti lyginant grupes tarp likusiy gausiausiy 9 genciy (p>0,05).
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4 pav. Santykinis gausumas genciy lygmenyje.
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Paveikslélyje nr. 5 vaizduojamas trijy grupiy santykinis palyginimas retesniy gen¢iy lygmenyje.

CPIm 3 grupéje lyginant su kitomis grupémis, santykinai gausiau aptinkama Aggregatibacter,

Haemophilus, Porphyromonas, Gemella padermiy. CPIm 4 grupéje palyginus su CPIm 1 ir CPIm 3

dominuoja Selenomonas, Filifactor, Fusobacterium, Treponema, Bacillus gentys. Rastas statistiskai

reik§mingas skirtumas tarp CPIm 3 ir CPIm 4 grupiy Gemella genties santykinio gausumo (p=0,005).

CPIm 1 grupéje dominuoja Proteobacteria tipo gentys: Pseudomonas, Ralstonia, Stenotrophomonas,

Neisseria ir Methyloversatilis.
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5 pav. Santykinis gausumas seky, nustatyty genties rango taksonominiu lygiu. Eilutése pateikiamos
gentys ir spalvinis jy santykinis gausumas amplitudéje nuo — 1 iki 1: didesnis nei vidutinis rodomas
raudona spalva (+1), mazesnis uz vidutinj — mélyna spalva (-1). Stulpeliuose vaizduojamos trys

tirlamyjy grupés.

4. REZULTATU APTARIMAS

Pasaulyje atlikta nemazai studijy, nagrinéjanc¢iy burnos mikrobiotg (3,11,15,17,20-22,25—

28,30,31,40-42,88), taciau suaugusiy, serganc¢iy periodonto ligomis ir turinéiy seilétekio sutrikimus,
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seiliy mikrobiota neistirta. Dauguma tyrimy nagrinéja podanteninio ar vir§danteninio apnaSo
mikrobiotos ir periodonto ligy rysj, o seiliy sudéties analizei démesio skiriama maziau (21,26,27,41).
Sis tyrimas i$siskiria ir tuo, jog Lietuvoje seiliy mikrobiotos sudéties analizé taikant metagenomo
sekvenavimus iki Siol neatlikta. Galime teigti, kad pirma karta pasaulyje iSnagrinéta periodonto
ligomis ir seilétekio sutrikimus turin€iy asmeny seiliy mikrobiota. Pirmg kartg Lietuvoje iStirtas
atsparumo prieSmikrobiniams junginiams geny paplitimas seilése.

Periodonto ligos — uzdegiminés kilmés ligos, atsirandancios dél mikroorganizmy ir
Seimininko imuninio atsako sgveikos. Periodonto audiniy pazeidimai pradeda vystytis sutrikus
pusiausvyrai tarp mikroorganizmy ir tarp Seimininko ir mikroorganizmy. Tad prieSingai nei kitos
bakterinés ligos, periodontita ir gingivita sukelia ne pavieniai mikroorganizmai, bet burnos
mikrobiotos disbiozé (35). Tyrimo metu atliktas metagenomo sekvenavimas atskleidé, kad
nepriklausomai nuo periodonto audiniy pazeidimo laipsnio, daugiau nei 94 proc. seiliy mikrobiotos
sudaro penki pagrindiniai filogenetiniai bakterijy tipai: Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria,
Actinobacteria, Fusobacteriota, kiti tyrimai nurodé panasius rezultatus (24,41,42) (3 pav.). Remiantis
kity studijy duomenimis, tokia mikrobiotos dominuojanti sudétis nustatoma ir sveiky pacienty seilése,
be to, ne tik seilése, bet ir kitose burnos vietose, pavyzdziui, ant liezuvio pavirSiaus, danty apnase
(10,23). Tyrimo metu nebuvo nustatyta statistiSkai reikSmingy skirtumy tarp periodonto grupiy ir
pagrindiniy filogenetiniy tipy, i$skyrus reikSmingg Firmicutes tipo pagauséjimg pacienty, turinéiy 4
— 5 mm periodonto kiSenes lyginant su tiriamaisiais, turin¢iais gilias (6 mm ir didesnes) periodonto
kiSenes (p=0,024).

