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Suu mikrobioomi seosed jamesoolevahiga

Inimese suus on mitmekesine mikrobioomi kooslus, mis avaldab olulist m&ju inimese tervisele
ja on seotud mitmete haiguste tekkega. Jamesoolevéhk on levinud vahivorm, mille levimus on
kasvamas ja seda eriti noorte taiskasvanute seas. Selle varajane ja tdpne diagnoosimine on
tahtis, et tagada korge elulemus ja madalad ravikulud. Selleks kdivad uuringud
mitteinvasiivsete diagnostiliste meetodite leidmiseks. Antud t66 kaigus uuriti TU Kliinikumi
riikliku jamesoolevéhi sbeluuringus osalejate ja jamesoolevahi patsientide suu mikrobioomi.
Uuringu kaigus tuvastati olulised erinevused nii uuringugruppide mikrobioomi mitmekesisuses
kui ka bakteriperekondade vahel. Tulevikus on vaja kaasata suurem valim ning koguda infot
erinevate pollibi- ja véhistaadiumite kohta, et teha kindlamaid jareldusi ja tuvastada

vahistaadiumi spetsiiline mikroobikooslus.

Marksonad: mikrobioom, mikrobioota, 16S rRNA geeni sekveneerimine, jamesoolevéhk
CERCS: B220 Geneetika, tslitogeneetika

B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia

Associations between the oral microbiome and colorectal cancer

The human oral microbiome is a diverse microbial community, which plays a significant role
in human health and disease. Colorectal cancer is a complex disease in which incidence is
increasing, especially among young adults. The early diagnosis of the cancer is of utmost
importance and new specific non-invasive methods are needed. The objective for this
dissertation is to analyse the microbial communities of colorectal cancer screening participants
and cancer patients from the Tartu University Hospital. The study detected changes in alpha
and beta diversities between controls and participants having polyps or cancer. Several genera
were changed between the study groups, although further studies need to be done to understand
the role of these genera. Future studies should include a larger sample size and include more

information about the polyp histologies and cancer stages.
Keywords: microbiome, microbiota, 16S rRNA gene sequencing, colorectal cancer
CERCS: B220 Genetics, cytogenetics
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KASUTATUD LUHENDID

ALD - alkohoolne maksahaigus (alcoholic liver disease)

ASV — amplikonjérjestuste variandid (amplicon sequence variant)

CDI — Clostridium difficile infektsioon (Clostridium difficile infection)

CRC — jamesoolevéhk (colorectal cancer)

CRA — jdmesoole adenoom (colorectal adenoma)

GCF — igeme krevikulaarvedelik (gingival crevicular fluid)

FAP — perekondlik adenomatoosne poliipoos (familial adenomatous polyposis)
FIT — peitveretest (Fecal Immunochemical Test)

HIV — inimese immuunpuudulikkuse viirus (human immunodeficiency virus)
HMP — inimese mikrobioomi projekt (Human Microbiome Project)

HNPCC — périlik mittepoliipoosne kolorektaalvahk (hereditary non-polyposis colorectal

cancer)

HPV — inimese papilloomiviirus (human papillomavirus)

HSV-1 — lihtherpesviirus (Herpes simplex virus 1)

IBD — pdletikuline soolehaigus (inflammatory bowel disease)

IHMP — integratiivne inimese mikrobioomi projekt (Integrative Human Microbiome Project)
MAP — MUTYH-seoseline polipoos (MUTYH-associated polyposis)

NAFLD — mittealkohoolne rasvmaksa haigus (nonalcoholic fatty liver disease)

NGS — jargmise pdlvkonna sekveneerimine (next generation sequencing)

NIH — Ameerika Uhendriikide Rahvuslik Terviseinstituut (National Institute of Health)

PJS — Peutzi-Jeghersi sindroom (Peutz-Jeghers syndrome)

SCFA — luihikese ahelaga rasvhapped (short chain fatty acids)



SISSEJUHATUS

Inimese suu on (ks kdige mitmekesisema mikroobikooslusega kehapiirkond (Wade, 2013). Suu
mikrobioota mojutab tervist mitmel moel, néiteks kaitstes suud patogeenide eest ja reguleerides
immuunsisteemi. Mikrobiootat mdjutavad inimese geneetiline taust ja elustiilivalikud, nagu
toitumine ja elukoht (Deo ja Deshmukh, 2019). Muutused suu mikrobiootas véivad pdhjustada
suuhaigusi ja soodustada siisteemsete haiguste, nditeks vahi, véljakujunemist (Caselli et al.,
2020). Mikrobioomi uurimiseks kasutatakse ténapédeval erinevaid bakteriaalse DNA
sekveneerimine viise, millest peamised on, 16S rRNA geeni sekveneerimine ja metagenoomi
anallius (Baker et al., 2017). Jdmesoolevahk (CRC) on nii maailmas kui ka Eestis kolmas k&ige
sagedasem véhivorm (Colorectal screening in Europe, 2019). Tegemist on jame- ja kadrsooles
alguse saanud pahaloomulise kasvajaga, mis tekib astmelise protsessi tulemusena pika aja
jooksul. Kuna CRC varajane avastamine on vdga oluline, on ulemaailmselt algatatud
jamesoolevéhi sdeluuringuid, et ennetada CRC tekkimist (Kalda et al., 2017). Kuigi
sBeluuringud on efektiivsed, kaasnevad sellega ka probleemid, nagu nditeks vaike osalejate arv,
valepositiivsed tulemused ning markamata jadnud pollubid koloskoopias (Colorectal
screening in Europe, 2019, (Kalda et al., 2017), Tervise Arengu Instituut, 2022). Seega oleks
uute mitteinvasiivsete meetodite leidmine jamesoolevéhi varajaseks avastamiseks ja
diagnoosimiseks olulise véartusega, kus suu mikrobioomi maaraminevdiks olla Uheks

potentsiaalseks biomarkeriks.

Sellest tulenevalt on t66 eesmdarkideks analiitisida riikliku jamesoolevahi soéeluuringu
programmi patsientide ja TU kliinikumi hematoloogia-onkoloogia osakonna vihipatsientide
suu mikrobioomi kooslust kasutades 16S rRNA geeni VV3-V4 regiooni sekveneerimist. Lisaks

vorrelda mikroobikooslust kontrollgruppide, poliiiipidega patsientide ja vahipatsientide vahel.

Kaesolev t66 on valminud geenitehnoloogia bakalaureusedppekava raames Tartu Ulikooli
loodus- ja tappisteaduste valdkonna genoomika instituudi Eesti geenivaramu teaduskeskuse
mikrobioomika uurimisgrupis. T66 metoodilise osa katsed viidi labi Tartu Ulikooli loodus- ja
tappisteaduste valdkonna molekulaar- ja rakubioloogia instituudis biotehnoloogia 6ppetoolis.

Uuringule on antud ndusolek TU inimuuringute eetikakomiteest (loa number 292/T-17).


https://www.zotero.org/google-docs/?IZUPFT
https://www.zotero.org/google-docs/?hcGn3w
https://www.zotero.org/google-docs/?hcGn3w
https://www.zotero.org/google-docs/?hcGn3w
https://www.zotero.org/google-docs/?eRZnXn
https://www.zotero.org/google-docs/?eRZnXn
https://www.zotero.org/google-docs/?eRZnXn
https://www.zotero.org/google-docs/?eRZnXn
https://www.zotero.org/google-docs/?lSNR6g
https://www.zotero.org/google-docs/?gHO5SY
https://www.zotero.org/google-docs/?gHO5SY
https://www.zotero.org/google-docs/?gHO5SY
https://www.zotero.org/google-docs/?zeoV4g

1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Mikrobioota ja mikrobioom

SoOnad ,,mikrobioota®“ ja ,,mikrobioom® tekitavad tihtipeale segadust ning neid kasutatakse
stnonltumidena, kuigi neil on erinev tdhendus. Mikrobiootaks loetakse kindla keskkonna
mikroorganismide kooslust, kelle hulka kuuluvad erinevad mikroobid nagu bakterid, viirused,
seened ja arhed (Marchesi ja Ravel, 2015). Mikrobioomiks nimetatakse selle koosluse
genoomide kogumikku (Merriam-Webster, 2022). Inimese mikrobioota kooslusesse kuuluvad
eukariioodid ehk paristuumsed, arhed, protistid ehk algloomad, viirused, kuid suurema osa
mikrobiootast moodustavad bakterid (Breitbart et al.,, 2008; Marchesi, 2010). Inimese
mikrobioomi uurimiseks kaivitati aastal 2008 inimese mikrobioomi projekt (ingl Human
Microbiome Project, HMP), mis koosnes kahest faasist: esimene faas (HMP1) uuris, milline on
inimese mikrobioomi profiil, ja 2014. aastal algatatud teine faas (iIHMP, Integrative Human
Microbiome Project) keskendus mikrobioomi iseloomustamisele ja selle rollile inimese tervises
(NIH Human Microbiome Project, 2021). Sekveneeriti terve inimese normaalsesse mikrobioota
koosseisu kuuluvate mikroobide genoomid, mille pdhjal koostati andmebaas, mis on juba
kasutusel meditsiinis (National Institutes of Health, 2021). Projekti raames uuriti inimese nina-
ja suuddne, seedetrakti, urogenitaaltrakti ja naha mikroobide kooslust ja olulisust inimese

tervisele.

Inimese mikrobioota alla kuulub keskmiselt 39 triljonit mikroobi, kes elavad peamiselt inimese
sooletikus (Sender et al., 2016b). On arvatud, et inimese rakkude ja mikroobide suhe on
ligikaudu 1:10, ja mikroorganismid moodustavad umbes 1-3% inimese kehamassist (NIH
Human Microbiome Project, 2021). Suhe 1:10 arvatakse olevat ebakorrektne ning parem
vOrdlus oleks, et Ghe inimese raku kohta on 1,3 bakterirakku ehk suhe oleks 1:1,3 (Sender et
al., 2016a). VVorreldes aga inimese genoomi ja mikrobioomi genoome, siis on nendevaheline
erinevus margatav. Kui arvestada, et umbes 1000 bakteriliiki elab soolestikus ja igal liigil on
ligikaudu 2000 geeni, siis on bakterite geene kokku umbes 2 miljonit, mis on aga 100 korda
rohkem kui inimese 20000 geeni (Turnbaugh et al., 2007). Erinevate inimeste genoomid on
umbes 99,9% identsed (Wheeler et al., 2008), kuid kui uurida l&hemalt inimeste kate voi
soolestiku mikrobioome, siis vBivad need erineda omavahel 80-90% (Fierer et al., 2008;
Turnbaugh et al., 2009).
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Igal kehapiirkonnal, kus mikroorganismid elavad, on kindel mikroobide koosseis (Costello et
al., 2009; Dekaboruah et al., 2020). On néidatud, et kdige mitmekesisemad mikroobikooslused
on inimesel suus ja soolestikus (Costello et al., 2009). Néiteks soolestikus kuulub 90%
baktereid kahte hdimkonda (Rinninella et al., 2019), milleks on Firmicutes ja Bacteroidetes
(Marchesi, 2010). Nendest hdimkondadest Firmicutes alla kuuluvad peamiselt sugukonnad
Lachnospiraceae ja Ruminococcaceae ning sugukonnad Bacteroidaceae, Prevotellaceae ja
Rikenellaceae on hdimkonnast Bacteroidetes (Gosalbes et al., 2011).

Mikroobid asuvad koloniseerima inimese keha juba véga varajases eas, tdpsemalt juba
stnnitusel. On teada, et sunni ajal ja kohe parast stindi puutub vastsiindinu kokku ema ja
keskkonna mikroobidega, millest moodustub vastsiindinu enda mikrobioota (Mackie et al.,
1999; Weng ja Walker, 2013). On naidatud, et kui laps siinnib vaginaalselt, siis on esimesed
mikroobid périt siinnituskanalist, mille peamiseks asutajateks on perekondade Lactobacillus ja
Prevotella liigid, kuid keisrildikega ilmale tulnud vastsiindinute mikrobioota on parit enamjaolt
keskkonnast ja ema nahalt, mis koosneb peamiselt perekondade Staphylococcus,
Corynebacterium ja Propionibacterium’i liikidest (Hyman et al., 2005; Mackie et al., 1999;
Zhou et al., 2007). Mida aeg edasi, seda rohkem puutub inimene kokku erinevate mikroobidega,
millest kujuneb elu jooksul vélja indiviidile iseloomulik mikroobikooslus (Crielaard et al.,
2011).

