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SLOVAR:

Vrstna bogatost (angl. richness) — mera Stevilénosti vrst,
kier preStejemo Stevilo vseh razli¢nih vrst, ki smo jih
dolodili v nekem okolju,

Vrstna raznolikost (angl. diversity) — mera raznolikosti vrst
Kjer se uposteva tudi kakSna je pogostost osebkov do-
loCene vrste. To pomeni, Ce je v dveh okoljih enako
Stevilo bioloSkih vrst in so v enem izmed teh dveh okolij
osebki enakomerno razporejeni po vrstah, je v tem
okolju vedja vrstna raznolikost kot v drugem okolju,
kjer je osebkov ene vrste veC kot drugih,

Patobiont — komenzalen mikroorganizem, ki ali v doloCenih
pogojih povzro¢a bolezen ali pa ustvari pogoje, da se
lahko razvije bolezen,

Disbioza — stanje mikrobne zdruzbe pri Cloveku, ki vpliva
na gostitelja tako, da v nekem doloCenem Casu privede
do bolezenskega stanja v gostitelju,

NiSa — okolje, ki s svojimi fizikalno kemijskimi (temperatura,
pH, koncentracija snovi itd.), ekoloSkimi (medvrstna
razmerja kot so to tekmovalnost, simbioza itd.), biolo-
Skimi (sposobnost razgradnje doloCenih snovi, hitrost
rasti v doloc¢enih fizikalno kemijskih razmerah itd.) pa-
rametri doloCi kateri organizmi bodo lahko to okolje
zavzeli in v njem uspevali,
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POVZETEK

Cloveski mikrobiom ustne votline je v zelo ob&utljivem
odnosu z imunskim sistemom gostitelja. Pri zdravi po-
pulaciji mikrobiom ustne votline sestavljajo normalne
bakterijske skupine skupaj z majhnimi koli¢inami po-
tencialno patogenih bakterij. Sestava zdravega mi-
krobioma ustne votline je specificna za dolocene sta-
rostne skupine in ni povezana z vrsto spola.
Dejavniki, kot so nezdrava hrana, kajenje, slaba ustna
higiena ali genetska predispozicija lahko porusijo zdrav
mikrobiom in lahko tvorijo disbiotiéno zdruzbo. Ceprav
vrstna sestava in delovanje mikrobnih biofilmov v ustih
vplivata na prognozo dveh znanih bolezni, kariesa in
paradontalne bolezni, lahko pripisujemo njune vplive
tudi na razvoj drugih bolezni, kot so artritis, kardiova-
skularne bolezni ter rast in razvoja ploda.

Trenutno vemo veliko o strukturi zdruzbe in prostorski
porazdelitvi mikroorganizmov v ustnem ekosistemu,
vendar manjkajo mehanisti¢ne studije interakcij z go-
stiteliem, kar lahko vodi do razvoja ucinkovitih pristo-
pov zdravljenja bolezni, ki jih povzrocajo mikrobi v
ustni votlini.

KLJUCNE BESEDE:
probioti¢ne bakterije, paradontalna bolezen, karies,
patobiont, biofilm

ABSTRACT

Human oral microbiom is in a very fragile interaction
with host immune system. In healthy population is
composed of normal bacterial groups together with
small amounts of potentially pathogenic bacteria.
Such healthy oral microbiome is more similar be-
tween the same age groups within the population
and it is not affected with the sex type.
"Catastrophic" events such as unhealthy food in-
take, smoking, bad oral hygiene or genetic predis-
position can disrupt healthy microbiome and can
form dysbiotic community. Although the oral micro-
bial biofilm structure affect prognosis of two well
known diseases, carries and periodontal disease,
it can also attribute to the development of arthritis,
cardiovascular diseases as well as growth and de-
velopment of embryo.

Currently we know a lot about the community struc-
ture and spatial distribution of microorganisms in
the oral ecosystem, but we miss mechanistic stud-
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ies of interactions with hosts, which can lead to
development of effective treatments for common
diseases.

KEY WORDS:
probiotic bacteria, periodontal disease, caries,
pathobiont, biofilm

Osnovni mikrobiom (ang. core microbiome) — del mikrobne
zdruzbe posameznika, ki je prisoten pri vseh analiziranih
okoljih (predel na osebku npr. zobje, dlesni, koza) ozi-
roma celih osebkih,

Holomikrobiom — vsi mikrobi skupaj, ki smo jih dolodili v
vseh okoljih oz. pri vseh osebah,

Receptor - mesto na povrSini celice na katerega se vezejo
razli¢ne snovi vkljuéno molekule na povrsini drugih celic
in vplivajo na medceli¢no povezavo kot tudi na med-
celicno komunikacijo,

Sev - podvrsta doloCene vrste, kiima lahko zelo drugacne
lastnosti kot drug sev iste vrste. Npr. eden sev je lahko
patogen za razliko od drugega, pa Ceprav sta oba pri-
padnika iste vrste,

Normalna mikrobiota - del indigene zdruzbe, ki predstavija
skupine mikroorganizmov, ki so prisotne v velikem Ste-
vilu pri razli¢nih osebkih iste populacije,

Indigena zdruzba - zdruzba sestavljena iz mikrobov, ki so
evolucijsko povezani z gostiteljem (avtohtoni mikrobi),
normalno mikrobioto in patogenimi mikrobi.

uvoD

Ustni mikrobiom je sestavlien iz zelo velikega Stevila razlicnih
mikroorganizmov in je tudi eden izmed najbolj preucenih
¢loveskih mikrobiomov, predvsem zaradi enostavnosti vzor-
¢enja in dostopnosti do vzorénega mesta. MogocCe ravno
zaradi tega so bile zobne obloge Ze pred ve¢ kot 300 leti
vir iz katerega je van Leeuwenhoek, ki ga Stejemo za oCeta
mikrobiologije, pridobil prve mikroorganizme, jin je opazoval
s svojim primitivnim mikroskopom, opisal njihove oblike
ter nacine gibanja.