Gingivitu serganéiy tiriamyjy grupéje dominavo Proteobacteria (16,1 proc.) ir
Fusobacteriota (10,1 proc.) lyginant su kitomis grupémis, kita vertus, pacientai su giliomis
periodonto kiSenémis pasizyméjo santykinai didesniu Actinobacteria (12,0 proc.) taksonominiy
vienety kiekiu (3 pav.). Pacienty, turiniy 4-5 mm periodonto kiSenes, seilése aptiktas didziausias
santykinis kiekis Firmicutes (48,2 proc.) tipo bakterijy (3 pav.). Brazilijoje 2020 m. atliktame
panaSiame tyrime, taip pat, nustatytas Actinobacteria ir Firmicutes santykinis padidéjimas 1étiniu
periodontitu sergan¢iy pacienty seilése lyginant su gingivitu serganciais ir sveikais individais (24).
Palyginus podanteninio apnaSo mikrobiotos sudétj tarp serganciy Iétiniu periodontitu tiriamyjy
periodonto kiSeniy gylio, nustatytas Firmicutes sumazéjimas gilesnése nei 5 mm periodonto kisenése
(41). Panasis rezultatai buvo pastebéti ir miisy atliktame tyrime. Firmicutes dominavo visose grupése
kaip ir miisy tirtuose méginiuose, taciau bendras Actinobacteria bakterijy santykinis gausumas
Almeida ir kt. (2020) tirty pacienty seilése buvo bene dvigubai didesnis nei $io tyrimo visy nagrinéty
grupiy seilése (24). Be to, Sie mokslininkai sveiky tiriamyjy seilése nustaté santykinj Fusobacteriota
pagauséjimag bei aptiko maziausig Proteobacteria kiekj, tuo tarpu pastarojo tipo santykinis kiekis

did¢jo prastéjant periodonto buklei, o tai 1§ dalies nesutinka su misy tyrimo rezultatais, kadangi
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gingivitas yra lengvesné ligos forma nei periodontitas (24). Ta¢iau yra mokslo tyrimy, kuriy i§vados
atitinka miisy gautus metagenomo sekvenavimo rezultatus, jog Proteobacteria santykinis gausumas
burnos mikrobiotoje sumazéja sergant periodontitu (27,41) (3 pav.).

Pacienty, turinc¢iy gilias periodonto kiSenes, seilése filogenetiniy tipy lygmenyje didziausia
dalj mikrobiotos sudaré Firmicutes (35,4 proc.) ir labai panasig santykine dalj Bacteroidota (27,7
proc.) (3 pav.). Sioje grupéje Bacteroidota taksonominiy vienety santykinis gausumas nustatytas pats
didZiausias lyginant su pacientais, turinciais seklesnes (4-5 mm) periodonto kiSenes ar serganciais
gingivitu (atitinkamai 19,8 proc. ir 22,3 proc.) (3 pav.). Panasiis rezultatai gauti tiriant danty apnasa
atskleidé, kad tipy lygmenyje Bacteroidota yra santykinai didZiausia bakterijy grupé tiriamyjy,
serganciy periodontitu, burnos mikrobiotoje (26,27). Be to, Ge ir kt. (2013) tirdami serganciy létiniu
periodontitu podanteninio apnaso sudétj nustaté didesnius Bacteroidota santykinius kiekius giliose
periodonto kiSenése (>5 mm) (41). Tad galime svarstyti, jog esant gilioms kiSenéms | seiliy sudétj
patenka didesnis kiekis Bacteroidota, Actinobacteria filogetiniy tipy bakterijy.