1.1.1 Mikrobioota funktsioon ja mdju inimese tervisele

Mikroobide mitmekesisust on uuritud juba sajandeid. Uheks mikroorganismide uurimise
eestvedajaks oli Antonie van Leewenhoek, kes juba 1680-ndatel vdrdles inimese suu ja rooja
mikroobe, ning leidis markimisvéarseid erinevusi tervete ja haigete vahel (Ursell et al., 2012).
Mikrobioota on elav 6koslisteem, mis muutub kogu elu jooksul. Seda koosseisu ja funktsiooni
mojutavad mitmed faktorid, nagu toitumine, tervislik seisund, ravimid, geneetika, fusioloogia,
immuunsisteem, keskkond ja elustiil, mis teatud tingimustel vB8ivad mikrobioota tasakaalust
valja viia ja tekitada dusbioosi ehk normaalse mikrobioota koosluse hairumise (David et al.,
2014; Maier et al., 2017; Turnbaugh et al., 2007; Vandegrift et al., 2017). Peale nende faktorite
on nditeks veel olulised ka indiviidi vanus, sugu ja rass (Hollister et al., 2014).

Soolestiku mikrobioota on oluline bioloogilistes protsessides nagu néiteks ainevahetuses,
soolestiku epiteeli kujunemisel ja immuunsisteemi mdjutamisel (Chou et al., 2015). Inimese

soolestiku mikrobiootat on isegi oma keskse rolli tottu peetud omaette organiks (Ursell et al.,
8



2014). Nimelt aitavad mikroobid kaasa toitainete imendumisele ja kaitsevad oportunistlike
patogeenide eest (Macpherson ja Harris, 2004; Round ja Mazmanian, 2009). Inimene s66b
mitmeid kiudaineid, milles olevate komplekssete poliisahhariidide jaoks ei ole meil vastavaid
lagundavaid ensulme. Neid pollsahhariide suudavad aga lagundada mitmed erinevad
mikroorganismid, kellel on olemas spetsiifilised ensutimid selliste susivesikute, nagu ksulaani,

pektiini ja arabinoosi lagundamiseks (Gill et al., 2006).

Véga oluline on ka bakterite roll erinevate vitamiinide slnteesis. Naiteks B1. vitamiini ehk
kobalamiini peab inimene saama toidust, mille suntees toimub ainult mdnedes bakterites ja
arhedes (Fang et al., 2017; Watanabe ja Bito, 2018). Peale toitainete imendumise ja vitamiinide
stinteesi, suudavad bakterid mdjutada sodgiisu ja ka seda, kui palju energiat toidust saadakse,
seetdttu on uuritud Ulekaalulisuse ja soolestiku mikrobioota vahelist seost (Byrne et al., 2015;
Turnbaugh et al., 2006). Inimese soolestiku optimaalseks t60ks on vaja energiat. See energia
vOib tulla naiteks lihikese ahelaga rasvhapetest (SCFA, short chain fatty acids), nagu atsetaat,
propionaat ja butliraat, mis on toodetud soolestikus elavate mikroobide poolt (Duncan et al.,
2009). Need rasvhapped on olulised lipiidide, energia ja vitamiinide stinteesis (Byrne et al.,
2015). Mikrobioota mdjutab ka soole limaskesta véljaarenemist ja stimuleerib immuunrakkude
arengut ning kiipsemist, mis omakorda aitab kaasa humoraalse ja rakulise immuunsisteemi
moodustumisele (Bouskra et al., 2008). Seetdttu on bakterid olulised toidu seedimiseks,

vitamiinide sinteesiks ja immuunsusteemi kujunemiseks.

Héired mikrobiootas vdivad viidata erinevatele haigustele. Selliste haiguste, nagu tlekaalulisus,
mdned autismi spektrihdired, pdletikulised soolehaigused (inflammatory bowel diseases, IBD),
suhkurtdbi, metaboolne siindroom, ateroskleroos, erinevad maksahaigused (alcoholic liver
disease, ALD; non-alcoholic liver disease, NAFLD), allergiad, immuunhaigused, tsirroos ja
hepatotsellulaarne kartsinoom ning paljude teiste haiguste, puhul on mitmed teadust6dd leidnud
markimisvéarseid seoseid inimese mikrobiootaga (Halfvarson et al., 2017; Knights et al., 2014;
Lambring et al., 2019; McDonald et al., 2015; Uusitalo et al., 2016; Wang et al., 2016). Uheks
dusbioosi klassikaliseks néiteks on Clostridium difficile pdhjustatud infektsioon CDI
(Clostridium difficile infection). C. difficile on anaeroobne, grampositiivne, eoseid moodustav
batsill, mis on inimese soolestiku normaalse mikrobioota osa. CDI patsientide soolestiku
mikrobioota uurimisel on selgunud, et kooslus on markimisvaarselt muutunud vorreldes tervete
kontrollidega (Gu et al., 2016; Ling et al., 2014). Vaatamata sellele, et antibiootikumid on olnud
revolutsioon meditsiinis ja péllumajanduses, on kindel, et antibiootikumid mdjuvad negatiivselt
ka inimese mikrobiootat (Dethlefsen ja Relman, 2011; Modi et al., 2014). Antibiootikumid on

9
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vaga tbhusad ravimid saamaks lahti patogeenidest. Tanapaeval aga kasutatakse ka laiatoimelisi
antibiootikume, mille sihtmargiks on muuhulgas normaalse mikrobioota koosseisu kuuluvad
mikroobid, mistttu nende mitmekesisus véheneb ja tekib potentsiaalne risk pdletikuks voi
infektsiooniks (Modi et al., 2014). Bakterite arvukuse languse tottu saavad patogeenid
vOimaluse paljuneda ja pdhjustada haiguseid. Seega, kui tuvastada bakterid, mis pdhjustavad
haigusi, saaks neid teadmisi kasutada, et muuta ennetamine, diagnoosimine ja ravi

spetsiifilisemaks ja tbhusamaks.

Inimese elukeskkond ja elustiil on védga olulised faktorid, mis mdjutavad tervist ning meie
mikrobioota koosseisu. Néiteks linnas elavate inimese naha mikrobioota erineb nende omast,
kes elavad maal (Ying et al., 2015). Samuti on naidatud stressi, fllsilise aktiivsuse ning koos
elavate inimeste, mdju mikrobiootale. Hiljutine uurimistdd néitas, et unevaegus ja mitme
stressoriga keskkond, nagu fudsiline Glekoormus, véhene energiatarbimine, lihaskahjustused,
poletik, viitavad soolestiku barjééri kahjustustele, mis omakorda méjub negatiivselt soolestiku
mikroobikooslusele ja ainevahetusele (Benedict et al., 2016). Elustiili oluline osa on kehaline
aktiivsus. On leitud, et inimestel, kes tegelevad regulaarselt spordiga, on madalam pdletiku tase
jatugevam immuunsiisteem, mis omakorda mdjuvad positiivselt mikroobide koosseisule (Cook
et al., 2016). Sellest saab aga jareldada, et inimese mikrobioota on tihedalt seotud tervisega
ning sellest sdltuvad mitmed flsioloogilised, biokeemilised ja immunoloogilised protsessid.

1.1.2 Mikrobioomi uurimismeetodid

Esimeseks mikrobioota uurimisvahendiks oli mikroskoop, millega kirjeldati mikroobide kuju
ja muid véliseid tunnuseid ning mille pdhjal tehti esimesed klassifikatsioonid. Mikrobioomi
uurimisel on toimunud suured edasiminekud ning tanu tehnoloogia arengule kasutatakse
tdnapdeval peamiselt mikroobide geneetilise materjali ehk DNA jarjestuse analidisi ning selle
alusel klassifikatsiooni. Lisaks DNA analilsile uuritakse mikroobide RNAd, metaboliite ja
valke. Kaks peamist mikrobioomi DNA alusel 1abi viidavat analliiisimeetodit on spetsiifilise
geeni ehk amplikoni ja tervikgenoomi ehk metagenoomi sekveneerimine. Amplikoni analtlsis
kasutatakse markergeeni, mille kindlad regioonid tuleb amplifitseerida, sekveneerida ja seejérel
analiiisida. Uks sagedasemaid markergeene bakteripopulatsiooni uurmiseks on bakteriaalne
ribosoomi 16S alathiku ribosomaalne RNA (16S rRNA) geen. See meetod on hea tuvastamaks,
kas teatud organismid on proovis olemas (Kuczynski et al., 2012). Amplikoni geeni analiilisis

paljundatakse polimeraasi ahelreaktsiooni (polymerase chain reaction, PCR) praimerite abil
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konserveerunud regioonide vahele jadvad variaabelregioonid. 16S rRNA geeni puhul esineb 9
hlpervariaabel regiooni (V1-V9), mille mitmekesisuse alusel on voimalik baktereid
Klassifitseerida (Allaband et al., 2019). Seejarel kasutatakse jargmise pdlvkonna
sekveneerimise (next generation sequencing, NGS) meetodeid, et sekveneerida jérjestused ja
luua andmebaasid vastavate tulemustega. 16S rRNA geeni kasutatakse seepérast, et see esineb
peaaegu koikidel bakteritel, geeni pikkus on 1500bp, mis on piisavalt suur bioinformaatiliseks
analliusiks (Janda ja Abbott, 2007). Lisaks on see geen tugevalt konserveerunud, seega on hea

marker, mida referentsina kasutada (Tran et al., 2017).

Teiseks uurimismeetodiks on metagenoomi analtls. Metagenoomi analiitsi  Kkorral
sekveneeritakse kogu proovis esinev DNA (Baker et al., 2017; Deo ja Deshmukh, 2019). Seega
on metagenoomi analtilisiga voimalik tuvastada ja anallilsida kdiki mikroobikoosluses
esinevaid genoome. Erinevalt 16S rRNA analtisist, mille puhul tuvastatakse mikroobe
perekonna tasemel, saab stiigava metagenoomi analliisiga identifitseerida mikroorganisme liigi
ja tuve tasandil ning samuti voimaldab meetod uurida organismide bioloogilisi funktsioone
(Janda ja Abbott, 2007; Le Bars et al., 2017).

1.2 Suu mikrobioota ja mikrobioom

Suu mikroobikooslus on soole jarel Giks kdige mitmekesisem kehapiirkond. Kuigi vastsiindinu
puutub esimeste mikroobidega kokku juba stnnitusel, asustavad esimesed mikroorganismid
suu alates esimesest toitmiskorrast (Marsh, 2000). Sarnaselt soolestikule on ka suus k&ige
levinumateks mikroorganismideks bakterid (Segata et al., 2012). Suud asustab dle 700
bakteriliigi (Deo ja Deshmukh, 2019). Mikroobid elavad suus nii kdvadel pindadel kui ka
pehmetel kudedel: keelel, huultel, hammastel, igemetel, poskedel, kévasuulael ja pehmel
suulael ja mandlitel (Dewhirst et al., 2010; Kilian et al., 2016; Zaura et al., 2014). Suudds on
mikroobidele ideaalne elukoht kahel pdhjusel. Esiteks on suus pusivalt 37°C, teiseks on suus
stabiilne pH vahemikus 6,5-7,0 (Deo ja Deshmukh, 2019). Mdlemad tingimused sobivad véga
paljudele mikroobidele. Suu mikrobioomile on iseloomulik biofilmi teke, kus mikroobid elavad

kogumitena ja suhtlevad hulgatunnetuse (quorum sensing) kaudu (Li ja Tian, 2012).

Suu mikrobioota vdib olla vdga muutlik ning diinaamiline, sest mitmed faktorid, nagu
toitumine, pH, interaktsioonid mikroobide vahel, geenmutatsioonid ja horisontaalne

geenillekanne, mdjutavad mikroobikooslust (McLean, 2014). Suudbne bakteritest ei ole
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suudetud umbes pooli laboris kultiveerida, mis raskendab bakterikoosluste uurimist (Wade,
2004). Suu mikrobioomi kaardistamiseks loodi aastal 2010 andmebaas HOMD (The Human
Oral Microbiome Database), mis sisaldab bakterite genoomijérjestusi ja taksonite Kirjeldusi
(Expanded Human Oral Mircobiome Datavase V3, 2022). Peamised hdimkonnad on
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes ja Fusobacteria, mis
moodustavad 96% kdikidest suu mikrobioota taksonitest (Dewhirst et al., 2010). Suus elavatele
bakteritele on omane hapnikutundlikkus (Kilian et al., 2016)). Suus elavad peamiselt
fakultatiivsed anaeroobid ehk bakterid, kes suudavad elada nii hapnikuga kui ka hapnikuta
keskkonnas, nagu néiteks perekonnad Streptococcus ja Actinomyces (Wade, 2013). Viimased
suudavad end lulitada Gmber aeroobsele hingamisele, kui toimub biofilmi moodustamine. Suus
leidub ka Uksikuid aeroobe, nagu perekonna Neisseria ja Rothia liigid, kes on esimesed
hambapinna asustajad (Diaz et al., 2006). Enamlevinud suud koloniseerivad mikroorganismid

on vélja toodud Joonisel 1.