Velika raznolikost mikrobioma ustne votline je v veliki meri
posledica izredno razlicnih pogojev v ustih. Ti pogoji so
predvsem: razli¢ne lastnosti povrSin na katere se pritrjajo
mikroorganizmi (npr. zobje, dlesni, sluznice, jezik), stalno
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odplavijanje in mesanije celic planktonskih mikroorganizmov
s tokom sline, vnasanje razli¢éne hrane ter poveCevanje do-
stopnosti hranil med in po hranjenju zaradi mehanskega in
encimskega delovanja gostitelja. Poleg tega tudi spre-
membe temperature ob pitju tople in mrzle pijace vplivajo
na prezivetje enih in propad drugih mikrobov. S tem se vrSi
selekcija v prid tak3nih, ki lahko te stresne pogoje prezivijo.
Ne smemo tudi zanemariti vpliva prisotnosti mikrobov v
hrani in pijaci, ki prihaja v ustno votlino, saj lahko ti mikrobi
vplivajo na lokalni imunski odziv in posredno tudi na to, ali
bo v ustih ve¢ ali manj razli¢nih mikrobov. Sama prisotnost
mikrobov pa ne pomeni, da so ti tudi aktivni, na kar vplivajo
tudi zgoraj nasteti fizikalno kemijski in ekoloski parametri.
Danes vemo, da mikrobi v ustih lahko zivijo suspendirano v
tekoCinah, slini ali pa so pritrieni na zobe, dlesni, bukalno
sluznico ali jezik in tvorijo biofilme, ki so sestavljeni iz razlicnin
vrst in sevov mikroorganizmov. Za razumevanje tega eko-
sistema je potrebno dodati, tudi dve bioloski komponenti,
na eni strani gostitelja, ki s svojim imunskim odzivom stalno
nadzoruje rast mikroboy, in na drugi strani znacilnosti se-
stave mikrobne zdruzbe, ki omogoca stalno interakcijo med
mikrobi na razlicnih ravneh, kot npr. ustvarjanje anaerobnih
ni§, izmenjava hranil in sprejemnikov elektronov dihalne ve-
rige, tvorbo protimikrobnih substanc ter snovi za aktivacijo
sistemov za zaznavanje celiCne gostote, ki lahko delujejo
znotraj ene vrste ali medvrstno, in nenazadnje tudi izposta-
vljanje razli¢nih receptorjev na povrsini, ki omogocajo pro-
storsko ureditev razliénih mikrobnih celic in vzpostavitev
koncne fizikalne in vrstne strukture biofilma. Mikrobi lahko
med seboj komunicirajo kemijsko z razli€nimi substancami,
ki jin izloCajo, tvorijo protimikrobne susbtance in s tem pre-
preCujejo razraS¢anje drugih mikrobov, s svojim delovanjem
spreminjajo lokalni pH, koli¢ino kisika in dostopnost hranil,
s Cimer ustvarjajo mikrookolja. Nenazadnje tudi same mi-
krobne celice s svojimi receptorji vplivajo na to, kakSno bo
zaporedje vezave drugih mikroorganizmov, kako trdno se
bodo celice med seboj vezale in s tem regulirajo, kaksen fi-
zikalno trden in vrstno raznolik bo na koncu biofilm.

CLOVESKI MIKROBIOM
USTNE VOTLINE

2.1 SESTAVA

Ceprav je ustni mikrobiom izpostavijen Stevilnim dejavnikom
in je eden najbolj dinamicnih, tako po sestavi kot tudi aktiv-
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nosti, zaradi Stevilnih vplivov iz zunanjega okolja, pa se po
vrstni sestavi zelo dobro lo¢i od ostalih mikrobiomov v in
na ¢loveku (1). Lo¢imo lahko jedro 0z. osnovni mikrobiom,
iz le nekaj rodov, in pa holomikrobiom, ki ga sestavlja od
okoli 600 do 2000 razli¢nih filotipov (2). Pri tem je bilo ugo-
tovljeno, da vsako podrocje v ustni votlini vsebuje razli¢ne
mikrobe, ki se spreminjajo v Casovnih intervalih, kar kaze,
da je sestava zdruzbe v ustni votlini niSno pogojena (3).
Koli¢ina patogenih bakterij v slini je pogojena tudi z vrstno
raznolikostjo, saj vecja kot je raznolikost, vecja je zastopa-
nost patogenih mikrobov (4). V grobem lahko re€emo, da
debla bakterij kot so Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroi-
detes bolj prevladujejo v slini, Proteobacteria, Firmicutes,
Fusobacteria, Bacteroidetes v zobnih oblogah in Firmicutes
ter Proteobacteria predstavijajo vec kot 90 % vseh mikro-
organizmov zivecih na bukalni sluznici.