Misy sekvenavimo rezultaty, pagrjsty taksonominiy vienety identifikavimu, pasiskirstymas
gen¢iy lygmenyje, taip pat, i§ dalies atitinka ankstesniy panaSiy tyrimy iSvadas (24,30,89).
Streptococcus ir Prevotella bakterijy genéiy gausumas buvo nustatytas didziausias visose grupése (4
pav.). Kity tyrimy duomenimis, Streptococcus sudaro didziausig mikrobiotos dalj, taciau antra pagal
gausumg nustatoma gentis varijuoja (Prevotella, Rothia, Haemophilus) (24,25,30). Streptococcus
genties bakterijos didziausias santykinis kiekis aptiktas CPIm 1 ir CPIm 3 grupése (atitinkamai 20,7
proc. ir 29,3 proc.), o CPIm 4 grupés seiliy méginiuose dominavo Prevotella genties bakterijos (24,4
proc.) (4 pav.). Gramteigiamos Streptococcus genties bakterijos aptinkamos visy tiriamyjy seilése,
taciau Kity autoriy tyrimuose $i gentis labiausiai dominuoja individy, neserganéiy periodonto ligomis,
mikrobiotoje (25,27). Gingivitu, serganciy pacienty seilése, Streptococcus ir Prevotella genciy
gausumas beveik nesiskyré (atitinkamai 20,7 proc. ir 20,0 proc.), o sekancios pagal didziausig
gausumg nustatytos Rothia (6,7 proc.), Leptotrichia (6,0 proc.) ir Neisseria (6,0 proc.) bakterijy
gentys (4 pav.). Gingivitu serganciy pacienty seilése aptiktas didesnis Leptotrichia, Neisseria,
Actinomyces genéiy gausumas nei periodontitu serganciy asmeny seilése. Remiantis kitos studijos
duomenimis gramteigiamy bakterijy genciy kaip Actinomyces, Streptococcus santykinis
pagaus¢jimas stebimas sveiky tiriamyjy burnos mikrobiotoje, o turinCiy gilias periodonto kiSenes
mikrobiotoje aptinkamas didesnis gramneigiamy obligatiniy anaeroby genciy gausumas (Prevotella,
Treponema, Porphyromonas, Fusobacterium) (26). Taciau, pavyzdziui gramneigiamy aerobiniy
genties Neisseria bakterijy santykinis padidéjimas seilése irgi siejamas su sveikais periodonto
audiniais (42). Sios genties bakterijos daZniausiai kolonizuojasi ant burnos gleivinés paviriu,
manoma, kad dauguma Neisseria bakterijy rasiy yra komensalinés, nepatogeninés (42). Almeida ir

kt. (2020) aptiko dar kitos gramneigiamos, bet anaerobinés bakterijy genties Leptotrichia

36



pagauséjimg sveiky tiriamyjy seilése (24). Galime pastebéti tendencija, kad gingivitu serganciy
tirlamyjy seilése buvo stebimas gausesnis kiekis bakterijy, kaip Neisseria, Leptotrichia, Actinomyces,
siejamy su sveikais periodonto audiniais (4 ir 5 pav.).

Periodontitu serganciy pacienty seilése aptiktas santykinai didesnis Porphyromonas bakterijy
kiekis (5 pav.). Porphyromonas yra viena pagrindiniy gramneigiamy anaerobiniy burnos patogeny
gentis, susijusi su periodontitu. Sios bakterijos gali pakenkti periodonto audiniams ir nustatyta, kad
turi jtakos sisteminéms ligoms, pavyzdziui, Alzheimerio ligai (14,36). Be to, dar viena raudonojo
komplekso gramneigiamy anaeroby gentis gausiau aptikta periodontito grupése lyginant su gingivito
grupe yra Treponema (5 pav.). Sie rezultatai atitinka ir kito tyrimo i$vadas, jog gen¢iy lygmenyije
periodontitu serganciy pacienty burnos mikrobiota buvo praturtinta Porphyromonas, Treponema
bakterijomis (42). Lyginant periodontito grupes tarpusavyje, turinéiy gilias periodonto kiSenes
tiriamyjy seilése santykinai gausiau Treponema, 0 4-5 mm periodonto kiSenés santykinai daugiau
Porphyromonas genties taksonominiy vienety (5 pav.). CPIm 4 grupéje lyginant su kitomis grupémis
dominavo ir kitos gentys, kaip Veillonella, Fusobacterium, Filifactor, Selenomonas, tuo tarpu CPIm
3 grupé pasizyméjo didesniu Haemophilus santykiniu gausumu (5 pav.). Kai kurie tyréjai mano, kad
dél Selenomonas sputigena virulentiSkumo faktoriaus ir jos pagrindinio vaidmens apnasy brendime,
$i bakterija gali buti svarbus periodonto patogenas (90). Taip pat, jau senokai literatiiroje apraSomas
Filifactor genties vaidmuo periodontito patogenezéje. Tyrimai identifikavo Filifactor alocis —
gramteigiama obligatinj anaeroba kaip reik§minga vaidmenj periodontito patologijoje atliekantj
mikroorganizmg, o tai gali paaiSkinti santykinj pagaus¢jimg pacienty, turin€iy gilias periodonto
kisenes, seilése (21,90). Nustatyta, kad F. alocis augima stimuliuoja oksidacinis stresas, $is patogenas
pasizymi jvairiais virulentiSkumo veiksniais, susijusiais su bioplévelés formavimu ir poveikiu
Seimininko lasteléms. Sios genties pagauséjimas nustatytas ir kitos studijos periodontitu serganéiy
individy seilése (89). Tad remiantis iSnagrinéta literatira ir gautais metagenomo sekvenavimo
analizés duomenis galima svarstyti, jog prastéjant periodonto biiklei atsiranda disbiozé, apimanti
komensaliniy bakterijy tokiy kaip Neisseria santykinj sumazéjimg ir oportunistiniy anaerobiniy
bakterijy tokiy kaip Prevotella, Treponema, Porphyromonas, Veillonella pagauséjima.