Bakterid Arhed Viirused
Hoimkonnad: Liigid: Sugukonnad:
Perekonnad: Methanobrevibacter oralis Bakteriofaagid
Firmicutes Methanobacterium curvum/congolense Siphoviridae
Streptococcus, Methanosarcina mazeii Myoviridae
Granulicatella Podoviridae
Veillonella Eukariioote nakatavad
Selenomonas viirused
Proteobacteria Herpesviridae
Neisseria Papillomaviridae
Cardiobacterium Anelloviridae
Haemophilus
Campylobacter
Bacteroidetes Seened
Porphyromonas Perekonnad:
Prevotella Candida
Capnocytophaga Aspergillus
Bergeyella Aureobasidium
Actinobacteria Cladosporium
Rothia Cryptococcus
Actinomyces Protistid Fusarium
Corynebacterium Liigid: Saccharomycetales
i Atopobium Entamoeba gingivalis
Fusobacteria Trichomonas tenax
Fusobacterium
Spirochaetes

Joonis 1. Inimese suus elavad mikroorganismid

Lisaks bakteritele on suus olulisel kohal ka viirused ja protistid. Terve inimese suu viroom

koosneb enamjaolt bakteriofaagidest, kuid vahesel méaaral esineb ka eukariioote nakatavaid

viiruseid (Baker et al., 2017). Eukarlioote nakatavate viiruste hulka kuuluvad mumpsi tekitav

viirus, marutdveviirus, hepatiidiviirused, inimese immuunpuudulikkuse viirus (HIV, ingl
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human immunodeficiency virus), inimese papilloomiviiruse (HPV, Human Papillomavirus) ja
Herpes simplex'i viirus (tapsemalt HSV-1, Herpes simplex virus 1) (Wade, 2013). Protistide
esindajad on peamiselt saprofliitsed ehk organismide laguproduktidest toitujad (Deo ja
Deshmukh, 2019). Suu mikrobioota alla kuuluvad ka seened, millest Candida on kdige levinum
(Bandara et al., 2019). Arhed ei moodusta suu mikrobiootast suurt osa. Kéik suu mikrobioota
arhed on metanogeenid ehk nad tekitavad anaeroobse lagundamise kaigus koérvalproduktina
metaani. Arhesid seostatakse peamiselt suuhaigustega, eelkdige periodontiidiga (Belmok et al.,
2020).

Suu mikrobioomi uurimiseks kasutatakse erinevaid proovivotmise variante, mille valik s6ltub
uuringu eesmargist. Suus jaotuvad erinevad nisid laias laastus kaheks — limaskestade kude ja
hammaste kdvakude (Faust et al., 2012). Seega universaalset proovitiilpi suu mikrobioomi
uurimiseks ei ole ning proovide votmine sdltub uuringu hlpoteesidest (Zaura et al., 2021). Siilg
on hea materjal suu mikrobioomi uurimiseks, sest thest milliliitrist on vdimalik tuvastada
ligikaudu 10® mikroobi, mis parinevad enamjaolt suu limaskestadelt (Marsh et al., 2016).
Samuti on siljeproovi votmine lihtne ja mitteinvasiivne protseduur, mistdttu on suu
mikrobiootat hasti ja palju uuritud (Shaw et al., 2017). Lisaks siljele kasutatakse suu
mikrobioomi uurimiseks veel pdse-, keele- mandli- ja suulaekaape proove, suuloputusproove,
erinevaid igemealuse hambakivi proove, erinevaid hambapinnaproove ja limaskesta biopsiaid
(Zaura et al., 2021). Proovide erinevuste valjatoomiseks on uuritud sama indiviidi stiljeproove
ja posekaapeproove, mille tulemused oli erinevad (Kaan et al., 2022). Nimelt leiti, et
stiljeproovides on mikroobide mitmekesisus vorreldes pdsekaapeproovidega suurem, millest
jareldati, et pdsekaabe ei ole adekvaatne alternatiiv stljeproovile (Kaan et al., 2022). P6sekaape
puhul on mikrobioota iseloomulik suu limaskestale ehk selles esineb rohkem Haemophilus’st,
ning stljeproovid on iseloomulikud hammaste ja igemete mikroobikooslustele ehk Veillonella
ja Prevotella rohked (Consortium et al, 2012). Siiljeproovides esinevat suuremat mikroobide
mitmekesisust selgitab mikroobide parinemine mitmelt erinevalt suupinnalt (Kaan et al., 2022).

1.3 Suu mikrobioomi moju tervisele

Inimese erinevaid kehapiirkondi, sealhulgas suud, asustavad mikroorganismid vdivad olla kas
patogeenid (peremeesorganismi kahjustavad), sumbiondid (nii peremehele kui ka
mikroorganismile kasulikud) v6i kommensaalid (lihele kasulik, kuid teisele neutraalne). Kuigi

suu mikroobide mdju tervisele on vorreldes soolestiku mikroobidega uuritud oluliselt vahem,
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on teada, et suus on mikroobid olulised suu tervise kujunemisel ja sailitamisel (Deo ja
Deshmukh, 2019; Devine et al., 2015; Kilian et al., 2016). Suu mikrobioomi rollid on valja
toodud Joonisel 2. Tapsemalt on suu mikroobid vajalikud kaitseks suupatogeenide eest, suu
limaskesta ning immuunsisteemi kujunemiseks ja sdilitamiseks, toidu seedimiseks, energia
tootmiseks, metaboolseks regulatsiooniks, rasvade talletamiseks ning véliskeskkonnast parit
uhendite detoksifitseerimiseks (Kilian et al., 2016).

Kardio- Kaitse
vaskulaarsiisteemi suupatogeenide
toetamine eest

» Immuun-
Toitainete listeemi
siisteemi
metabolism i i
kujunemine
Viiliskeskkonna

Ainevahetuse iihendite

regulatsioon kahjutuks

tegemine

Joonis 2. Suu mikrobioomi rollid

Suu mikrobioota moodustab tavaliselt biofilmi, mis vdib olla kaitseks hambakaariese eest ja
ennetada teiste infektsioonide teket (Deo ja Deshmukh, 2019). Mikroobid kasutavad
elutegevuseks energiaallikana enamjaolt stilge ja igeme krevikulaarvedelikku (GCF, gingival
crevicular fluid) (Wickstrém et al., 2009).

1.3.1 Suu mikrobiootaga seotud haigused

Kommensaalid katavad suurema osa suu pinnast, mistottu on patogeenidel vahe ruumi. Seega
muutuvad mikroobid patogeenideks alles siis, kui kommensaalid ei suuda neid enam kontrolli
all hoida, ja see toob kaasa kas infektsioonid vdi haigused (Avila et al., 2009). Uldiselt on
infektsioonidel (ks kindel faktor, mis viib haiguste tekkeni, kuid suuhaiguste puhul on
iseloomulikuks mitmed haigustekitajatest mikroorganismid ja nendevaheline koost6o (Alcaraz
et al., 2012). Suurenenud suhkrurikaste ja happeliste jookide tarvitamine ning suitsetamine on
mdjutanud inimeste suu mikroobikooslust (Adler et al., 2013), mis omakorda on korrelatsioonis
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erinevate suuhaiguste sagenemisega. Veel on uuritud suuhtigeeni indeksit (oral hygiene index,
OHI), mis on negatiivselt seostatud bakteriperekondadega Alloprevotella, Fusobacterium,
Peptostreptococcus ja Prevotella, kus esines ka korrelatsioon vanemate inimeste puhul (Wang
et al., 2021). Sellest vdib jareldada, et vanematel inimestel, antud juhul >50, vdib esineda

nimetatud patogeenseid perekondi rohkem.

Suus elavate mikroobidega on seostatud jargmised suuhaigused: hambasisesed nakkused,
hambakaaries ning igeme- ehk periodontaalhaigused, nagu igemepdletik ja periodontiit
(Saygun et al., 2011; Zaura et al., 2021). Endodontilised infektsioonid on pdhjustatud ravimata
hambakahjustustest. Tapsemalt kujunevad infektsioonid, kui kahjustus liigub dentiini ehk
hambaluusse ning areneb edasi pulpi ehk sasisse, mis infektsiooni t6ttu sureb (Wade, 2013).
Infektsioon kahjustab s&sirakke, mist6ttu ldhevad need apoptoosi ehk programmeeritud
rakusurma ning sasi havineb. Sellised infektsioonid on enamjaolt seostatud anaeroobsete
proteoludtiliste bakteritega, nagu Enterococcus faecalis, mis ei kuulu suu mikroorganismide
normaalsesse koosseisu (Stuart et al., 2006). Mainitud bakter on tdendoliselt périt nii
pastoriseeritud kui ka pastoriseerimata piimatoodetest, tdpsemalt juustust, ning sattudes
juurekanalisse labi mikroavauste, voib ta seal elada puhkeseisundis vdi tekitada infektsioone
(Razavi et al., 2007).

Hambakaaries on hamba lagunemine, mille p&hjustab suubakterite susivesikute
fermenteerimise kdigus moodustunud hape (Kidd, 2010; Schwendicke et al., 2016). Normaalsel
emailil elavad streptokokid ja Actinomyces, mille happetootmine on madal ja harva esinev, kuid
mida rohkem sila susivesikuid, seda suuremaks muutub ka happe tootmine (Takahashi ja
Nyvad, 2011). Mida aeg edasi, seda enam mdjutab hape
demineralisatsiooni/remineralisatsiooni tasakaalu mineraalide kao suunas, mis viib omakorda
hambakaariese tekkeni (Takahashi ja Nyvad, 2011). Seega, mida kauem hapet toodetakse ja
mida intensiivsemaks see muutub, seda happelisem on keskkond, ning eelise saavad bakterid,
kellele on sellised tingimused soodsad. Sellisteks bakteriteks on naiteks Streptococcus mutans
ja laktobatsillid, mille happetootmine siivendab hamba lagunemist (Lemos et al., 2019;
Takahashi ja Nyvad, 2011). Hambakaariesega on seostatud ka perekondade Bifidobacterium,
Propionibacterium ja Scardovia liike (Downes et al., 2011; Kaur et al., 2013; Munson et al.,
2004). Homdostaasi hoidmiseks on olemas bakterid, mis suudavad toota uureast ja arginiinist
ammooniumi, mis omakorda tdstab suu pH-d (Burne ja Marquis, 2000). See suudab

tasakaalustada liigse happe tootmist, kuid mitte taielikult.
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Igemehaigused on infektsioonid ja pdletikud igemetes ja luudes, mis Gmbritsevad hammast
(Kinane et al., 2017). Seda jaotatakse kaheks faasiks: varajane faas ehk gingiviidit ja hiline faas
ehk periodontiit. Varajases faasis ehk gingiviidis muutuvad igemed punaseks, l&hevad paiste
ning voivad hakata veritsema. Gingiviidi arengule aitavad kaasa biofilmi moodustavad
grampositiivsed aeroobid ja fakultatiivsed anaeroobid, nagu streptokokid ja Actinomyces liigid
(Kolenbrander et al., 2006). Kui gingiviit on aga edasi arenenud, siis domineerivad anaeroobsed
gramnegatiivsed bakterid, nagu Fusobacterium, Treponema ja Synergistetes perekonna
bakterid (Zijnge et al., 2010). Ulemaailmselt on voetud kasutusele mitmed suuhugieeni
meetmed, nagu hammaste harjamine, hambaniit, narimiskumm, mis aitavad ennetada
hambakatu kogunemist. Kui aga suuhlgieen ei ole regulaarne, saavad gramnegatiivsed ja
anaeroobsed bakterid paljuneda ja eritada toksilisi ensiiime, mis vOivad sattuda igemetesse,

ning see vaib esile kutsuda arritust ja pdletikku ning areneb vélja gingiviit (Wade, 2013).

