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Wprowadzenie

Z¢by pozornie prawidlowo przeleczone endodontycznie, bez obserwowalnych
objawoéw klinicznych, a takze ze zmianami okotowierzchotkowymi i
torbielami stanowig istotne zrddto infekcji w rozwoju choroby odogniskowe;.
Dane kliniczne wskazuja, ze zrodla zakazen pierwotnych sa czgsto
zlokalizowane w przydatkach, uktadzie moczowym, drogach Zzotciowych,
jednak az 90% z nich powstaje w obrgbie glowy. Ucho $rodkowe, zatoki
przynosowe, a zwlaszcza jama ustna, migdatki, zgby i tkanki przyzebia
stanowia 80% wszystkich zmian o charakterze zapalnym, a wsrod nich
pierwsze miejsce zajmuja ogniska zebopochodne [1,2].

Cel

Celem pracy bylo okreslenie zmian w sktadzie mikrobiomu bakteryjnego
tkanek okolowierzchotkowych zgba przeleczonego endodontycznie, z
zapoczatkowanym procesem ropnym, w zaleznosci od czasu trwania hodowli
preparatu w warunkach beztlenowych w bulionie tioglikolanowym w
temperaturze 37°C.

Metody

Z obuprébpo 10 (abs1)128 dniach hodowli (abs2-pasaz do §wiezego podtoza)
w warunkach beztlenowych w bulionie tioglikolanowym w temperaturze 37°C,
wyizolowano genomowe DNA metoda automatyczng z wykorzystaniem
drobinek magnetycznych i zestawu MagnifiQ 1 genomic DNA instant kit
(A&A Biotechnology), a po sprawdzeniu jego ilosci oraz czystosci,
skierowano do dalszych badan. Analiza struktury metagenomicznej populacji
bakterii zostata wykonane dla obu prob technika wysokoprzepustowego
sekwencjonowania NGS (MiSeq Illumina, Genomed SA) hiperzmiennego
regionu V3-V4 genu dla 16S rRNA. Analizg bioinformatyczna amplikonéw
wykonano z wykorzystaniem oprogramowania MiSeq Reporter (MSR) v2.6
oraz QIIME 2 [3] w oparciu o sekwencje referencyjne zdeponowane w bazie
Silva 138.

Wyniki

W;’J sciowa mikrobiote do badan (préba absl) tkanek okotowierzchotkowych
zeba stanowili w zdecydowanej wickszo$ci przedstawiciele rzedow
Enterobacterales, Bacteroidales i Peptostreptococcales-Tissierellales (80%
populacji). Najliczniej wsrod taksondw byly reprezentowane rodzaje,
odpowiednio, Citrobacter (45,4%), Prevotella i Porphyromonas (12,1%) oraz
Peptoniphilus (11,7%).

Wsrod taksondw na poziomie rzedu zauwazalny byt takze udziat
Lachnospirales (6%) i Coriobacteriales (5%), z dominujacymi rodzajami
Shuttleworthia 1 Olsenella. Z kolei, liczebno$¢ reprezentantdw kolejnych
trzech taksondéw: Lactobacillales, Eubacteriales oraz Veillonellales-
Selenomonadales byta zdecydowanie nizsza, na poziomie od 2,5 do 3,0%.
Pasaz i dtuzszy czas hodowli w warunkach beztlenowych (proba abs2), w
bulionie tioglikolanowym zmienit strukture mikrobioty redukujac jej
roznorodnos¢ i ostatecznie promujac wzrost drobnoustrojow rzedu
Lactobacillales (56,15%), z rodzajami Lactobacillus i Streptococcus, ktorych
liczebnos¢ przewyzszata przedstawicieli rzedu Enterobacterales (43,5%).

Taxon: Genus
S-26th-abs1

Alloprevotella 3,0% Lactobacillus 2,5%

Pseudoramibacter 3,0%
Olsenella 5,0%

Citrobacter 43,5%
Shuttleworthia 6,0%

Peptoniphilus 11,7% Citrobacter 45,4%

Prevotella & Lactobacillus 45,9%

Porphyromonas 12,1%
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Rys. 1. Zdjecie tuku lewego gornego (drugiej
¢wiartki) z uwidoczniona zmiang zapalng w
obrebie dzigstanad zgbem 26 (A).
Radiowizjografia czgsci tuku z widocznymi
korzeniami zgbow 26128 (B).

Radiowizjografia zgbow 26 i 28 z zaznaczonym
rysunkiem schematycznym systemu
korzeniowego i prawdopodobna morfologia
delty korzeniowej zgbdw trzonowych 26128 (C),
opracowane na podstawie modelu 3D korzeni i
delty korzeniowej ludzkich zgbow [4].
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1 Rys. 2. Sktad % struktury metagenomicznej populacji bakterii, na poziomie taksonu
- rzad (Order), dla prob abs1 i abs2 wykonane na podstawie analizy
sekwencjonowania NGS (MiSeq Illumina, Genomed SA) regionu V3-V4 genu dla
16S rRNA.

S-26th-abs1
S-26th-abs2 1

Sample

Taxon: Genus
S-26th-abs2

Howardella 8,7% Oisenclials; %

Pseudoramibacter 8%

Streptococcus 10,3%

Dialister 7,4%

Prevotella 57%

Rys. 3. Sktad % struktury metagenomicznej populacji bakterii, na
poziomie rodzaju (Order), wykonane na podstawie analizy
sekwencjonowania NGS regionu V3-V4 genu dla 16S rRNA.
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Whioski

Hodowla drobnoustrojow tkanki okotowierzchotkowej zeba przeleczonego endodontycznie, z
zapoczatkowanym procesem ropnym, prowadzona w warunkach beztlenowych w bulionie
tioglikolanowym w temp. 37°C pozwala na uzyskanie materiatu jako$ciowego, odpowiedniego
do badan metagenomicznych NGS populacji bakterii (region V3-V4 16SrDNA).

Pasaz oraz dluzszy czas hodowli w warunkach beztlenowych zmieniaja struktur¢ mikrobioty
redukujac jej réznorodnosé, ktoranie odzwierciedla poczatkowego sktadu.
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