S starostjo se spreminja tudi zdruzba mikrobov v ustni vot-
lini. Pri novorojenckih previadujejo bakterije iz debla Firmi-
cutes in pri starejSih ljudeh iz debla Proteobacteria. Ob
rojstvu je ustna votlina kolonizirana z bakterijami iz debel
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Firmicutes
in Bacteroidetes, pri Cemer so sicer prisotne tudi bakterije
iz rodov Lactobacillus, Prevotella, Sneathia, Staphylococ-
cus, Corynebacterium in Propionibacterium, ampak so bolj
redke. Pri novorojenckih so pogoste bakterije iz rodov
Streptococcus, Gamella, in Granulicatella. Pri novorojenckih
je 50 % prisotnost bakterij iz debla Spirochaetes, katerih
delez se pri starejSih povecuije (4). Glede na vse te izsledke,
lahko re¢emo, da so si mikrobiomi enako starih ljudi med
seboj bolj podobni kot med posamezniki razli¢nih generacij.
Ce analiziramo razliéne predele ustne votline so v zobnem
plaku med razli¢nimi osebami prisotne le bakterije iz rodov
Streptococcus, Derxia, Fusobacterium, Capnocytophaga,
Granulicatella, Eikinella, Prevotella. Ce primerjamo sestavo
mikrobioma ustne votline med razlicnimi osebki vidimo, da
S0 samo bakterije rodu Streptococcus prisotne tako v slini
kot tudi na bukalni sluznici. Med razli¢nimi generacijami so
skupni le Streptococcus, Neisseria, Capnocytophaga, Gra-
nulicatella, Prevotella, Rothia, Bergeyella, Gemella, Porhy-
romonas izmed vec kot 32 razlicnih rodov (4).

Skoraj od samega zacetka, takoj po rojstvu, pa so na ra-
Zli¢nih predelih v ustni votlini prisotne tudi bakterije iz rodov,
ki imajo patogene predstavnike. Najmanj je le-teh pri no-
vorojenckih in najve¢ pri ljudeh s stalnimi zobmi in pri sta-
rejSih ljudeh.

V razlicnih predelih ustne votline kot tudi pri razlicno starih
skupinah ljudi, se jedrni (core) mikrobiom zelo razlikuje tudi
po vrstni bogatosti. Tako je najmanjsi jedrni (core) mikro-
biom v slini in sluznicah pri novorojenckih, saj je le-ta zelo

ALI STE VEDELI?

e | judje smo se s svojimi mikrobnimi prijatelji razvijali
1,5 milijone let in smo ustvarili zelo tesne povezave.
Te medsebojne relacije med nami in mikrobi so tako
pomembne, da s svojimi simbiotskimi mikrobi tvo-
rimo t.i. superorganizem oz. holobiont.

nedefiniran in slabo kontroliran z imunskim sistemom. Zelo
velik pa na zobeh starejsih oseb (Slika 1). Pri tem je najvecja
raznolikost bakterij v slini (5) ali v zobnih oblogah (4) in naj-
manj$a na bukalni sluznici. Na bukalni sluznici se pojavija
veC podobnih bakterijskih filogenetskih skupin z zobnimi
oblogami kot pa s slino in jezikom med razli¢nimi staros-
tnimi skupinami pri ¢emer pa razlik med spoloma ni mo-
goce dolociti (4).

Pri novorojenckih je mikrobiom v slini izredno nestabilen in
je sestavljen predvsem iz bakterij iz rodov Gamella in Gra-
nulicatella ter Streptococcus. S pojavom milecnih zob se
sestava zdruzbe v slini bolj ustali. Najbolj so odvisne od
prisotnosti mlecnih zob bakterije iz rodu Abiotrophia, ki se
pojavijo tako v slini kot tudi v zobnih oblogah pri starostnih
skupinah, ki imajo mleCne zobe, in izginejo s pojavljanjem
stalnih zob (4).

Na vrstno sestavo mikrobiote ustne votline mo¢no vpliva
tudi na kakSen nacin se otrok rodi. Tako je bilo opisano,
da otrok, ki se rodi skozi porodni kanal ima v ustih v prvih
3 mesecih ve¢ razlicnih filotipov kot otrok, ki se je rodil s
carskim rezom (6). Pri slednjih ve¢ina mikrobov, ki so pri-
sotni v ustih, izvira iz koZzne mikrobne zdruzbe, s previadu-
joCo bakterijo Slackia exigua, ki je pogosto prisotna pri in-
fekcijah zobnega kanala, paradontalnih obolenjih in razliénih
abscesih (6, 7).

Glede na dosedanje izsledke lahko reCemo, da so pred-
stavniki zdrave ustne zdruzbe v slini predvsem:
Streptococcus  mitis,  Streptococcus  salivarius,
Granulicatella adiacens, Neisseria flavescens, Rothia
mucilaginosa in Prevotella melaninogenica. Pri tem pa v
slini najdemo pri zdravih ljudeh tudi patogene bakterije kot
npr. Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia, Treponema denticola, Filifactor alocis,
kot tudi karies povzroCajoCe bakterije vkljucno z bakterijo
vrste Streptococcus mutans (8).