Teises ehk periodontiidi staadiumis hakkavad igemed hambast eemalduma ja moodustub tasku,
mille asustavad tihedalt anaeroobsed bakterid (Wade, 2013). Peremehe enda proteaasid
stvendavad igemekahjustust (Darveau, 2010) ning alveolaarluu, mis toetab hambaid,
resorbeerub, mist6ttu hammas tuleb igemest lahti (Wade, 2013). Hambakaariesega seotud
periodontiit jaotatakse kaheks: krooniline ja agressiivne (Armitage, 1999). Periodontiidiga on
seostatud liigid Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola ja Tannerella forsythia
(Socransky et al., 1998) ja uuemad uuringud on lisanud veel Eubacterium saphenum, Filifactor
alocis, Porphyromonas endodontalis ja Prevotella denticola, kuid ei ole leitud Ghte kindlat
mikroobi voi mikroobide gruppi, mis oleksid periodontiidi pohjustajaks (Kumar et al., 2003).
Peamisteks riskiteguriteks, mis soodustavad haiguse arengut, on tubaka suitsetamine, | ja Il
tllpi diabeet (Van Dyke ja Dave, 2005).

Kuna suus elavatel bakteritel on kerge pééseda vereringe voi igemeldhede kaudu keha eri
osadesse, nagu nditeks hingamis- ja seedesusteemi, vdivad mikroobid potentsiaalselt
pdhjustada muid ststeemseid haigusi (Wade, 2013; Willis ja Gabaldon, 2020). Sellest
tulenevalt on leitud, et suu mikrobiootal on roll susteemsete haiguste, nagu slidame—
veresoonkonna haigused, reumatoidartriit, raseduse katkemine, insult, pdletikuline soolehaigus
ja jamesoolevéhk, hingamisteede infektsioonid, meningiit vdi ajuabstsessid, kopsu-, maksa- voi
pdrnaabstsessid, pimesoolepdletik, kopsupdletik ja diabeet, kujunemises (Kilian et al., 2016).
Néiteks on leitud suule iseloomulikke baktereid tsustilise fibroosi patsientide kopsudest
(Rogers et al., 2006). Samuti on leitud, et inimesel, kellel on mdni periodontaalne haigus, on
suurem risk haigestuda véahki (Ahn et al., 2012), ja leitud on ka seoseid kdhunadrmevahi ja suu
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mikrobioomi vahel (Farrell et al., 2012). Suu mikrobioom vdib olla mdnede haiguste pdhjuseks
vOi hoopis peegeldada siisteemset muutust kindlates kehapiirkondades, mistottu voiks suu
mikrobioom olla teatud haiguste biomarker. (Ahn et al., 2012; Farrell et al., 2012; Wade, 2013,
Willis ja Gabaldén, 2020).

1.4 Jamesoolevahk

Jamesoolevahk ehk kolorektaalvéhk (ladina keeles carcinoma coli vdi carcinoma recti, CRC,
colorectal cancer) on healoomulisest kasvajast ehk polulbist alguse saanud pahaloomuline
kasvaja, mis tekib umb-, kdar- voi parasooles (Joonis 3).

ULENEV RISTI
KAARSOOL ‘ KAARSOOL
ALANEV
UMBSOOL KAARSOOL
PARASOOL

Joonis 3. Jamesoole ehitus (joonise autor: Kertu Liis Krigul)

Jamesoolevahi teke on astmeline protsess, kus aja jooksul kuhjuvad mutatsioonid, millest vdib
areneda véahk (Kalda et al., 2017). 2020. aastal oli jamesoolevéhk rinnavahi ja kopsuvahi jarel
ulemaailmselt kolmas sagedaseim vahiliik nii meestel kui ka naistel (Global Cancer
Observatory, 2020). Ka Eestis on jamesoolevahk kolmas k&ige sagedasem vahk, aastas
diagnoositakse ligikaudu 1000 uut jamesoolevéhi juhtu ja sellesse sureb umbes 560 inimest
(Global Cancer Observatory, 2020). Samuti on tdheldatud Euroopas noorte téiskasvanute

hulgas diagnooside kasvu (Vuik et al., 2019).

Jamesoolevahi riskitegureid on palju. Peamisteks on aga ulekaalulisus, vahene fusiline
aktiivsus, suitsetamine, geneetiline eelsoodumus, ebatervislik toitumine, kuid ei ole tapselt

teada, miks on juhtumite arv aastatega suurenenud (Dekker et al., 2019). Samuti on suurenenud
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risk inimestel, kel on varem esinenud adenoome ehk naarmeepiteelist alguse saanud
healoomulisi kasvajaid, kui peres on inimestel diagnoositud jamesoolevahk vdi esineb
pikaajaline pdletikuline soolehaigus (Brenner et al., 2011; Cottet et al., 2012; Jess et al., 2012).
Jamesoolevahki haigestumist mdjutab oluliselt ka vanus — mida vanem on inimene, seda kauem

on olnud mutatsioonidel aega kuhjuda (Simon, 2016).

Olenevalt mutatsiooni péritolust, saab jamesoolevahk olla kas périlik vdi juhuslik. Umbes 95%
jamesoolevéhi juhtudest on juhuslikud ning ei ole seotud geneetilise eelsoodumusega, seega on
mutatsioonid elu jooksul kuhjunud ning mdjutanud inimese rakke (Mori ja Pasca, 2021). Mori
ja Pasca et al nditasid ka, et umbes 5% juhtudest on seotud geneetilise eelsoodumisega ehk
parilikud (Mori ja Pasca, 2021). Perekondlik kolorektaalvdhk esineb umbes 15%-30%
kdikidest jamesoolevéhi juhtudest (Mikita et al., 2012). Kdige enam levinud pariliku
jamesoolevéhi vormid on jargmised: Lynchi sundroom ehk périlik mittepolipoosne
kolorektaalvahk (HNPCC, hereditary non-polyposis colorectal cancer), perekondlik
adenomatoosne poltpoos (FAP, familial adenomatous polyposis), MUTYH-seoseline
polupoos (MAP, MUTYH-associated polyposis), Peutzi-Jeghersi siindroom (PJS, Peutz-
Jeghers syndrome). Lynchi sindroom ja FAP on mittepoliipoossed siindroomid ning nende
puhul ei esine palju politpe ja neid on raske tuvastada (Dekker et al., 2019). Nende kahe
vahivormi puhul vdib kolorektaalvahi eluaegne risk suureneda vastavalt 80%-ni ja 100%-ni
(Smith et al., 2008; Vasen et al., 2007).

Tihtipeale podrduvad inimesed arsti poole alles siis, kui on tekkinud tdsised simptomid. Umbes
kolmandikul juhtudest on vahk selleks ajaks levinud teistesse elunditesse, mis teeb ravi oluliselt
keerulisemaks (Kalda et al., 2017). Jamesoolevéhki saab kindlalt diagnoosida vaid kasutades
soole visualisatsioonil pdhinevat uuringut ehk koloskoopia. Koloskoopia kéigus saab arst
ldhemalt vaadelda jamesoolt toruja uurimisvahendi ehk endoskoobiga, eemaldada poliitipe ja
votta koeproove ehk biopsiaid histoloogiliseks analttsiks. Véga oluline on panna dige
diagnoos, et haigust saaks hoida kontrolli all ja alustada kindla raviplaaniga. Kuigi ideaalset
jamesoolevéhi ravi ei eksisteeri, on vdga oluline tagada organismi normaalselt
funktsioneerivate kudede minimaalne kahjustus ehk ravi selektiivsus (Suuroja, 2009).
Tihtipeale kombineeritakse erinevad raviviise (kirurgiline, kiiritus-, keemia- ja sisteemne ravi),
et saada lokaalselt efektiivseim tulemus (Suuroja, 2009). Siinkohal on oluline l&heneda

individuaalselt, arvestades inimese geneetilist profiili ja muid tervisega seotud aspekte.
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1.4.1 Jamesoole sdeluuring Eestis

Ule maailma on jamesoolevihi varajaseks tuvastamiseks voetud kasutusele sGeluuringud.
Soeluuring koosneb kahest osast: peitveretest ja koloskoopia. Esmalt vOetakse véljaheiteproov
FIT (Fecal Immunochemical Test) testi tegemiseks, millega méaéaratakse peitvere hulk
véljaheites. Peitveri on veritsus seedetraktist, mille kogus maarab olukorra tdsiduse. Eestis
algatati jamesoolevahi sdeluuring aastal 2016, mille eesmérgiks on tuvastada varases
staadiumis olev jamesoolevahk vai ennetada selle tekkimist, kui inimesel leidub madala voi
korge riskiga pollupe. Eestis saavad osaleda jamesoolevéhi séeluuringus iga kahe aasta tagant
6069 aasta vanused ravikindlustatud mehed ja naised.

Oeluuringutes kasutatakse peitveretesti, mille abil on véimalik leida véljaheites leiduvat verd.
Selle leidumisel on testi tulemus positiivne ja inimene saadetakse edasi koloskoopiauuringule.
Teadusuuringud on kinnitanud, et sdeluuringud on efektiivsed ja edukas jamesoolevahi
sbeluuring suudab dra hoida kolmandiku jamesoolevédhi surmadest ning ennetada vahi
valjaarenemist (Kalda et al., 2017). Saksamaal ndidati, et jamesoolevahi sdeluuringud aitasid
aastatel 2003-2012 ennetada enam kui 180000 vahijuhtumit (Colorectal screening in Europe,
2019). On selgeks tehtud, et kui diagnoosida jamesoolevéhk | staadiumis, saaks padsta aastas

umbes 130000 inimest ja 3 miljardit eurot (Colorectal screening in Europe, 2019).

Kuigi soeluuringud on efektiivsed, on mitmeid takistusi, mille tdttu ei ole suudetud
sbeluuringuid téiuslikkuseni viia ning péaéasta markimisvaarselt suurt hulka inimesi
jamesoolevéhist. Nimelt on probleemiks patsientidega seotud pstihholoogilised faktorid, nagu
arevus, tervishoiutdotajate vahene suunamine sdeluuringutesse ja tervishoiustisteem tldiselt,
sealhulgas ebaadekvaatsed sdeluuringustisteemid (Colorectal screening in Europe, 2019).
Néiteks saadakse FIT testiga tihti valepositiivseid tulemusi ja inimene suunatakse asjatult
koloskoopiauuringule (Amitay et al., 2019). Samuti vdib arstil markamata jaada moéni kérge
riskiga polutp voi lausa vahk, seega on védga oluline meedikute asjatundlikkus. Mé&rkamata
poliiupe voi vahki voib pdhjustada ka patsiendipoolsed tegurid vdi halvasti ettevalmistatud
sool. Muutused sooles vdivad jadda méarkamata kahel korral 100 protseduuri kohta (Kalda et
al., 2017). Samuti on probleemiks jamesoolevahi sdeluuringutes osalejate vaike hulk. Kuigi
Eestis on osalejate arv aastatega tdusnud, ja&b see ikkagi madalaks, uuringus osaleb alla 60%
sihtgrupist (Tervise Arengu Instituut, 2022). Igasugune haiguste ravi on kallis ning mida hiljem
vahk avastatakse, seda kallimaks muutub selle ravi. On hinnatud, et keskmiselt on varajase ja

hilise staadiumi ravi maksumus kiimnekordne (Colorectal screening in Europe, 2019). Alates
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aastast 2009, mil CRC ravi maksis 13,1 miljardit eurot, on hind tdusnud ning aastal 2019 oli
ravi maksumus tle 15 miljardi euro (Digestive Cancers Europe, 2019). Erinevate staadiumite
ravi on véga varieeruv: | staadiumi CRC puhul umbes 3000 eurot, hilise staadiumi korral aga
kuni 170000 eurot (Digestive Cancers Europe, 2019). Nendele probleemidele vaatamata on
jamesoolevéhi séeluuringud dGigustatud ja véaga efektiivsed nii tervishoiu kui ka majanduslikust

aspektist.

1.4.2 Jamesoolevahk ja suu mikrobioota

Mitmed uuringud viitavad sellele, et soolestiku mikrobioota on seotud jdmesoolevéhi arenguga,
seda l&bi pdletiku indutseerimise vOi mikroobsete metaboliitide (Bultman, 2014; Song et al.,
2015; Yang, Misra, et al., 2019). Samuti nditavad uuringud, et suu mikrobioomil on
potentsiaalne seos mitmete haiguste tekkega, nagu hambakatt ja periodontaalsed haigused, mis
omakorda voivad viia slsteemsete haiguste tekkeni, nditeks kasvajad ja diabeet (He et al.,
2015). Sellest tulenevalt on hakatud uurima ka suu mikrobioomi ja selle potentsiaalset seost

jamesoolevéhiga.