Sasajos tarp seiliy mikrobiotos sudéties ir lyties negalime istirti, nes didzioji dalis tiriamyjy
buvo moterys (n=29; 85,3 proc.). Ne vienas mokslinis tyrimas nurod¢, kad burnos sausumas yra
labiau paplites tarp motery, tad tai galéty buti viena i§ pagrindiniy priezas¢iy paaiskinanti, kodél
motery kiekis tyrime yra gerokai didesnis (91,92). Be to, remiantis moksline literatiira, zalingi
iprociai, ypatingai rukymas sukelia seiliy mikrobiotos poky¢ius, tafiau tiriamyjy tarpe rikanciyjy
buvo tik keletas, o kiek laiko dalis asmeny nebertiko nezinoma, todé¢l diskutuoti apie rilkymo sukeltus

mikrobiotos pokyc¢ius biity netikslu.
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Ne vienas mokslinis tyrimas parodé, kad burnos mikrobiotos sudétis gali varijuoti
priklausomai nuo tautybés, gyvenamosios vietos (20,88). Neseniai Indijoje iStyrus 54 sveiky,
neserganCiy sisteminémis ligomis, tiriamyjy seiliy sudétj, nustatyta, kad Proteobacteria ir
Bacteroidota sudaro didZiausig santykinj gausuma (atitinkamai 34 proc. ir 32 proc.), o Firmicutes
bakterijos sudaré 24 proc. bakterijy mikrobiotos sudéties (88). Palyginimui Brazilijos populiacijoje
nepriklausomai nuo periodonto audiniy sveikatos dominavo Firmicutes (>42,5 proc.) (24). Li ir kt.
(2014) nustaté, kad Afrikos gyventojy seilése tipy lygmenyje dominuoja Proteobacteria (>50 proc.)
ir Firmicutes (apie 20 proc.), vokieciy ir Alaskos gyventojy seilése dominuoja Firmicutes (apie 40
proc.) ir Bacteroidota (atitinkamai apie 20 proc. ir 28 proc.), Proteobacteria (atitinkamai apie 13
proc. ir 16 proc.) (20). Sio tyrimo lietuviy seilése tipy lygmenyije gausiausiai aptikta Firmicutes (35,4
proc. - 48,2 proc.), Bacteroidota (19,8 proc. - 27,7 proc.) ir Proteobacteria (11,0 proc. — 16,1 proc.)
bakterijy (3 pav.). Nors visy tautybiy individy daugiau nei 94 proc. seiliy mikrobiotos sudaré tie
patys 5 pagrindiniai tipai: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidota, Fusobacteriota, Actinobacteria,
taciau moksliniai tyrimai parodé, kad $iy tipy santykiné gausa tarp skirtingy populiacijy varijuoja
(20,24,88). Atsizvelgus | gautus duomenis, tirty lietuviy seiliy mikrobiota buvo labiausiai panasi ]
Vokietijos ir Alaskos gyventojy ir labiausiai skyrési nuo afrikiec¢iy ir indy populiacijy seiliy sudéties.
Tai gali buiti siejama su genetikos, aplinkos, kulttros, klimato ir gyvenimo biido veiksniy deriniu.
Ateityje iStyrus didesnj kiekj lietuviy seiliy méginiy galima buty plac¢iau ir tikslingiau diskutuoti apie
tautinius skirtumus. Supratimas apie veiksnius, kurie prisideda prie mikrobiotos poky¢iy, leisty dar
geriau suprasti ry$j tarp mikrobiotos sudéties ir sveikatos bei ligy. Tuomet galima baty kryptingai
kalbéti apie periodontito ir gingivito sukeliamg bakterijy disbioze lietuviy seilése, nes gauti duomenys
buvo lyginami su uzsienio tautybés burnos mikrobiotos analizés duomenimis.