V zobnem biofimu previadujejo bakterije iz debel Firmicu-
tes, Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, and Pro-
teobacteria med katerimi pa so najbolj zastopani rodovi
Actinomyces, Prevotella, Streptococcus, Fusobacterium,
Leptotrichia, Corynebacterium, Veillonella, Rothia, Capno-
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Slika 1. Velikost osnovnega mikrobioma in prisotnost patobiontov v ustih pri osebah pripadajocih razli¢nim starostnim skupinam. Velikost
krogov prikazuje relativno velikost jedrnega mikrobioma. Napisani so le rodovi, ki so potencialno patogeni pri velikih jedrnih mikrobiomih in vsi
rodovi pri malih. Z rdec¢imi &rkami so oznaceni patobionti ustne votline.

Figure 1. The size of the core microbiome and the presence of pathobionts in the oral cavity in different age groups. The size of the
circles shows the relative size of the core microbial. Only genera that are potentially pathogenic in large core microbiomes and all genera in
small core microbiomes are written. In the red letters, the pathobionts of the oral cavity are marked.
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cytophaga, Selenomonas, Treponema in TM7 1 in 5 (5).
Ob nastanku zgodnjega zobnega plaka pa je znacilna pri-
sotnost bakterija Fusobacterium nucleatum. V slini kot tudi
na bukalni sluznici so znacilne predvsem bakterije iz debla
Firmicutes. Zdruzbe bakterij v izoblikovanih zobnih oblogah
SO sestavljene iz enakomerno zastopanih skupin bakterij.
Razvoj mikrobne zdruzbe v ustih je odvisen tudi od koli€ine
sline, ki se izlo¢a. Pri posameznikih z manj sline se mi-
krobna zdruZba spreminja v zdruzbo, ki je znacilna za
karies (kariogeno), ki ima sposobnost znizevanja pH s po-
mocjo nastanka fermentativnih porduktov metabolizma v
biofilmih na povrsSini zob (9). Poveca se Stevilo bakterij Ca-
tonella sp., S. mutans, Lactobacillus fermentum, Scardovia
wiggsiae, razlicni sevi vrste Atopobium parvulum in Veillo-
nella spp. Kot tudi bakterije, ki so povezane s slabo ustno
higieno Megasphaera sp. in Oribacterium spp.
Pomembno je tudi vedeti, da razlicne vrste zob kot tudi
razli¢ne strani (povrsine) istega zoba kolonizirajo razli¢ne
bakterije (9), saj je kolonizacija zob pogojena s tem kje se
nahajajo. Tako je vecinoma kolonizacija bukalnih delov zob
bolj podobna kolonizaciji bukalne sluznice in kolonizacija
povrsine spodnjih zadnjih delov sekalcev bolj podobna mi-
krobiomu jezika (9).

Pri tem pa ne smemo zanemariti, da veliko mikroorganiz-
mov pride v ustno votlino tudi s hrano. Le-ti predstavijajo
prehodne mikrobe, ki v ustni votlini ne uspevajo.

2.2. KOLONIZACIJA

NajveC je znanega o kolonizaciji povrsSine zob in znatno
manj o kolonizaciji sluznic v ustni votlini. Kolonizacija zoba
se pri¢ne najprej z vezavo razli¢nih proteinov, dolgoveriznih
ogliikohidratov in glikoproteinov (npr. gp340, aglutinini, mu-
cini) (10). Najvecjo potentnost za vezavo imajo mikrobi iz
rodu Streptococcus (npr. S. mitis), ki se lahko s svojimi re-
ceptorji dobro pritrdijo na npr. gp340, a-amilazo, imuno-
globuline, fibronektin, laktoferrin in a2-makroglobulin (11).
Bakterije iz rodu Streptococcus (S. sanguinis, S. oralis, in
S. mitis biovar 1) primarno poseljujejo zobno sklenino v
prvih 4 urah po izpostavitvi oc¢is¢ene zobne povrsine. Te
skupine bakterij se zelo dobro povezujejo z bakterijami iz
rodu Actinomyces (slika 2, stopnja 1), ki pri¢nejo poselje-
vanje nastalega primarnega streptokoknega biofilma po 4
urah do nekje 8 ur (12). Temu pa sledijo bakterije iz rodov
Vaillonella ter Neisseria (slika 2, stopnja 2). TakSen biofim
ni Se dosegel zrele strukturne in vrstne sestave in se v
njem zelo redko pojavijajo potencialno patogeni mikrobi
kot so to npr. Tannerella forsythensis (v starejsi literaturi
Bacteroides forsythus), Porphyromonas gingivalis in Tre-