Jamesoolevéhiga on seostatud mitmeid suu mikrobiootasse kuuluvaid mikroobe, mis viib
arvamuseni, et suu mikrobioota vdib olla osa jamesoolevahi tumorigeneesist (Flemer et al.,
2018; Han et al., 2016; Kato et al., 2016; Koliarakis et al., 2019; Mai et al., 2016; Russo et al.,
2018; Schmidt et al., 2019; Zhang et al., 2020; Wang et al., 2021; Yang, Misra, et al., 2019).
Arvatakse, et CRC puhul on pigem tegemist mitme bakteri koosmdjuga, mitte ainult the
patogeeniga, mis vOiks osaleda CRC tekkes (Chen et al., 2019). Tabel 1 iseloomustab suu

mikrobiootasse kuuluvaid baktereid, mida on seostatud jamesoolevahiga (Tabel 1).
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Tabel 1. Jamesoolevéhi uuringutes leitud muutused CRC patsientide suu mikrobioomis

Analiilisimestod Populatsioon n=Patsiendid + Proovitilip Staadium Muutusad CRC Viide
n=Kontrdllid patsientidd
16SIRNA V3-V4 Itadia 10+10 slilg CRC Fusobacterium Russo et al
gPCR nucleaturmt
M etagenoomi Prantsusmea 25+259 slilg CRC Fusobacterium Schmidteta
sekveneerimine nucleatum 1t
16SrRNA V4 Hiina 30+30 slilg, CRC Firmicutes 1 Wang et al
limeskest
165 RNA V4 Eurooopa- 231 +462 suuloputus CRC Porphyrorronas, Yang etal
Ameerika Tannerdlla, Prevotella,
Peptococcus,
Treptonema 1
Solobacterium |
16SIRNA V3-V4 USA 68 +122 suuloputus CRC Lactobacillus, Rothia, Kaoetal
Fusobacterium
nucleatum 1t
16SIRNAV3-V4 Hiina 161 (CRC) + posekasbe  CRC, CRA Fusobacteriurm Zhangeta
34 (CRA) + Prevotdia,
58 \Veillonella 1
165 RNA V3-V4 Tirimaa 99 (CRA) + posekaabe CRC, Fusobacterium Flemeretd
32 (pol titibid) + poliibid nucleatum
103 Peptostreptococcus
Sorratitis Parvinonas
mcrat
16SIRNAV2-V4 Hiina 90 +100 keelekaabe CRC Prevotelia, Hanetal
Streptococcus t

CRA — jamesoole adenoom, CRC — jamesoolevahk, gPCR: kvantitatiivhe PCR

Jamesoolevéahi ja jamesoole adenoomide korral on taheldatud suupatogeene Fusobacterium,
Treponema ja Porphyromonas ning biofilmi moodustajaid Streptococcus, Faecalibacterium,
and Rothia (Zhang et al., 2020). Fusobacterium’i on tiheldatud ka teiste suuhaiguste ja véhkide
korral (Castellarin et al., 2012; Flanagan et al., 2014; Komiya et al., 2019; Kostic et al., 2012;
Mima et al., 2015; Yamaoka et al., 2018). Zhang et al pakkusid valja, et Fusobacterium’i
suurenenud arvukus suus vOib viidata bakteri migreerumisele jamesoolde ja osaleda vahi
arengus (Zhang et al., 2020). Veel on naidanud Flemer et al, et suu mikrobioota vdib olla
potentsiaalne biomarker jdmesoolevahi korral (Flemer et al., 2018). Nende t66s voetud
posekaapeproovides erines CRC patsientide suu mikrobioota oluliselt tervete indiviidide suu
mikrobiootast (Flemer et al., 2018). Wang et al uuringust tuli vélja, et Bacteroides,
Streptococcus ja Desulfovibrio perekondi esines CRC patsientidel rohkem kui tervetel (Wang
et al., 2021). Kuigi Yang et al t66s tulid esile neli suupatogeeni Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola ja Prevotella intermedia, millega seostati kérgem
jamesoolevéhi risk ning millest ainult viimased kaks olid statistiliselt olulised (YYang, Cai, et
al., 2019).
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Lisaks on uuritud suupatogeene, keda on leitud jamesoolevahi patsientide valjaheidetest ja
jamesoole limaskesta proovidest. Uks kdige olulisematest suu mikroobidest, mida
jamesoolevéhiga seostatakse, on Fusobacterium nucleatum, mida on tihti leitud CRC
patsientide véljaheitest ja limaskestaproovidest (Castellarin et al., 2012; Flanagan et al., 2014;
Kostic et al., 2012). Bacteroidaceae hdimkonda kuuluv Fusobacterium nucleatum on
gramnegatiivne anaeroobne pdletikku soodustav bakter, mis on tuntud hambakaariese biofilmi
japeriodontiidi tekitaja (Signat et al., 2011). Fusobacterium nucleatum’i seost jamesoolevéhiga
on kinnitanud mitmed uuringud (Ahn et al., 2013; Castellarin et al., 2012; Flanagan et al., 2014;
Kostic et al., 2012; Mima et al., 2016; Rubinstein et al., 2013; Signat et al., 2011). Kaks
uuringut (Yamaokaet al., 2018; Yu et al., 2017), mis toetasid teineteise leidusid, tegid kindlaks,
et F. nucleatum on seotud KRAS mutatsiooni, kasvaja suuruse, kaasastindinud immuunsuse
signaalradade reguleerimise, autofaagia ja CRC kemoresistentsuse moduleerimisega, mistottu
tahetakse bakterit kasutada vahiprognoosiks ja sdeluuringutes (Yamaoka et al., 2018) ning
arendada vélja F. nucleatum-spetsiifiline antimikroobne teraapia, mis aitaks koos keemiaraviga
jamesoolevéhi patsiente (Yu et al., 2017). Seega vdivad mitmed suupatogeenid hakata
soolestiku dusbioosi korral vohama ning teiste mikroobidega interakteerudes soodustada
jamesoolevéhi arengut. Sellest tulenevalt vGiks see bakter olla potentsiaalne mitteinvasiivne

biomarker jdmesoolevahi sdeluuringutes.

Ka teiste suumikroobide puhul on leitud seoseid CRC-ga. Néiteks suumikroobide perekonna
Prevotella liikide rohkust on seostatud interleukiin 17 (IL-17, interleukin 17) tootvate rakkude
indutseerimisega jamesoolevahi patsientidel (Sobhani et al., 2011). Lisaks on néiteks bakter P.
gingivalis puhul néidatud, et ta indutseerib koos F. nucleatum’iga tuumori teket (Rubinstein et
al., 2013).

Ei ole tapselt teada, kuidas suumikroobid soolestikku kanduvad, kuid véalja on pakutud kaks
varianti. Uheks viisiks on pidev suumikroobide allaneelamine (Nakajima et al., 2015). Inimene
toodab 66paevas 0,75 kuni 1,5 | siilge, mis sisaldab palju mikroobe, kaasa arvatud tuntud
kroonilise periodontiidi patogeeni P. gingivalis (Benn ja Thomson, 2014). Suumikroobid, nagu
P. gingivalis, kes suudavad vastu panna madalale pH-le, saaksid happelise keskkonna maos tile
elada ja koloniseerida soolestiku (Walker et al., 2018). Selleks et aga madala pH juures ellu
jaada, on néidatud P. intermedia, P. gingivalis ja F. nucleatum puhul kasvu stimuleerimist
nekrotroofiliselt ehk toitumist surnud bakteritest (Rodriguez Herrero et al., 2017). Eelnevalt on
Porphyromonas spp. (P. gingivalis and P. intermedia) ja F. nucleatum’i kasvu tousu seostatud

surnud rakkude olemasoluga (Rodriguez Herrero et al., 2017). Kuigi P. gingivalis on voimeline
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elama madalama pH juures (Walker et al., 2018), ei ole bakterit véljaheidetest isoleeritud, mis
viitab sellele, et P. gingivalis ei suuda efektiivselt soolestikku migreeruda ja seal elada (Geva-
Zatorsky et al., 2017).

Teine viis vOib olla aga mikroobide levimine soolestikku labi vereringe ja stisteemse
tsirkulatsiooni kaudu. On ndidatud, et mikroobid suudavad migreeruda vereringesse l&bi suus
olevate haavade, hambapesu ja narimise ajal (Parahitiyawa et al., 2009). Elujéuliste bakterite
esinemine vereringes ehk baktereemia vdib esineda poletikuliste tingimuste korral, nagu
periodontiit ja muud kroonilised infektsioonid, mida on ndidatud patogeenide F. nucleatum ja
P. gingivalis korral (Hajishengallis, 2015). Mikroobid, nagu P. gingivalis, suudavad ellu jaada

ka immuunrakkudes ning levida nii tle kehar (Carrion et al., 2012).

Kuigi suu mikrobioota potentsiaali on jamesoolevahi diagnoosimisel vahe uuritud ja ei ole
leitud kindlaid baktereid vahi ennustamiseks, siis on suu mikrobioota kui uudse biomarkeri
uurimine paljulubav ja vdimalik mitteinvasiivne meetod jamesoolevéhi tuvastamiseks (Chen et
al., 2019).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T66 eesmargid
T6O eksperimentaalse osa eesmark on analliiisida Eesti jamesoolevahi s6eluuringu kéigus
koloskoopia protseduuril kainud patsientide ja Tartu Ulikooli kliinikumi hematoloogia-
onkoloogia osakonna véhipatsientide kaest saadud stljeproovide mikroobikooslust suus.

Seega on t06 eesmaérgid jargnevad:

1) Madérata suljeproovide mikroobide kooslus, kasutades 16S rRNA geeni V3-V4
piirkondade sekveneerimist;
2) Vorrelda omavahel tervete inimeste (kontrollide) , poliipidega patsientide ja

vahipatsientide siljeproovide mikroobikoosluste erinevusi

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Proovide kogumine ja hoiustamine

Bakalaureusetoo jaoks vajalikud siiljeproovid koguti TU kliinikumi kahest osakonnast. Ko&ik
uuringus osalemisega ndus olnud uuritavad andsid 2 ml stiljeproovi 15 ml tuubi, mis kilmutati
koheselt vedelas limmastikus. Proovid mirkega “CRC” tulid Tartu Ulikooli Kliinikumi
sisekliinikust, gastroenteroloogia osakonnast dleriigilise jamesoolevéahi  sdeluuringu
patsientidelt, mis koguti aastatel 2019-2021. Séeluuringusse kaasatakse riiklikult 60-69
aastased mehed ja naised. Antud t66 valimisse kaasati patsiendid, kellelt vBetud peitveretesti
tulemus oli positiivne ja kes olid saadetud TU Kliinikumi koloskoopiauuringule. Stiljeproovid
on vdetud enne koloskoopia teostamist. Proovid mirkega “oCRC” koguti TU Kliinikumi
hematoloogia-onkoloogia kliinikus 2021. aastal. Siljeproovid vdeti esmase jamesoolevahi

diagnoosi saanud patsientidelt.
Valimist jaeti vélja patsiendid,

1. kellel oli varem diagnoositud soole &rritussindroom (IBS), Crohni tdbi (CD),
haavandiline koliit (UC) v8i mikroskoopiline koliit;

2. kellel oli diagnoositud perekondlik adenomatoosne poltipoos (FAP);

3. kes tarvitas antibiootikume kuni 3 n&dalat enne proovi kogumist;

4. Kes oli saanud kemoteraapiat.
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Kokku kaasati toosse proovid 63-It inimeselt. Proovide vanuste ja sugude jaotus on toodud

Tabelis 2.

Tabel 2. Uuritavate keskmine vanus ja sugude jaotus

Proovi tiilip Keskmine vanus Sugu (N/M)
Kontrollid 65 (vahemik 60—69) 7/9
Polllpidega patsiendid 63 (vahemik 59-75) 12/24
Véahipatsiendid 78 (vahemik 60-95) 5/6

Uuritavad jaotusid kolme riihma:

1) uuritavad, kellelt leiti koloskoopiauuringu kaigus polidbid (N = 36),

2) uuritavad, kellel tuvastati koloskoopiauuringu kéigus vdetud proovidest jamesoolevahk
(N = 11)

3) uuritavad, kellel koloskoopial ei tuvastatud polulpe ega vahkkasvajaid (kontrollid; N =

16).

Uuringus osalejad on andnud kirjaliku ndusoleku ja uuringu teostamiseks on antud Tartu
Ulikooli inimuuringute eetikakomitee poolt ndusolek (loa number 292/T-17). T66 metoodika

etapid on toodud Joonisel 4.