Kitas ne ka maziau svarbus tyrimo tikslas buvo nustatyti atsparumo antimikrobinéms
medziagoms paplitimg tiriamyjy seilése. Burnos ir virSutiniy kvépavimo taky bakterijy atsparumas
antibiotikams kelia didelj susiripinimg, nes gali pakenkti dabartinio sisteminiy infekcijy gydymo
veiksmingumui. Didéjantis Siy organizmo viety bakterijy atsparumas antimikrobiniams junginiams
tapo rimta gydytojy klinicisty problema (5,67). Tyrimo metu patikrinome genus, kurie sukelia
atsparumag antibakteriniams preparatams reguliariai naudojamiems odontologingje praktikoje: beta
laktamams (blatem, blaskv), metronidazoliui (nim), makrolidams (ermB) (1 lentelé). Nors
odontologijoje tetraciklinai, aminoglikozidai néra daznai naudojami, atsparumo Siems antibiotikams
genus (tetA, tetM, aac(3)lab(aacCl)) istyréme dél jy svarbos bendrosios medicinos kontekste (1
lentelé).

Odontologijoje antibiotikai skiriami ne tik gydyti odontogenines, bet ir neodontogenines
infekcijas. Dar svarbiau, jog daznai antibiotikai yra skiriami profilaktikos tikslais siekiant sumazinti

pooperaciniy vietiniy ir sisteminiy komplikacijy tikimybes, ypatingai imunosupresuotiems ar
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turintiems padidintg infekcinio endokardito rizikg pacientams (51). Mokslinéje literatiiroje aprasoma,
kad dazniausiai odontologijoje yra skiriami antibakteriniai preparatai, kaip amoksicilinas,
amoksicilino su klavulano riig§timi ar metronidazoliu junginiai, metronidazolis, klindamicinas,
eritromicinas, klaritromicinas, azitromicinas ir kiti (51). Deja, per pastargjj deSimtmetj tyrimai apie
Lietuvos gydytojy odontology skiriamus antibiotikus, vartojimo trukme, jy skyrimo indikacijas ir
Kitas tendencijas nebuvo publikuoti.

Visy 55 tyrimo dalyviy seilése atliekant PGR nustatytas bent vienas atsparumo
priesmikrobiniams junginiams genas. Atsparumo antibiotikams genai - blarem ir tetM — aptikti bene
visuose seiliy méginiuose (n=54; 98,2 proc.) (2 pav.). PrieSingai nei Siame tyrime, Brazilijoje atlikta
studija nustaté blatem paplitima tik 16,4 proc. tiriamyjy seilése, 0 blasHv geno nenustaté nei viename
méginyje (24). Tad nors stebimas blarem paplitimo akivaizdus skirtumas tarp tyrimy, tac¢iau blasmv
rezultatai i§ dalies atitinka. Tad jdomu, jog blatem buvo nustatytas beveik visuose méginiuose, o
blasnv tik viename i$ jy (1,6 proc.) (2 pav.). Tokius duomenis patvirtino ir ankstesnis Kim ir kt. (2011)
atliktas tyrimas (78). Koukos ir kt. (2016) apskai¢iavo, kad bendras blatem geno paplitimas tirty 154
graiky burnos mikrobiotoje sieké 71 proc. (77). Tyréjai nustaté, kad geny paplitimo dazniui didesng
jtaka turéjo paimto méginio tipas nei periodonto buklé. Bitent liezuvio nuograndos méginiuose
aptiktas reikSmingai didesnis paplitimas nei vir§danteninio danty apnaso méginiuose (77). Svarbu
prisiminti, kad seilése aptinkami jvairiy burnos niSy mikroorganizmai, o ypatingai liezuvio nugarinio
pavirsiaus ir seiliy mikrobiotos yra panasios, tad tai galéty biiti vienas i$ paaiskinimy, kodél ir seilése
nustatytas toks didelis paplitimas. Koukos ir kt. (2016) ir $io tyrimo blatem geno rezultaty skirtumas
galéjo atsirasti dél skirtingy tyrimo kriterijy, nes $iy autoriy tyrime negaléjo dalyvauti asmenys per
pastaruosius 6 ménesius vartoj¢ antibiotikus. Buvo stebima, jog tiriamyjy, gydyty amoksicilino su
metronidazolio deriniu, mikrobiotoje per du ménesius atspariy amoksicilinui anaerobiniy bakterijy
padermiy padaugéjo, o po 6 ménesiy vél sumazéjo (93). Tokie rezultatai atskleidZia, kad atsparumas
antimikrobinéms didé¢ja vartojant antibiotikus bei iSrySkina vieng i§ priezasCiy, kodé¢l Siame tyrime
gautas didesnis blarem paplitimas. Nepaisant skirtumy, visuose minétuose tyrimuose blarem genas,
koduojantis atsparumg amoksicilinui, buvo labiausiai paplites tarp tiriamyjy, tad galima svarstyti, kad
daznas $io antibakterinio preparato skyrimas pacientams turéjo jtakos geno sklaidai.