ponema denticola kot tudi Aggregatibacter (v starejSi lite-
raturi Actinobacillus) actinomycetemcomitans (13) (slika 2,
stopnje 3 do 6) za razliko od zrelega biofima v katem pa
se mnozitno razrasCajo patogeni mikroorganizmi. 1z zrelega
biofilma se najraje odluscijo celice streptokokov, ki lahko
na novi povrsini ponovno pricnejo s kolonizacijo.
Principi medsebojne kompeticije tudi v zobnem biofilmu
mocno vplivajo na uspesnost vzpostavitve biofilma. Mikrobi
lahko naseljujejo povrSine posamic tj. kot posamezne ce-
lice, pri Cemer pa morajo biti pogoji ustrezni, da lahko ta
bakterija raste in se deli. Glede na okoljske pogoje v na
novo vzpostavljieni mikrobni povrSini, je uspesnost koloni-
zacije vsekakor vecja, ¢e se pritrdijo na povrsine skupki
razlicnih bakterij, ki se med seboj metabolno dopolnjujejo.
Za nastanek tovrstnih skupkov, pa je izrednega pomena
izpostavitev razli¢nih receptorjev na povrsini. Glede na re-
ceptorje in fizikalne interakcije med bakterijskimi celicami,
najbolj pogosto opazimo skupke celic, ki vsebujejo bakteriji
vrste S. gordonii in P gingivalis, ki med seboj sodelujejo
tudi na nivoju komunikacije s signalnimi molekulami, kar
omogodi uspesno kolonizacijo. Za razliko, Ce se bakterija
vrste P gingivalis poveze z bakterijo vrste S. cristatus, se
ne inducirajo geni za tvorbo pritrievalnega aparata pri P
gingivalis in biofilm, ki nastane, ni trden (14, 15). Podobno
lahko vpliva tudi avtoinduktivni medvrstni sistem Al2, ki
omogocaA. oris rast, Ce je le-ta prisotna skupaj z bakterijo
S. oralis. Podobno koagregirajo tudi bakterije A. actino-
mycetemcomitans z Veillonella sp. in F. nucleatum. Pri tem
pa je znano, da le celice A. actinomycetemcomitans vse-
bujejo homolog Al2 transporterskega sistema IsrB in se
lanko odzivajo na Al2 signal, ki stimulira nadaljnje bioke-
mijske procese za pripravo celic za tvorbo biofima (16,
17).
Glede na dosedanje poznavanje razvoja biofilmov lahko
nastanek biofilma na zobni povrsini pogojujejo naslednji
principi ki so po vsej verjetnosti med seboj povezani:
1. koagregacija celic, ki omogocCa tesno interakcijo med
razlicnimi celicami in hiter preklop iz planktonskega v
sesilni nacin zivljenja,
. znotraj vrstno in medvrstno pritrievanje celic,
3. metabolna skloplienost razli¢nih celic, ki pogojujejo pri-
sotnost metabolitov in dostopnost kisika ter tvorbo nis,
4. medvrstna celi¢na komunikacija, ki stimulira prepis ge-
nov za izgradnjo povrsinskih receptorjev in s tem uspes-
nejso kolonizacijo,
5. interakcija z gostiteljevim imunskim sistemom, ki lahko
povzroCi lokalni imunski odziv.
Vseh 5 principov omogoci nastanek zobnega plaka z zna-
¢ilno radialno strukturo, ki temelji na streptokokih, ki so

N
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Slika 2. Stopnje kolonizacije zobne povrsine s strani mikroorganizmov.
Figure 2. Stages of the colonisation by microorganisms of the exposed tooth surface
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kot prvi kolonizatorji povrSine in omogocajo nadaljnjo ko-
lonizacijo razli¢nih vrst in s tem vzpostavitev nis (18). Izgled
taksne radialne strukture ustvarijo korinebakterije (Slika 3).
Tovrstne interakcije so bile opisane in na podlagi zgora;
opisanih sukcesij biofima so ugotovili, kako so med seboj
razlicne bakterijske celice kompatibilne zaradi izrazanja in
izpostavitve ustreznih receptorjev na povrsini celic. Klju-
¢nega pomena za vecjo kolonizacijo patobiontov je inte-
rakcija razli¢nih bakterijsih celic s celicami vrste Fusobac-

terium nucleatum, ki se lahko s svojimi receptorji na povrsini
kot tudi z razli¢nimi adhezini povezuje z najve¢ razlicnimi
mikroorganizmi (Slika 4) (19).

Tako kot je pogojena tvorba biofilma s tem kako se med
seboj povezuijejo razlicne bakterijske celice, so mozni tudi
negativni uCinki med bakterijskimi celicami, kjer ena celica
okupira na povrsini izpostavljene receptorje in prepreci ve-
zavo drugi. To imenujemo kompeticijska izkljucitev in pred-
stavlja potencialni terapevtski pristop z na¢inom kolonizacije
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Slika 3. Radialna struktura razvitega biofilma na zobni povrsini. Taksna struktura je pogojena z razrastjo bakterij iz rodi Corynebacterium. V
vsakem predelu taksnega biofilma se lahko vrsijo razlicni metabolni procesi zaradi prisotnosti razlicnih hranil kot tudi spremembi redoks
potenciala (prirejeno po Welch, J. L. M., Rossetti, B. J., Rieken, C. W., Dewhirst, F. E., & Borisy, G. G. (2016). Biogeography of a human oral
microbiome at the micron scale. Proceedings of the National Academy of Sciences, 113(6), E791-E800.).

Figure 3. Radlal structure of the developed biofilm on the tooth surface. Such a structure is dependant on the presence and growth of
bacteria beloning genus Corynebacterium. In each region of such a biofilm, different metabolic processes can be performed due to the
presence of various nutrients as well as the differences in the redox potential (adapted according to Welch, J. L. M., Rossetti, B. J., Rieken,
C. W., Dewhirst, F. E., & Borisy, G. G. (2016). Biogeography of a human oral microbiome at the micron scale. Proceedings of the National