TU Kliinikumi hematoloogia-
Jamesoolevahi sGeluuringus osalejad onkoloogia kliiniku vahipatsiendid
(N =53) (N=10)

|

Uuritavad annavad suljeproovid

v

DNA eraldamine

v

16S rRNA V3-V4 regioonide sekveneerimine

v

Bioinformaatiline anallits

v

Statistline anallus

Joonis 4. T66 metoodika etapid
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2.2.2 DNA eraldamine ja 16S rRNA sekveneerimine

Uuringu kaigus saadud stljeproovidest eraldati bakteriaalne DNA 63 proovilt, kasutades firma
Qiagen DNA eralduskomplekti DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen, Venlo, Madalmaad). Lisaks
eraldati DNA ka negatiivselt kontrollilt, mis stljeproovi ei sisaldanud. DNA eraldamine kais
kitiga kaasas olnud protokolli jargi vaikeste modifikatsioonidega. Esmalt pidi siljeproovid
sulatama ja eraldamiseks voeti 200 ul. Seejarel lisati lahus CD1 ja inkubeeriti proove 65°C 10
minutit, et tagada korralik liusimine ka raskesti luisitavatele bakteritele ja edaspidi ka kdrgem
DNA kontsentratsioon. Sellele jargnes rakkude 16hustamine Precellys 24 (Bertin Instruments,
Montigny-le-Bretinneux, Prantsusmaa) koepurustiga, mis oli seadistatud jargnevalt: 2500 rpm
poorded, kestvusega 2 x 30 sekundit, 30 sekundit pausi tsiiklite vahel. Ulejaanud protokoll
teostati vastavalt tootja juhistele. Lisaks uuringuks kogutud proovide DNAle tehti
eraldusprotokoll 18bi ka negatiivse kontrolliga. Peale DNA eraldamist mdddeti DNA
kontsentratsioon koguses 2 pl NanoDrop™ 2000/2000c spektrofotomeetriga (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). Ldpuks hoiustati DNAd sisaldavad katsutid -20°C kilmkapis.

Proovide DNA kontsentratsioonid on vélja toodud tabelis Lisa 1.

Seejérel viidi 1abi teise pdlvkonna sekveneerimiseks vajalik DNA raamatukogu tegemine, mis
teostati Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklaboris, kus viidi ldbi ka DNA
sekveneerimine. Lisaks uuritavate proovidele ja negatiivsele kontrollile DNA
eraldusprotokollist kaasati sekveneerimisse lisa negatiivne kontroll ja ka positiivne kontroll,
mis oli proovi CRC42 koopia. Jargmises etapis viidi labi DNA amplifikatsioon (PCR), kus
kasutati praimereid 337F ehk 16S F (5 -
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG - 3%) ja
805R ehk 16S R (3’ -GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHV
GGGTATCTAATCC - 5°), millega amplifitseeriti prokariiootse 16S rRNA geeni V3-V4
regioonide jarjestused. Sekveneerimisel kasutati standardset protokolli. Amplikoni
raamatukogu koostati mdlemasuunalisest jarjestustest (2 x 301 bp), milleks kasutati teise
polvkonna Illumina (lllumina, San Diego, USA) MiSeq slsteemi koos MiSeq reagentide
komplektiga (MiSeq Reagent Kit versioon v3). Kdik 66 proovi (patsientide siljeproovid, 1
positiivne kontroll ja 2 negatiivset kontrolli) sekveneeriti iheaegselt ehk kasutati multiplex-
reziimi koos spetsiaalsete ribakoodi jirjestustega. Toorandmete jérjestustele pandi vastavusse
ka kindel proovi nimi, mille jaoks kasutati Illumina bcl2fastq2 Conversion tarkvara (versioon
2.20).
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2.2.3 Mikroobikoosluse maaramine

Bioinformaatiliseks analiiiisiks kasutati programmi QIIME2 (versioon 2021.11.0). Enne
programmiga t60le asumist, loodi manifest dokument, mis annab QIIME 2 ette, missuguste
sekveneerimisandmetega on tegu. Edasi sai andmed viia QIIME 2 programmi keskkonda
PairedEndFastqManifestPhred33 formaadis, kasutades kasutades giime tools import skripti.

Jargmiseks oli vaja l&bi viia kvaliteedikontroll (QC, quality control), filtreerida valja
miurarikkad piirkonnad (sh adapterid) ja Uhendada nii péri- kui ka vastassuunalised lugemid.
Kvaliteedikontrolliks kasutati QIIME 2 keskkonnas olevat tarkvara DADAZ2, mis andis
tulemuseks lugemite kvaliteediskoori ning vdimaldas valida ebasobivad piirkonnad
valjaldikamiseks. Parisuunalised lugemid 16igati positsioonidest 23 ja 245. Vastassuunaliste
lugemite kvaliteediskoorid ei olnud sobivad ning jdid seetdttu analliisist valja. Lisaks eraldati
osaliselt kattuvad lugemid ehk kimaarid, milleks kasutati konsensusfiltrit. DADA2 t66
tulemusel toimus ka lugemite ihendamine amplikonjarjestuste variantideks (ASV). Jargnevalt
kasutati ASVde taksonoomiliseks klassifitseerimiseks QIIME2 programmi skripti q2-feature-
table-classifier koos Bayes’i klassifitseerijaga, mis tootas referentsjarjestuse SILVA 16S V3—
V4 v132_99 andmebaasidest 99% sarnasuslavendiga. Kasutatud Kklassifitseerija oli koostatud
Tartu Ulikooli biomeditsiini magistrandi Annabel Raudsepa poolt. Fiilogeneetilise puu
koostamiseks kasutati FASTTREE skripti. Kdik proovid labisid kvaliteedikontrolli edukalt,
peale DNA eraldusprotokolli ja DNA sekveneerimise negatiivse kontrolli, millel oli O lugemit,

mis oli ka oodatud tulemus.

2.2.4 Statistiline analiits

Andmeanalisiks kasutati programmi Rstudio (versioon 2022.2.0.443) ja R (versioon 4.1.3)
baasprogrammi koos lisapakettide phyloseq (versioon 1.38.0), dplyr (versioon 1.0.8),
microbiome (versioon 1.16.0), vegan (versioon 2.5-7), ALDEx2 (1.26.0). Jooniste tegemiseks

kasutati ggplot2 (versioon 3.3.5) paketti. Andmeanaliilis teostati 63 siiljeprooviga.

Siljeproovide taksonoomilist mitmekesisust kirjeldati nii alfa- kui ka beetamitmekesisuse abil.
Alfamitmekesisuse saamiseks arvutati vadlja Shannoni mitmekesisuse indeks ja vaadeldud
perekondade arv. Shannoni mitmekesisuse indeksi ja vaadeldud perekondade arvu vaartusi
vorreldi kontrollgrupi ja poliupidega patsientide siljeproovide vahel ning kontrollide ja

vahipatsientide suljeproovide vahel. Need véartused arvutati bakteriperekondade tasemel,
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milleks kasutati RStudio ja R baasprogrammi paketti phyloseq (verisoon 1.38.0). Samuti
kasutati t-testi, et leida statistiliselt olulised ja erinevate gruppide vahelised muutused. Mitmesel
testimisel korrigeeriti p-vaartused Benjamin-Hochbergi meetodil ja korrigeeritud p-véartused
<0,05 loeti statistiliselt oluliseks (Benjamini ja Hochberg, 1995). Beetamitmekesisuse
illustreerimiseks koostati CLR-transformeeritud andmetele peakomponentanalliis (PCA,

principal component analysis).

2.3 Tulemused

Uuringus analisiti kokku 63 inimese stljeproovid. Kontrollgruppi kuuluvad inimesed (N =
16), kellele teostatud koloskoopia kaigus ei tuvastatud poliupe ega vahkkasvajaid.
Véhipatsiente oli kokku 11 ja poliiipidega patsiente oli 36. Kontrollide DNA kontsentratsiooni
keskmine tuli 94,72 (+/-79,61) ng/ul (vahemik 7,6 ng/ul — 245 ng/ul), polliupidega patsientidel
keskmine 104,07 (+/-72,17) ng/pl (vahemik 2,70-249,80) ja vahiga patsientidel keskmine DNA
kontsentratsioon oli 39,41 (+/- 45,30) ng/ul (3,30-133,70). Koikide 65 sekveneeritud proovide
(63 suljeproovi, negatiivne kontroll ja positiivne kontroll) saadi kokku 4 818 248 DNA lugemit.
Peale kahe kontrolli valjafiltreerimist oli lugemeid kokku 4 757 554, millest kontrollide
keskmine lugemite arv oli 77 190, polilpidega proovidel 77 036 ja véhiga proovidel 75 450
lugemit. Kuna positiivse kontrolli taksonoomiline jaotus oli identne CRC42-le, siis jéeti see

analliusist valja. Analliusi kaasatud proovide jaotus on toodud Joonisel 5.

Kontrollid Poltubid Vahk

Joonis 5. Toos analliisitavate stiljeproovide jaotus
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2.3.1 Sulje mikroobikooslus eri uurmisgruppide vahel

Kdikides uuritavates proovides kokku leiti 15 hdimkonda, 27 klassi, 55 seltsi, 107 sugukonda,

243 perekonda. Enimlevinud hdimkonnad ja perekonnad uurimisgruppide kaupa koos

esinemissagedustega on toodud Joonisel 6.
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Joonis 6. Enamlevinud hdimkondade (A) ja perekondade (B) suhtelised sagedused erinevates

stljeproovide tlupides
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K®digil kolmel uuringugrupil olid sagedasemad hdimkonnad samad: Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria ja Actinobacteria (Joonis 6A, Lisa 2). Vahipatsientidel esines Firmicutes aga
keskmiselt 10% rohkem kui teisel kahel uurimisgrupil (Joonis 6A). Perekonnad jaotusid samuti
peaaegu VvOrdselt uurimisgruppide vahel (Joonis 6B). Domineerivaks perekonnaks oli
Streptococcus, mida esines taaskord vahipatsientidel keskmiselt 10% rohkem Kkui teistel

uurimisgruppidel.

Suhtelised esinemissagedused on valja toodud Lisa 2. Lisaks viiele kbige sagedasemale
perekonnale vaadeldi ka levinud jamesoolevéhiga seostatud suupatogeenide Fusobacterium ja
Porphyromonas suhtelist esinemissagedust. Vastavad vaartused on samuti toodud Lisa 2.

2.3.2 Mikrobioomi mitmekesisuse vordlus erinevate uurimisgruppide vahel

Kdigepealt vaadeldi alfamitmekesisust ehk grupisisest mitmekesisust uuringugruppide kaupa
ning seejarel vorreldi beetamitmekesisust, ehk nende gruppide omavahelisi mikroobikoosluste
erinevusi. Alfamitmekesisust hinnati nii vaadeldud perekondade arvu kui ka Shannoni

mitmekesisuse indeksi abil.

Kontrollide puhul on vaadeldud perekondade arvukuse keskvaartus 72,56 (+/- 14,08, vahemik
48,00-102,00) ja Shannoni mitmekesisus tuli 2,93 (+/- 0,16, vahemik 2,64-3,24) (Joonis 7).

Polliubidega patsientide suljeproovide mikroobikoosluse mitmekesisuse analiitisimisel oli
keskmine vaadeldud perekondade arvukus 76,97 (+/- 18,99, vahemik 23,00-104,00) ja
Shannoni mitmekesisus tuli 3,023 (+/- 0.32, vahemik 1,76-3,40) (Joonis 7).