Moraes ir kt. (2015) atlikta sistemine apzvalga nurodé, jog atsparumo tetraciklinui tetM geno
didziausias paplitimas nustatytas seilése (sieké 100 proc.), o virSdanteniniame apnase sieké 77,7
proc. (82). Vienas i§ tyrimy nustaté tetM gena 134 i§ 135 (99,3 proc.) tiriamyjy seilése (80). Sie
rezultatai atitinka miisy gautus duomenis, taciau tyrimy apie tetA geno paplitimg burnos mikrobiotoje
triksta, nors tai buvo treias pagal gausumg aptiktas genas seilése (n=41, 74,5 proc.) (2 pav.). Tn916
transpozonas, aptinkamas Streptococcus, Veillonella ir kt. burnos bakterijy gentyse, yra siejamas su

tetM genu, dé¢l mobiliyjy genetiniy elementy horizontali geny pernasa vyksta dar efektyviau ir
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greiciau (67,73). Tad nors sisteminis beta laktamy vartojimas yra tikétinas veiksnys, turintis jtakos
blarem geno paplitimui, prieSingai atsparumo tetraciklinams geny paplitimas gali bti susijes su
kitomis priezastimis, pavyzdziui, $iy geny jgijimu i§ aplinkos ar per maisto granding (94). Beje, rySys
tarp periodonto biklés ir atsparumo tetraciklinams geny paplitimo nebuvo nustatytas ir kituose
tyrimuose (70).

PanaSus paplitimas tiriamyjy seilése nustatytas ermB ir aac(3)lab(aacCl) geny (atitinkamai
18,2 proc. ir 21,8 proc.), pastarasis seiliy mikrobiotoje anks¢iau nebuvo tirtas (2 pav.). Ankstesniuose
tyrimuose ermB genas dazniausiai nustatytas burnoje lyginant su kitais atsparumg makrolidams
koduojanciais genais (80,81). Italijos tyréjy atlikta studija naudojant lizdinés polimerazés grandininés
reakcijos metoda ermB geng aptiko 36,4 proc. tiriamyjy seiliy méginiuose (80). Be to, ermB genas
nustatytas ir suomiy, pranciizy, italy, norvegy seiliy méginiuose (95). Kaip ir tetM, ermB genas daznai
aptinkamas mobiliuosiuose genetiniuose elementuose, vienas i§ jyu — Tn6815 yra siejamas tiek su
ermB, tiek su tetM geny pernasa (73). Tad konjugacijos pagalba Sie genai gali greitai plisti burnos
ertméje tarp jvairiy bakterijy. Komensalinés Streptococcus viridans grupés bakterijos konjugaciniu
budu gali perduoti atsparumg eritromicinui koduojancius genus pagrindiniams Streptococcus
patogenams, tokiems kaip S. pneumoniae, S. pyogenes (81).

IS wvisy tirty atsparumo prieSmikrobiniams junginiams geny vienintelis atsparuma
metronidazoliui koduojantis nim genas nebuvo nustatytas nei viename seiliy méginyje (2 pav.). Kity
studijy duomenimis, Nim genas irgi nebuvo aptiktas nepriklausomai nuo méginio tipo (seilés, liezuvio
nugarinio pavir§iaus nuograndos, podanteninis apnasas) (24,67,77). Tokie rezultatai leidzia galvoti,
kad atsparumas metronidazoliui néra iSplites, taciau antibiotikas bet kokiu atveju turéty buti
atsakingai vartojamas klinikiniame darbe.