Academy of Sciences, 113(6), E791-E800.).
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Slika 4. Medsebojna prostorska razporeditev bakterijskih celic. Razporeditev ni odvisna samo od nisnih pogojev (npr. slika 3), ampak tudi
od potencialnih variant vezav med razlicnimi mikrobnimi celicami (prirejeno po Kolenbrander, P E., & London, J. (1993). Adhere today, here

tomorrow: oral bacterial adherence. Journal of bacteriology, 175(11), 3247).
Figure 4. Spatial distribution of bacterial cells. The arrangement does not depend only on niche conditions (eg Figure 3), but also on

potential variants of binding between different microbial cells (addapted according to Kolenbrander, P. E., & London, J. (1993). Adhere today,
here tomorrow: oral bacterial adherence. Journal of bacteriology, 175(11), 3247).
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ALI STE VEDELI?

e Ker so rezultati relacij med mikrobi in gostiteliem
lahko patoloske spremembe v ustni votlini, smo v
Sloveniji razvili molekularne metode in analiticne pri-
stope, ki omogocajo analizo sestave celotnega mi-
krobioma ustne votline vedjega Stevila posameznikov
v samo dveh dneh. TakSen pristop nam omogoca
poglobliene raziskave in predvsem razvoj ustrezne
diagnostike posameznikov.

zobne povrsine z inhibitornimi bakterijskimi celicami kar
imenujemo Eco — Evo princip delovanja (20) .

Danes je v mikrobioloski znanosti centralna dogma taksna,
da temelji kolonizacija, rast in delitev mikroorganizmov na
tem, da so pogoji ustrezni in zagotavljajo nastanek nis, kar
imenujemo niSna hipoteza. Pri tem pa je nezanemarljiva
diametralno nasprotna nevtralna hipoteza, ki pa v osnovi
temelji na imigraciji in emigraciji mikroorganizmov v sistem,
ki ga opazujemo. Pri tem je pomembno, kako so mikrobi
aktivni, kaj proizvajajo oz. kaj razgrajujejo, kako hitro rastejo
in kako hitro gredo skozi opazovani sistem. Tako lahko
doloCeni mikrobi, ki prihajajo v ustni ekosistem, gredo le
skozenj in niso aktivni (npr. paraprobiotiki (21)), ampak s
svojimi povrSinskimi receptorii, izloCenimi encimi in proti-
mikrobnimi susbtancami (postbiotiki (22)) vplivajo na prave
kolonizatorje kot tudi na imunski sistem. Kako ti mikrobi
vplivajo na mikrobni ekosistem v ustni votlini kot tudi drugje
na/v CloveSkem telesu pa je za enkrat Se povsem neznano.
Ne glede na obe hipotezi, je znacilno, da se po kakrsnem
koli posegu v mikrobno zdruzbo v ustni votlini le-ta povrne
v zdruzbo v 90 % prvotne sestave, vendar le pri nekadilcih
v nasprotju s kadilci (23), zato so kadilci bolj podvrzeni
obolenju obzobnih tkiv kot nekadilci.

NASTANEK BOLEZNI

Labilen in dinamiCen odnos med razli¢nimi mikroorganizmi
v ustnem mikrobiomu, imunskim sistemom in okoljskimi
parametri vplivajo na to, kako se bo nastajajoci biofilm
zgradil. Poleg tega je nastanek bolezni pogojen ne samo z
vrstno sestavo, ampak tudi kateri sevi so prisotni. Tako
ima lahko posameznik v svojem mikrobiomu patobionte,
ampak ne bo nikoli razvil katere izmed bolezni zob in ob-
zobnih tkiv. Za razvoj bolezni je znacgilino, da se iz simbiot-

skega razmerja zaradi doloCenega okoljskega dejavnika
(npr. prehrana, zmanjsan imunski odziv, kajenje itd.), mo-
¢no razmnozi patogeni del zdruzbe, ki pa je v manjSih ko-
licinah prisoten tudi pri popolnoma zdravih ljudeh (24, 25).
Razlikujemo lahko vplive mikrobioma direktno na nastanek
bolezni v ustih kot npr. karies in paradontalna bolezen, ter
bolezni, ki nastanejo zaradi vdora mikroorgnizmov v kri, ali
pa zaradi inerakcij z imunskim sistemom in vplivom na na-
stanek bolezni drugje v organizmu kot npr. razvoj artritisa.
Disbioti¢ni mikrobiom ustne votline tako predstavlja pove-
Cano tveganje za nastanek bolezni kot so rakava obolenja,
diabetes mellitus tipa 2, sréno zilne bolezni, bakteriemija,
in prezgodnji porod ter rojstvo novorojenckov z manjSo
porodno tezo (zbrano v 25).

3.1. KARIES IN PARODONTALNA
BOLEZEN — MIKROBNI VIDIK

Na splosno bi lahko rekli, da je nastanek kariesa posredo-
van z mikrobno zdruzbo, ki omogo&a nastanek kislega pH
v ustni votlini in parodontalna bolezen kadar je ta zdruzba
usmerjena v nastanek zvisanega pH v ustni votlini. Kisli pH
je posledica produktov fermentacije ogljikovih hidratov (lak-
tat, acetat, format) in baziCen zaradi razgradnje proteinov
(nastajanje aminov iz proteinov in amonijevega iona iz uree).
Velika razlika med tema dvema boleznima je tudi v tem,
da se pri bolnikih s kariesom mikrobna raznolikost zmanjsa,
pri ¢emer se pri parodontalni bolezni poveca (26). Vrstna
sestava se v primeru nastajanja kariesa spremeni, saj se
poveca Stevilo mutans streptokokov in laktobacilov kar pa
pri zdravih ljudeh tega ne zaznavamo. Pri zdravih ljudeh
S0 odsotne bakterije skupine mutans in so od streptokokov
normalno prisotni le bakterije vrst S. gordonii in S. mitis
27).