Véhiga patsientide suljeproovide mikrobioota uurimisel oli keskmine vaadeldud perekondade
arv 56,9 (+/- 24,01, vahemik 21,0-98,0) ja Shannoni mitmekesisus 2,51 (+/- 0,55, vahemik
1,56-3,26). Kontrollide puhul on vaadeldud perekondade arvukus suurem, keskvéartusega 72,6
(+/- 14,08, vahemik 48,00-102,00) ja Shannoni mitmekesisuse indeks tuli 2,9 (+/- 0,16,
vahemik 2,64-3,24) (Joonis 7).
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Joonis 7. Alfamitmekesisust véljendavate vaartuse karpdiagrammid polliipidega patsientide
(N=36), vahi (N=11), ja kontrollide (N=16) stljeproovide korral. A — proovitiibi ja patsiendi
staatuse ning Shannoni mitmekesisuse indeksi vaheline seos; B — proovitlibi ning patsiendi
staatuse ja vaadeldud perekondade arvukuse vaheline seos

Vorreldes pollupidega patsientide ja kontrollide siljeproove, on naha, et vaadeldud
perekondade arvukus ja Shannoni mitmekesisus ei erine markimisvaarselt ning on peaaegu
samad. Samuti ei olnud vaadeldud perekondade ja Shannoni mitmekesisuse muutused
statistiliselt olulised (vaadeldud perekondade arvukus p = 0,36; Shannoni mitmekesisus p =
0,16). Vahipatsientidel (N = 11) oli keskmine vaadeldud perekondade arv 20 vorra véiksem
vorreldes kontrollidega (N = 16). Shannoni mitmekesisuse indeks tuli peaaegu sama.
Vaadeldud perekondade arv (p = 0,071) nditab kll trendi, kuid ei ole statistiliselt oluline, kuid
Shannoni mitmekesisuse (p = 0,032) keskvaartused on erinevad (korrigeeritud p-véartus <
0,05).

Vorreldes polulpidega patsiente (N = 36) ja vahipatsiente (N = 11), on poltipidega patsientide
vaadeldud perekondade arvukus 20 vorra suurem ning Shannoni mitmekesisuse indeks on
vahipatsientidel keskmiselt 0,4 vdrra vaiksem. Samuti olid vaadeldud perekondade ja Shannoni
mitmekesisuse muutused statistiliselt olulised (vaadeldud perekondade arvukus p = 0,024;

Shannoni mitmekesisus p = 0,012).

Jargnevalt hinnati beetamitmekesisust. Beetamitmekesisust vaadeldi kdigi 63 proovi puhul.
Analidsiks tehti peakomponentanaliiiis, mille tulemustest on naha, et polliupidega proovid ja
kontrollid klasterduvad kokku, kuid esineb ka politpidega proove, mis eralduvad kdikidest

teistest proovidest (Joonis 8).
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Joonis 8. Beetamitmekesisuse analtitisiks tehtud peakomponentanaltitis (PCA, ingl k principal
component analysis).

Beetamitmekesisust vorreldes on néha mitme vahiproovi klasterdumist ja teistest eraldi
paigutumist. Kontrollid on aga eemale klasterdunud (Joonis 8). Uurimisgruppide mikrobioomi
kooslus oli Uksteisest oluliselt erinev (R2 = 0,091, p < 0,001).

2.3.3 Perekondade vdrdlus uurimisgruppide vahel

Jargmisena vorreldi erinevate perekondade arvukust erinevates uuringugruppides. Polulpidega
patsientide ja kontrollide puhul oli Peptoclostridium ainuke bakteriperekond, mille
esinemissagedus oli statistiliselt erinev polliupidega patsientide ja kontrollide vahel (p = 0,025;
FDR < 0,05). Véhipatsientide ja kontrollide vahel ei esinenud lhtegi bakteriperekonda, mis
oleksid olnud statistiliselt olulised peale p-vééartuste korrigeerimist (korrigeeritud p-vaartus <
0,05). Vihi ja poliipidega patsientide puhul vérreldi nende suhtelist mitmekesisust. Nende
vahel leidus ks statistiliselt oluline perekond, milleks oli bakteriperekond Faucicola

(korrigeeritud p vaartus = 0,018).

ToOs vaadati ka baktereid, keda on varem seostatud jdmesoolevahiga. Nendeks olid
Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella. Kontrollide ja polipide patsientide puhul olid
korrigeerimata p-vaartused jargmised: Fusobacterium (p-véartus = 0,762), Porphyromonas (p-
vaartus = 0,803), Prevotella (p-vaartus = 0,480) (p-véartus < 0,05). Vahipatsientide ja
kontrollide vahel olid korrigeerimata p-véartused jargmised: Fusobacterium (p-vaartus =

0,018), Porphyromonas (p-véartus = 0,088), Prevotella (p-vééartus = 0,067) (p-vaartus < 0,05).
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Polliupidega patsientidega ja vahipatsientide puhul olid korrigeerimata p-vaartused jargnevad:
Fusobacterium (p-véartus = 0,022), Porphyromonas (p-véértus = 0,120), Prevotella (p-vaartus
= 0,085) (p-véaartus < 0,05). Ainult vahipatsientide ja kontrollide ning poliiipidega patsientide

ja vahipatsientide vahel oli Uks perekond statistiliselt olulise korrigeerimata p-vaartusega.

2.4 Arutelu

To66 eesmargiks oli maarata Eesti jamesoolevahi sdeluuringu programmi raames kogutud ja TU
Kliinikumi hematoloogia-onkoloogia Kliinikust saadud vahipatsiendite stljeproovide
mikroobikooslus, sekveneerides 16S rRNA geeni V3-V4 regiooni. TO6s analudsiti
stljeproovidest saadud mikrobioomi kooslusi ja vorreldi kontrollide ehk ilma poliipideta ja

vahkkasvajateta patsiente, polilipidega patsiente ja vahiga patsientide stljeproovide kooslusi.

Kontrollgrupis leidus hdimkondadest kdige enam Firmicutes, Bacteroideres, Proteobacteria ja
Actinobacteria. Need neli hdimkonda kuuluvad ka normaalse mikrobioota alla ning kuuluvad
tavaparaselt suu nelja enimtuvastatud hdimkonna alla, mist6ttu oli tulemus kontrollidel
ootuspérane (Dewhirst et al., 2010; Zaura et al., 2009; Zhang et al., 2020; Verma et al., 2018).
Antud t66s moodustasid kontrollidest leitud suu mikrobioomi 6 pohilist hdimkonda Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes ja Fusobacteria kokku 94,16%,
mida nditasid ka Dewhirst et al, kus need hdimkonnad olid esindatud 96% kogu mikrobioomi
hdimkondadest (Dewhirst et al., 2010). Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria domineerisid ka poliipidega patsientide ja vahiga patsientide puhul. Zhang et
al naitasid, et h6imkond Firmicutes esineb CRC korral vahem kui kontrollidel ja adenoomiga
patsientidel (Zhang et al., 2020), kuid antud t606s tuli vastupidine tulemus — véhipatsientidel
esines Firmicutes ronhkem kui kontrollide ja poliiipidega patsientidel. Viimast nditas Russo et
al, kes samuti taheldas suuremat Firmicutes arvukust véhipatsientidel siiljeproovides vorreldes
kontrollidega, kuid nende t66s ei olnud see tulemus statistiliselt oluline (Russo et al., 2018).
Lisaks ndidati samas t60s, et Bacteroidetes ja Fusobacteria esineb rohkem kontrollides kui
vahipatsientidel (Russo et al., 2018), mis tuli ka valja antud t60s, kuid tulemus ei olnud

statistiliselt oluline korrigeeritud p-vaartuse korral.

Perekondadest esines nii kontrollides kui ka teises kahes uurimisgrupis koige enam
Streptococcus, Prevotella 7, Veillonella, Haemophilus ja Rothia, mis jéllegi on suu normaalse
mikrobioota osa ja mida kinnitavad ka eelnevad uuringud (Bassis et al., 2015; Dewhirst et al.,
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2010; Flemer et al., 2018; Segata et al.,, 2012). Streptococcus arvukus oli kdikide
uurimisgruppide puhul suurim, mida on nditanud ka Flemer et al t60, kus anallisiti
samasuguseid uurimisgruppe (Flemer et al., 2018). Kdesolevas t60s esines Streptococcus kdige
enam vahipatsientidel, umbes 10% rohkem vdrreldes teiste gruppidega, kuid antud tulemus ei
olnud statistiliselt oluline peale p-vaartuse korrigeerimist. T66s valja tulnud hdimkonnad ja
perekonnad kontrollide puhul on ootusparased tulemused, aga polulpidega patsientide ja

vahipatsientide tulemuste vordlemiseks ei ole piisavalt uuringuid.

Perekondade arvukuste vordluses leidsime vastupidiselt Chen et al tulemustele, et
vahipatsientidel esineb perekonda Streptococcus kdige enam ning sagedustest ronkem Kkui
kahes teises uuritavas grupis (Chen et al., 2019). Lisaks oli Fusobacterium’i arvukus madalam
kui polipidega patsientide ja kontrollide puhul, mis on erinev varasematest uuringutest, kus
on téheldatud vastupidist (Flanagan et al., 2014; Mima et al., 2015; Signat et al., 2011;
Yamaoka et al., 2018). Yang et al tulemuste puhul ei olnud samuti suurt Fusobacterium
erinevust vahipatsientide ja kontrolli vahel (Yang, Cai, et al., 2019). Kuigi erinevused olid
antud t6os vaiksed, oli kontrollides Haemophilus, Fusobacterium ja Porphyromonas sagedused
kdrgemad kui véhipatsientidel ning enne p vaartuse korrigeerimist oli ainult Fusobacterium arv
statistiliselt oluline (p = 0,018). Sarnane tulemus oli ka Han et al t66s, kus Haemophilus,
Fusobacterium ja Porphyromonas esines kontrollides margatavalt rohkem, kuid selles t66s
taheldati ka Neisseria rohkust kontrollides, mis antud t66s oli vastupidi (Han et al., 2016). Kuna
vahipatsientide suu mikrobioomi ja selle erinevust normaalse suu mikrobioomiga on véhe
uuritud, ei ole piisavalt t0id, et antud t66s saadud tulemusi pdhjalikumalt voérrelda ning
vahipatsientide arv on antud uuringus I8plike jarelduste tegemiseks vaga véike.

Polliupidega patsientide ja kontrollide vahel oli vaadeldud perekondade arvukuse ja Shannoni
mitmekesisuse erinevus vaike ning statistiliselt ebaoluline. Uks perekond, mis erines
statistiliselt oluliselt polulbi patsientide ja kontrollide vahel, oli Peptoclostridium.
Peptoclostridium (Clostridium) on grampositiivne bakter, kelle hulka kuuluvad mitmed
inimesele patogeensed liigid, nagu Peptoclostridium difficile (Clostridium difficile).
Peptoclostridium difficile pdhjustatud CDI on seostatud eakate inimeste puhul soolestiku
diisbioosiga, kui on tarvitatud antimikroobseid ravimeid (Smits et al., 2016). Kuna valimi
hulgast jaeti vélja patsiendid, kes olid hiljuti tarvitanud antibiootikume, siis on voimalik, et
Peptoclostridium’i perekonna muutused on seotud patsientide pikemaajalise antibiootikumide

tarvitamisega. Peptoclostridium’i on seostatud ka mitmete kasvajate eristaadiumitega ning seda
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on leitud jamesoolevahi korral inimese soolestikus koos Fusobacterium’iga, kuid see bakter ei

ndidanud pdrast p-vaartuse korrigeerimist statistiliselt olulist seost (Zwinsova et al., 2020).

Véhipatsientide ja kontrolligrupi vordlusel leiti, et véhipatsientide vaadeldud perekondade
arvukus oli madalam kui kontrollidel. Shannoni mitmekesisuse indeks oli peaaegu sama. Ainult
Shannoni mitmekesisuse indeks oli statistiliselt oluline. Need tulemused on kooskdlas Flemer
et al todga, kus leiti samuti, et suu mikrobioota kooslus erines tervete kontrollide ja

jamesoolevéhi haigetel. (Flemer et al., 2018).

Beetamitmekesisuse analiilisi pohjal on néha, et polidbi- ja kontrolluuringugrupi proovid
Klasterduvad sarnaselt. Leidus ka polulbiproove, mis olid eraldi seisvad vi pigem
vahiproovidega koos esinevad. Varieeruvuse analulis néitas, et uurimisgrupp oli statistiliselt
oluline faktor, kirjeldamaks mikrobioomi koosluste erinevusi (R2 = 0,091, p<0,001). Polupide
klasterdumist kontrollidega ja véhipatsientide eraldi klasterdumist néitas ka Flemer et al
(Flemer et al., 2018). Kuna kdik poliibid ei ole pahaloomulised, siis antud sarnasus voib olla
tingitud sellest, et suu disbioosi ei ole tekkinud, sest kasvaja ei ole veel piisavalt arenenud, et
sisteemseid muutusi pOhjustada. Beetamitmekesisuse vordluses klasterdusid mdned
vahiproovid eraldi. Leidus ka proove, mis olid kontrolli- ja polulbiproovide keskele
kogunenud. Kahjuks puudus uuringu labiviimise hetkel info patsientide vahistaadiumite kohta,
mis vdiks aidata vastata kiisimusele, kas naiteks need proovid voiksid olla varajase staadiumiga
vahipatsiendid, kes vdivad olla pollubipatsientide ja kontrollidega sarnasemad. Selleks et teha
pdhjalikke jareldusi ja ndha selgemat eristumist uuringugruppide vahel, oleks vaja suuremat
valimit ning tdpsemat kliinilist analttsi, mis v6imaldaks klassifitseerida poliipe ja vahki

tdpsemateks alamtidipideks.