Tyrime nagrinéti atsparumo prieSmikrobiniams junginiams genai dazniausiai aptinkami
mobiliuose genetiniuose elementuose. Dél Sios savybés bakterijos pasizymi didesniu horizontalios
geny pernasos greiciu, todel geba efektyviai konjugacijos buidu keistis genais tarp skirtingy bakterijy
padermiy ir lemia atsparumo antimikrobinéms medziagoms plitimg (66). Intl genas, koduojantis
vieng i§ svarbiy atsparumo sklaidai elementy, aptiktas 7 (12,7 proc.) tiriamyjy seilése (3 pav.).
Remiantis literatiira daugelis antimikrobiniy atsparumo geny yra aptinkami anaerobinése bakterijose
(8,83). Skirtingo sunkumo periodonto biiklés buvo lyginamos tarpusavyje, nes periodontitu serganciy
pacienty seilése gausiau aptinkama anaerobiniy bakterijy, dél kuriy gali skirtis atsparumo
antibiotikams paplitimas. Nepaisant to, statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp periodonto buklés ir
nustatyty atsparumo antibiotikams geny paplitimo nerastas, i$skyrus ermB gena, kuris gausiau
aptiktas periodontitu nei gingivitu serganciy tiriamyjy seilése (4 lentel¢). Remiantis kity tyrimy
iSvadomis, periodonto biiklé nedaré reikSmingos jtakos geny paplitimui (24,77). Atsizvelgus ] kitus

tyrimus reikalinga i$nagrinéti daugiau tiriamyjy seiliy, kad galima biity patvirtinti ermB paplitimo

40



ry$j su periodonto sveikatos sutrikimais, nes bendras paplitimas siekiantis tik 18,2 proc. buvo lygintas

trijose grupése.

Tyrimo apribojimai ir rekomendacijos tolimesniems tyrimams

Pirma, periodontologinis iStyrimas vertino tik kraujavima po zondavimo bei periodonto
kiSeniy gylj. Pasirinkus kitokj periodontologinj indeksa galimai buity gauti kitokie nuo jo priklausomi
rezultatai. Optimaly periodontologinj iStyrimg sudaro visy danty jvertinimas, kurio metu zondavimo
gylis ir klinikinio jungties prisitvirtinimo lygis nustatomi SeSiose kiekvieno danties srityse. Dar
tikslesniam diagnozés nustatymui biity naudinga padaryti panoraming rentgeno nuotrauka, kurioje
biity galima jvertinti krastinio kaulo netekimo lygj. Teixeira ir kt. (2020) palygino CPI, modifikuoto
CPI, pilno periodontologinio istyrimo, trijy skirtingy daliniy burnos iStyrimy (angl. partial-mouth
protocols examination) periodonto ligy paplitimo jvertinimo jautrumag (96). Pasak Teixeira (2020)
modifikuotas CPI indeksas buvo praneSesnis nei CPI ir daliniai periodontologiniai iStyrimai (96).
Palyginus CPIm ir pilng periodontologinj iStyrimg nustatyta, jog CPIm indeksu diagnozuojant
gingivitg jautrumas sieké 100 proc., taciau diagnozuojant vidutinio sunkumo ir sunky periodontita
jautrumas sieké 80 proc. (96). Tad nors PSO patvirtinta iStyrimo forma periodonto biikle vertina pagal
modifikuotg CPI indeksg, tai yra labiau epidemiologiniams tyrimams tinkamas iStyrimas, be to,
periodonto buklés jvertinimo tikslumui pagerinti reikalingi ir kiti parametrai, pavyzdziui, Kiekvieno
danties periodonto jungties netekimo lygis, danty paslankumas ir paliavimas po zondavimo. Deja,
nei viename i§ nagrinéty tyrimy nebuvo naudota naujausia 2017 metais JAV periodontology
akademijos ir Europos periodontology federacijos sukurta ir patvirtinta periodonto ligy klasifikacija
(97). Bendras tyrimy, nagrinéjanciy burnos mikrobiotg taikant metagenomo sekvenavima, trikumas
yra vieningy periodontito vertinimo kriterijy nebuvimas ir didelis metodologinis, diagnostinis
kintamumas, kuris sukelia sunkumy interpretuojant ir palyginant skirtingy tyrimy duomenis.
Pavyzdziui, nors daZniausiai yra atlickamas 16S rRNA geno V3 ir V4 sriciy amplikony
sekvenavimas, kai kurie tyrimai pasirinko kitas geno sritis. Taip pat, varijuoja paciy seiliy méginiy
surinkimas, vieni tyrimai nagrinéjo nestimuliuoty, kiti — stimuliuoty seiliy mikrobiotos sudét;.

Kitas tyrimo apribojimas galéty buti tik serganéiy periodonto ligomis pacienty seiliy
mikrobiotos iStyrimas. Ateityje biity naudinga istirti pacienty, turin¢iy sveikus periodonto audinius,
seiliy mikrobiotos sudétj. Tuomet biity galima palyginti seiliy mikrobiotos sudéties skirtumus ne tik
tarp serganciyjy, bet ir tos pacios populiacijos sveiky individy.