V primeru parodontalne bolezni se ob nastanku obseznega
plaka tvorijo anaerobne nise. Sama prisotnost biofilma in
nastanek gingivitisa Se ne pomeni zaCetek stanja, ki pahne
mikrobno zdruzbo iz simbiotske v disbioti¢no. Predvideva
se, da nastanek obseznih anaerobnih nis v subgingivalnem
predelu, povecan imunski odziv, povecan tok subgingi-
valne tekodine bogate s proteini, kar omogoci razrast mi-
krobov s proteoliti€no aktivnostjo in povzro¢i nastanek
"spirale”, ki vodi v obseznejSa vnetja (28). Danes vemo,
da obstaja ve¢ skupin bakterij, ki jih razdelimo po kom-
pleksih od vijolicnega do rdeCega in ki imajo pomembno
vlogo v razvoju parodontalne bolezni. Med najbolj znanimi
patobionti, ki so moc¢no vpleteni v nastanek parodontalne
bolezni so P, gingivalis, Tannerella forsythia in Treponema
denticola. Kljub temu, da ni jasne povezave z nastankom
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bolezeni, pa je njihova skupna lastnost ta, da zelo uspesno
zavirajo gostiteliev imunski odziv (29). Ta trditev je pod-
krepliena na podlagi analiz mikroorganizmov invazivne pa-
rodontalne bolezni. To obliko bolezni je mo¢ pripisati eni
vrsti bakterije A. actinomycetemcomitans sev JP2 in s
tem se poenostavi kompleksnost delovanja razli¢nih bak-
terij v biofilmu. Ta sev ima moc¢no povecan prepis gena za
leukotoksin, ker ima delecijo promotorja in s tem vpliva
na imunski odziv v obzobnem tkivu (periodontiju) (29). Po-
leg tega so tovrstni invazivni tipi bakterij sposobni tudi za-
virati komplement z izloCanjem gingipaina skupaj s karili-
zinom ali interpainom A (30).

RAZISKAVE V SLOVENIJI

Ustna votlina zdravih posameznikov, ki Se niso imeli zobo-
zdravstvenih posegov, nimajo prisotnega kariesa in ne ka-
zejo nikakrsnih simptomov obolenja, je dober vir probioto-
¢nih bakterij. Ceprav je veliko bakterij s klasiénimi tehnikami
gojenja na hranilnih gojis¢ih v laboratoriju mogoce preprosto
izolirati, pa se je potrebno pri izboru primernih vrst oziroma
sevov najprej vprasati: (/) kateri posamezniki so najprimer-
nejSi kandidati za zbiranje materiala za vzorcenje, (i) kakSne
vzorce in na katerem mestu je najprimerneje odvzeti vzorce
in (i) kdaj je najprimernejSi Cas za odvzem vzorca.

V okviru slovenske Studije bakterijske mikrobiote v ustni
votlini posameznikov, smo uspesno zbrali razli¢ne bakte-
rijske seve, ki so imeli potencial za probioti€no delovanje
(Rijavec s sod., v pripravi). V okviru Studije smo za uspesno
izolacijo potencialnih probiotikov najprej poskusali spoznati
znacilnosti mikrobiote v ustni votlini, kar nam je pomagalo
izbrati kriterije za izbor posameznikov, vrste vzorcev in ¢as
vzoréenja. V ta namen smo trem posameznikom odvzeli
vzorce z bukalne sluznice, povrSine jezika in povrSine zob
v razli¢nih Sasovnih obdobjih s to¢no dolo¢enim rezimom
prehranjevanja, vnosa tekodin in ¢iséenja zob. S pomodjo
izolacije celokupne DNA v vzorcih, pomnozevanja gena za
16S rRNA in denaturacijske gradientne gelske elektroforeze
smo uspeSno pridobili filogenetske profile bakterijskih
zdruzb v posameznih vzorcih. Njihova medsebojna pri-
merjava je pokazala, da imajo posamezniki v ustni votlini
precej individulne bakterijske zdruzbe, kar pomeni, da je
za zbiranje uporabnih bakterijskih sevov potrebno vzorciti
veliko Stevilo posameznikov in da je zato posameznik sam
sebi tudi najboljsi vir potencialnih probioti¢nih bakterij. Pri-
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merjava posameznih predelov ustne votline je pokazala,
da sta si bakterijski zdruzbi na povrsini zob in jezika med
seboj najbolj razli¢ni, tiste na bukalni sluznici pa so po svoji
sestavi delno podobne zdruzbam iz obeh preostalih pre-
delov vzorcenja. Bukalna sluznica je tako dober vir bakterij,
ki so bolj razSirjene v ustni votlini, na povrsini zob in jezika
pa lahko najdemo bolj lokalno prisotne posameznike. Ca-
sovni izbor vzoréenja je pokazal, da so zdruzbe v ustih
zelo spremenljive, kar pomeni, da je za zbiranje bakterijskih
sevov primerno veckratno vzoréenje v daljSem ¢asovnem
obdobju (Slika 5).