Ldpus vorreldi antud t66s ka suhtelist mitmekesisust véhi- ja poliubipatsientide vahel, kus leiti
Uks perekond, mis oli statistiliselt oluline. Selleks oli perekond Faucicola, mis on
Gammaproteobacteria klassi kuuluv gramnegatiivne aeroob. Perekond esines véhipatsientide
proovides rohkem kui polilpidega patsientide omades. Tegemist on vordlemisi uue
perekonnaga, mille kohta on véhe teadustdid (Humphreys et al., 2015). Faucicola’t leidub
inimese koris, mille jargi on bakter ka perekonnanime saanud. Tulpesindajaks on Faucicola
mancuniensis. Bakteri Kliiniline olulisus on aga veel teadmata. Faucicola on leitud hiljuti ka
jakkide nina limaskestast, kus see oli liks domineerivamaid perekondi (Liu et al., 2021). Kuna
tegemist on vordlemisi uue bakteriperekonnaga, mille kohta puuduvad pdhjalikud uurimustéod

inimestel, siis ei ole vdimalik seletada selle esinemist antud to0s ja seost jamesoolevéhiga.
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Erinevates t60des saadud tulemuste vdrdlemine on mikrobioomi puhul keeruline, kuna
tulemused soltuvad vdga mitmetest parameetritest. Tulemusi mdjutab see, milliseid proove
suust vOetakse, kuidas eraldatakse bakteriaalne DNA, millist piirkonda 16S rRNA geenis
analliusitakse ning l8petuseks, kuidas analtiisid Iabi viiakse. Kdik need faktorid vdivad véga
suurel maaral mdjutada tulemusi ning teeb todde vordlused keeruliseks. Suu mikrobioomi
uurimiseks on voimalik votta proove védga erinevat moodi. Peamiselt tehakse seda kas keele-
vOi pOsekaapest voi suljeproovi ndol. Antud t60s kasutati siiljeproove, kuna on arvatud, et
stiljeproovid voivad olla kbige optimaalsemad suubakterite uurimiseks vahi korral (Chen et al.,
2019). Kuid kuna suu erinevad piirkonnad vdivad anda erinevaid tulemusi, siis kindlasti tuleks
terviklikuma pildi  saamiseks analulsida erinevaid suuproove ning viia |&bi
suuremamahulisemaid uuringuid (Zaura et al., 2021). Antud t60 oli pilootprojektiks, mille
kaigus analliusiti suurema teadusuuringu jaoks kogutud esimesi proove. Selleks et selgitada
valja mikroobioomi md&ju jamesoolevahi tekkimises, tuleks vdtta proove erinevas staadiumis
patsientidelt ning analtlisida mikrobioomi erinevatest kehaosades (suust, terve ja
polulpidega/vahi patsiendi sooleepiteelist). See v@imaldaks tuvastada mikrobioomil
pbhinevaid biomarkereid, mis aitaks tulevikus madrata vahi tekkimise riski, varasemat

diagnoosi ja/vi tapsemat ravi.

36


https://www.zotero.org/google-docs/?VfVK9A
https://www.zotero.org/google-docs/?VfVK9A
https://www.zotero.org/google-docs/?xFuRO0

KOKKUVOTE

Inimese suu mikrobioota on tiks mitmekesisemaid kehapiirkondi, mis avaldab inimese tervisele
mdju nii selle toetamisel kui ka haiguste tekkes. Uheks haiguseks v@ib olla jamesoolevahk
(CRC), mis on jame- ja kaérsoolest alguse saanud pahaloomuline kasvaja. CRC varajaseks
avastamiseks ja diagnoosimiseks on loodud sGeluuringud, mis voeti kasutusele Eestis aastal
2016. Selleks tehakse peitveretest (fecal immunochemical test, FIT), mille positiivse tulemuse
puhul suunatakse inimene koloskoopiauuringule. Kuigi séeluuringud on efektiivsed, leidub ka
puuduseid, nagu valepositiivsed peitveretestid ja koloskoopiauuringul polulpide markamata
jadmine, mistottu on hakatud otsima uusi mitteinvasiivseid meetodeid tuvastamaks
jamesoolevéhki voimalikult varakult. Mikrobioomi on uuritud kui potentsiaalset biomarkerit
jamesoolevéhi ennetamiseks ja varajaseks diagnoosimiseks. Uurima on hakatud ka suu

mikrobioomi ja jamesoolevéhi vahelisi seoseid.

Antud bakalaureuset66 eesmark on analliusida Eesti riikliku jamesoolevahi séeluuringu kaigus
koloskoopial kainud osalejate ja Tartu Ulikooli Kliinikumi hematoloogia-onkoloogia osakonna
vahipatsientide stljeproovide mikroobikooslust, kasutades bakteriaalse DNA 16S rRNA geeni

V3-V4 piirkonna sekveneerimist.

T60 tulemused nditasid, et uuritavate suu mikrobioomi mitmekesisus on Gsna sarnane, kuid
vahipatsientide oma eristub poliupidega patsientide ja kontrollide omast. Suu mikrobioomi neli
kdige sagedasemat hdimkonda, Firmicutes, Bacteroideres, Proteobacteria ja Actinobacteria,
esinesid kdikidel proovidel peaaegu vordselt. Perekonna tasemel oli Streptococcus koige
sagedasem ning seda esines vahipatsientidel kbige enam. Antud tulemused ei olnud aga
statistiliselt olulised. Statistiliselt oluline erinevus tuli vélja Peptoclostridium’i puhul
poliiupidega patsientide ja kontrollide vahel ning Faucicola vahipatsientide ja kontrollide
vahel. Beetamitmekesisuse vordlemisel Kklasterdusid vahipatsiendid eraldi polulpidega
patsientide ja kontrollidest. Kogu mikrobioomi kooslus erines oluliselt uuringugruppide vahel.
Tulevikus on vaja kaasata suurem valim ja koguda infot polilbi- ja vahistaadiumite kohta, et

teha paikapanevamaid jéreldusi ja tuvastada véahistaadiumi spetsiifiline mikroobikooslus.

37



RESUMEE / SUMMARY

Associations between the oral microbiome and colorectal cancer
Linda Sootak

Summary

The human oral microbiota is one of the most diverse areas of the human body, which presents
asignificant impact on human health by improving it, or contributing to development of disease.
One of these diseases can be colorectal cancer (CRC), which is a malignant tumour originating
from the colorectum. Detecting CRC in early stages is crucial, which is why screening
programmes have been developed around the world, including Estonia. Though screening
programmes are effective, they still present some issues like false positive FIT results, and
missed polyps during colonoscopy. A lot of research has been dedicated to finding non-invasive

methods to detect and diagnose CRC as early as possible.

In this dissertation, the aim is to analyse the oral microbiome of Estonian National colorectal
cancer screening participants and cancer patients from the Tartu University Hospital
haematology and Oncology Clinic, through bacterial DNA 16S rRNA V3-V4 region

sequencing.

The results show a taxonomical differences in cancer patients compared to healthy controls and
patients with polyps. Four common oral microbiome phyla, Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria and Actinobacteria were detected in all samples. Genus Streptococcus was most
common among all samples though it was more abundant in cancer patients, although the result
was not significant. Two genera differed between study groups. Namely Peptoclostridium was
significantly different between patients with polyps and controls, and Faucicola differed
between cancer patients and patients with polyps. A statistically significant difference in alpha
diversity was shown between controls and patients with polyps and cancer patients and controls.
Beta diversity indicated that the microbiome can be different between study groups. For future
studies a bigger sample size and information about polyp and cancer stages is required to make

more substantial conclusions.
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Soovin tdnada oma juhendajaid Kertu Liis Krigulit ja Elin Orgi, kelle toetus ja tagasiside olid
tohutult suureks abiks minu bakalaureusetdo kirjutamisel. Olen tanulik ka teistele mikrobioomi
toorihma liikmetele — Annabel Raudsepp, Kreete Lill, Oliver Aasmets. Nende t60 ja vaev
aitasid mul teha bioinformaatilisi ja statistilisi analttise. Viimaseks tahan tdnada molekulaar- ja
rakubioloogia instituudi biotehnoloogia labori liikmeid, kes olid ndus mind abistama ja

ndustama eksperimentaalse osaga.
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LISAD

LISA1

Tabel 1. Suljeproovide mdddetud DNA kontsentratsioonid

Proovi kood Patsiendi staatus DNA Kkontsentratsioon (ng/pl)
CRC005 Kontroll 210,7
CRCO11 Kontroll 7,60
CRCO021 Kontroll 68,3
CRC023 Kontroll 34,40
CRC024 Kontroll 93,1
CRCO031 Kontroll 239,6
CRCO033 Kontroll 86,5
CRCO035 Kontroll 13
CRCO037 Kontroll 63,1
CRC041 Kontroll 15,80
CRC047 Kontroll 169,3
CRC049 Kontroll 245
CRCO057 Kontroll 87,1
CRCO058 Kontroll 104,6
CRC059 Kontroll 46,9
CRC062 Kontroll 30,5
CRCO001 Poliiiip 178,2
CRC002 Poliiiip 156,6
CRC006 Poliiiip 10,9
CRC007 Poliiiip 133,5
CRC008 Poliiiip 102,8
CRC009 Poliiiip 90,3
CRCO10 Poliiiip 41,6
CRCO12 Poliiiip 249.8
CRCO016 Poliiiip 16,1
CRCO17 Poliiiip 114,7
CRCO18 Poliiiip 85,8
CRCO019 Poliiiip 81,6
CRC020 Poliiiip 176,2
CRC022 Poliiiip 87,3
CRC027 Poliiiip 168,8
CRC029 Poliiiip 49,1
CRCO030 Poliiiip 195.1
CRC032 Poliiiip 18,6
CRC034 Poliiiip 2245
CRC036 Poliiiip 95,2
CRCO038 Poliiiip 30,8
CRC039 Poliiiip 5,7
CRC040 Poliiiip 2,7
CRC042 Poliiiip 2429
CRC043 Poliiiip 220.,8
CRC046 Poliiiip 129.4

LISA 1 jatkub jargmisel lehel.
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CRCO048 Poliiiip 46,8
CRCO51 Poliiiip 112
CRCO052 Poliiiip 130
CRC053 Poliiiip 28.5
CRC054 Poliilip 62,2
CRCO55 Poliitip 61,5
CRC056 Poliiiip 127.8
CRCO60 Poliitip 186.3
CRCO61 Poliilip 30,5
CRC063 Poliiiip S1.8
CRC004 Vihk 109,5
oCRCO001 Vihk 18,7
oCRC003 Vihk 31

oCRCO04 Vihk 38.8

oCRC005 Vihk 68.2

oCRC006 Vihk 0.1

oCRCO007 Vihk 133.7

oCRCO008 Vihk 46

oCRC009 Vihk 115

oCRCO10 Vihk 5.1

oCRCO14 Vihk 33
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LISA 2

Tabel 2. Suurima esinemissagedusega hdimkonnad ja perekonnad kolme uuritava grupi

vahel.

Proovitiiip Héaimkond Suhtdine Perekond Suhtdine
esinarissagedus esinemissagedus (%o)
(%)
Kontrallid (N =16) Firmicutes 36,88 Sreptococcus 17,39
Bacteroidetes 21,84 Prevotdia 7 8,65
Proteobacteria 13,02 \&liondla 7,51
Actinobacteria 10,66 Haerophilus 6,91
Rothia 568
Fusobacterium 525
Porphyrononas 4,01
Pdliilipidega patsiendid (N =36) Firmicutes 36,40 Sreptococcus 15,79
Bacteroidetes 22,70 Prevotelia 7 834
Proteobacteria 12,74 Veillondlla 6,67
Actinobacteria 9,55 Haerophilus 6,67
Fusobacterium 585
Rothia 516
Porphyroronas 4,56
Vhipatsiendid (N =11) Firmicutes 47,77 Sreptococcus 27,26
Bactervidetes 15,18 \&llondla 986
Proteobacteria 14,62 Rothia 8,55
Actinobacteria 13,74 Prevotdla 7 7,92
Haenrpphilus 6,91
Porphyrononas 242
Fusobacterium 204
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