Dauguma seiliy méginiy buvo paimta i§ motery, tad tyrimo metu negaléjome palyginti
skirtumy tarp lyties. Taip pat, grupés, sukurtos pagal periodonto biiklés sveikatg, buvo netolygios,

t.y. daugiausiai tiriamyjy sirgo gingivitu, o maziausiai turéjo 6 mm ir gilesnes periodonto kisenes. Be
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to, apklausiant pacientus apie rilkyma, jeigu meté rukyti, biity tikslinga surinkti ir informacijg kiek
laiko neberiiko.

Tiriant atsparumo prieSmikrobiniams preparatams genus PGR metodu turé¢jome neigiamag
kontroling grupe, taciau teigiamos kontrolés nebuvo. Tiriamieji nebuvo apklausti apie paskutinius
vartotus antibakterinius vaistus, todél nebuvo galimybés ] tirtamyjy atrankos kriterijus jtraukti
antibiotiky nevartojimo laikotarpio, kuris remiantis duomenimis geriausiai blity 6 ménesiai (93).
Neseniai vartoti antibiotikai galéjo padidinti atsparumo geny paplitimg tirtuose méginiuose. Taip pat,
darbas laboratorijoje (nuo genominés DNR i$skyrimo) uztruko ilgiau nei metus. Nors ir laikant
genetine medZiagg pagal rekomendacijas - 20°C temperatiiroje, DNR §varumas ir koncentracija laikui
bégant prastéja ir sukelia sunkumus atliekant PGR.

Tiek atsparumo antibiotikams geny paplitimas, tieck burnos mikrobiotos analizé buvo
pagrijstos nedideliu méginiy skaiiumi, o tai apriboja galimybes pateikti rekomendacijas ir tikslias
iSvadas. D¢l Sios priezasties reikalingi tolimesni tyrimai su didesne imtimi, kurie padéty jgyti
visapusiska supratimg apie lietuviy seiliy mikrobiotos ypatumus bei atsparumo prieSmikrobiniams

preparatams geny paplitima.

5. INTERESU KONFLIKTAI

Autoriui interesy konflikto nebuvo.

6. ISVADOS

1. Metagenomo sekvenavimas atskleide, jog visy tiriamyjy vir§ 94 proc. seiliy mikrobiotos,
nepriklausomai nuo periodonto sveikatos biiklés, sudaré 5 pagrindiniai filogenetiniai bakterijy
tipai: Firmicutes, Bacteroidota, Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteriota.

2. Pacienty, turinCiy gilesnes nei 4 mm periodonto kiSenes, seilése nustatytas didesnis
obligatiniy anaerobiniy bakterijy genéiy, tokiy kaip Porphyromonas, Treponema, Filifactor
santykinis gausumas palyginus su gingivitu serganciyjy seilémis. Pacienty, serganciy
gingivitu, seilése lyginant su turiniais gilesnes periodonto kiSenes aptiktas didesnis
santykinis kiekis bakterijy genciy: Actinomyces, Neisseria, Leptotrichia - siejamy su sveikais
periodonto audiniais.

3. Blarem, tetA ir tetM genai dominavo tiriamyjy seilése, o atsparumg metronidazoliui

koduojantis genas neaptiktas nei viename méginyje.
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4. Atsparumo prieSmikrobiniams junginiams geny paplitimas nepriklausé nuo tiriamyjy
periodonto btklés, i§skyrus ermB genas statistiSkai reikSmingai daZzniau aptiktas pacienty,

turin¢iy 4-5 mm periodonto kiSenes, seilése.

PADEKA

Nuosirdziai dékoju mano baigiamojo darbo vadovei prof. Alinai Piirienei uz skirtg laika,

patarimus rasant baigiamajj magistro darba bei palaikyma, paskatinimg ir démesj viso proceso

metu. Nuosirdziai dékoju prof. Eglei Lastauskienei uz suteiktas mikrobiologijos srities Zinias bei

ripestingg pagalbg atlickant mokslinj darbg. Esu labai dékinga uz Jiisy skirtg laikg, patarimus,

palaikymag ir supratimg mokymosi kelyje. NuosirdZiai dékoju dr. Indrei Stankevicienei uz suteikta

galimybe prisijungti prie mokslinio tyrimo bei pagalbag ir pasidalinima Ziniomis raSant baigiamajj
darbg. Ac¢it VU GMC mikrobiologijos laboratorijoje dirbantiems doktorantams bei studentams uz

patarimus ir pagalba atliekant laboratorinius tyrimus.
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