V okviru Studije smo pri posameznikih z znaki parodontalne
polezni preverili prisotnost patogenih bakterij v Casu 48 h
po klinicnem ¢Cis¢enju parodontalnih zepov (Rijavec s sod.,
v pripravi). Rezultati so pokazali, da lahko z analitskimi mo-
lekularno bioloskimi tehnikami takoj po klinicnem cis&enju
zaznamo DNA patogenih bakterij, kar je najverjetneje osta-
nek razbitih patogenin bakterijskih celic. V nadaljevanju
takSne DNA ne opazimo vec, potem pa se Ze prej kot v 24
urah ponovno pojavi v vedno vecjih koli¢inah, kar pomeni,
da se Stevilénost patogenih bakterij ponovno zaéne pove-
gevati. Casovno okno takoj po &ig&enju parodontalnih Ze-
pov je tako primerno za vnos probioticnih bakterij, ki bodo
poselile povrsino in zavrle ponovno naselitev patogenih
bakterij.

S pomocdjo poznavanja osnovnih znacilnosti mikrobiote v
ustni votlini smo v nadaljevanju s pomodjo gojenja na hra-
nilnih gojiscih izolirali 32 potencialno probioticnih bakterijskih
sevov, ki so proizvajali in izlo&ali spojine z protimikrobnimi
lastnostmi proti po gramu negativnima bakterijama Esc-
herichia coli in Aggregatibacter actynomycemcomitans.
Med potencialno probioti¢nimi izolati so previadovale spo-
rogene bakterije iz rodu Bacillus, ostale predstavnike pa
smo po molekularni identifikaciji uvrstili v rodova Steno-
trophomonas in Staphylococcus. Med izolati smo bolj na-
tancno okarakterizirali dva izmed njih z namenom razvoja
novih sistemov za vnos potencialnih probioticnih bakterij
nazaj v izbrane predele v ustni votlini. V sodelovanju s prof.
Dr. Julijano Kristl iz Fakultete za framacijo in prof. Dr. Mila-
nom Petelinom iz Medicinske fakulteta, oba iz Univerze v
Ljubljani smo uspesno razvili sisteme za kapsuliranje bak-
terijskih celic in spor v obliki mikrokapsul (31) in nanovlaken
(32). Oba sistema omogocata nadaljnji razvoj in uporabo
dveh ali ve€ razlicnih probioti¢nih bakterij oziroma kombi-
niranje probioti¢nih bakterij in antibiotikov. Predvsem slednji
pristop, pri katerem po delovanju sproS¢enega antibiotika,
lahko mesta delovanja hitro poselimo z izbranimi probiotiki,
je v zadnjem Casu pridobil veliko zanimanja, saj omogoca
zdravljenje in vnos probioti¢nih bakterij hkrati (33).

farm vestn 2019; 70

PREGLEDNI ZNANSTVENI CLANKI




MIKROBIOTA USTNE VOTLINE

a  oseba
{DPa0s YPEFCanE)

||.'=r|l|rur'| ® WP LR |

L LR AT
W LisdFi
vl

[ Jeloel

Slika 5. Mikrobiota v ustni votlini je (a) individualna pri vsakem posamezniku in se (b) zelo spremeni v casu po klinicnem ciscenju zob.
Obarvani krogi shematsko ponazarjajo bakterijske predstavnike v mikrobioti ustne votline pri razlicnih posameznikih (a) oziroma pri enem
posamezniku (a, Oseba 1 in b). Oseba 1 je bila vzoréena dvakrat z vmesnim vecmesecnim ¢asovnim obdobjem. Izvorna grafika ustne votline
je licencirana s strani Servier Medial Art pod licenco Creative Commons Attribution 3.0 Unported License

[https://smart.servier.com/smart_image/oral-cavity/].

Figure 5. The microbiota in the oral cavity is (a) individual in every person and (b) is significantly changed during the time after clinical
dental cleaning. Colored circles schematically illustrate bacterial representative groups in the microbiota of the oral cavity in different
individuals (a) or in one individual (a, Person 1 and b). Person 1 was sampled twice with an intermediate period of several months. The
original graphic of the oral cavity is licensed from the site Servier Medial Art pod licenco Creative Commons Attribution 3.0 Unported License

[https://smart.servier.com/smart_image/oral-cavity/].

SKLEP

Zagotovo lahko trdimo, da ustna votlina vsekakor ne more
biti sterilen prostor. V ustni votlini bolnega ¢loveku ob vsa-
kem posegu z zeljo k odstranjevanju patobiontov, pa po-
zabliamo, da odstranimo tudi Stevine mikrobe, ki so izredno
koristni za nas. To odstranjevanje promovira Se hitrejSo
kolonizacijo patogenov in ponavljanje, ¢e ne slabsanje, bo-
lezenskega stanja. Zaradi tega je izredno pomembno kako
z mikrobno zdruZbo v ustih “upravljamo”. Da pa bi lahko
zelo uspesSno upravijali z njo, pa je potrebno narediti Se
veliko raziskay, saj kljub temu, da danes vemo ogromno o
sestavi mikrobioma ustne votline, kot tudi o fiziologiji po-
sameznega mikroba v laboratorijskin razmerah, pa zelo
tezko napovemo kako se bo na prisotnost posameznega
mikroba odzval gostitelj. V nasih laboratorij zato razvijamo
Stevilne pristope, ki omogocajo upravijanje z nastajanjem
in razvojem biofilma na podlagi Eco-Evo principov in se
izogibamo pristopom, ki vklju€ujejo uniCevanje mikrobov z
dezinficiensi in antibiotiki.
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