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Caracterizacién del Microbioma Subgingival en Pacientes con Periodontitis

en Espaiia y Colombia

Introduccidn

La periodontitis, recientemente clasificada en estadios y grados siguiendo los criterios de la
Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales y Periimplantarias de 2018, es
una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial y multidimensional, con una etiologia
polimicrobiana compleja. Es una enfermedad muy prevalente y su frecuencia puede variar
segun las condiciones econdmicas, culturales, sociales y étnicas de las poblaciones. Su
principal factor etioldgico son las comunidades bacterianas organizadas en biopeliculas
subgingivales las cuales resultan principalmente de cambios ecoldgicos en su estructura y
por el aumento de la biomasa microbiana total. Se han identificado mas de 700 especies o
taxones bacterianos diferentes en el microbioma subgingival cultivables, no cultivables y
dificilmente cultivables, las cuales han sido poco estudiadas entre poblaciones. Ademas, la
mayoria de los estudios que las han caracterizado presentan variabilidad en las definiciones
de caso utilizadas para seleccionar pacientes con periodontitis y han empleado técnicas de
deteccion molecular de manera exclusiva, utilizando sistemas inexactos de agrupacion

entre secuencias, y con el riesgo de subestimar un siglo de historia del cultivo.

Justificacion y Objetivos

Por tanto, debido al advenimiento de la nueva clasificacién de las enfermedades y
condiciones periodontales y periimplantarias de 2018, se hace necesario caracterizar y
comparar el microbioma subgingival, mediante el uso de cultivo bacteriano en combinacién
con la secuenciacion del gen ARNr 16S, en pacientes de distintas poblaciones

diagnosticados con este nuevo sistema de clasificacion.

Para resolver el problema de investigacion de la presente tesis doctoral, se llevaron a cabo

dos estudios. El Estudio #1, tuvo el objetivo especifico de caracterizar y comparar la
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microbiota subgingival en pacientes diagnosticados segun la Clasificacion de Enfermedades
y Condiciones Periodontales y Periimplantarias 2018, utilizando cultivo bacteriano. El
objetivo especifico del Estudio #2, fue el de caracterizar y comparar el microbioma
subgingival en pacientes de Espafia y Colombia, diagnosticados segun la Clasificacion de
Enfermedades y Condiciones Periodontales y Periimplantarias 2018, utilizando la técnica de

secuenciacion de proxima generacién del gen ribosémico 16S.

Material y Métodos

Ambos (Estudio #1 y Estudio #2) tienen como base un estudio de corte transversal, donde
se tomaron muestras subgingivales de sujetos espafioles y colombianos distribuidos en tres
grupos (salud/gingivitis, periodontitis en estadios I-Il o estadios IlI-IV). En el caso del Estudio
#1 las muestras subgingivales se procesaron por cultivo y las comparaciones entre pacientes
segln estado periodontal (y entre paises) se realizaron mediante pruebas de Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis, ANOVA y chi-cuadrado. En el Estudio #2 el procesamiento de las
muestras subgingivales fue mediante secuenciacion del gen ARNr 168, las variables clinicas
se compararon mediante la prueba ANOVA o Kruskal-Wallis, los estimadores de diversidad
entre los estados periodontales se calcularon mediante Kruskal-Wallis y la identificacién de
las diferencias en las proporciones medias de taxones bacterianos segun el estado

periodontal, se determind con el test de t de Welch.

Resultados

En el Estudio #1, la muestra final estuvo formada por 167 sujetos. Eikenella corrodens y
Parvimonas micra se detectaron con mayor frecuencia en salud/gingivitis y Porphyromonas
gingivalis en periodontitis (p<0,05). Se observaron recuentos totales mas altos en Colombia
(p=0,036). En Espaiia se observaron niveles significativamente superiores de P. gingivalis y
Campylobacter rectus, y de Tannerella forsythia, P. micra, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces odontolyticus y Capnocytophaga spp. en Colombia
(p<0,001). P. micra fue mas prevalente en salud/gingivitis y periodontitis estadios I-ll en

Colombia, y P. gingivalis en todos los grupos de periodontitis en Espafia (p<0,05).
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En el Estudio #2, la muestra final fue de 60 pacientes (30 por pais - 10 para cada grupo de
estudio), pareados por condicidn periodontal, género y edad (15 afios). Colombia presentd
una riqueza y una diversidad ligeramente mayor que Espafa. Las especies con mayor
Abundancia Relativa, fueron similares en ambas poblaciones y para todos los grupos de
estadios de periodontitis, entre los que estuvieron: Fusobacterium nucleatum subsp.
vincentii, Fusobacterium sp. HMT 203, Filifactor alocis, Taxones sin asignacion,
Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy y Desulfobulbus sp. HMT 041. En
Espafia hubo mayores proporciones en periodontitis sobre todo de Peptostreptococcaceae
[XI][G-9][Eubacterium]_brachy, Peptostreptococcaceae [XI][G-5][Eubacterium] saphenum y
T. forsythia (p<0,05), y en Colombia sobre todo de Filifactor alocis, Peptostreptococcaceae
[XI][G-6][Eubacterium] nodatum, Taxones sin asignacién, P. gingivalis y Treponema
denticola (p<0,05). Los espafioles presentaron mayores proporciones en salud/gingivitis de
Taxones sin asignacidon y Streptococcus intermedius (p<0,05), y en Colombia de
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Granulicatella adiacens, Rothia dentocariosa,
Leptotrichia hongkongensis, Bergeyella sp. y Rothia aeria (p<0,05). Entre los estadios de la
periodontitis, hubo mayores proporciones en Espafa en estadios IlI-IV de
Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy, Desulfobulbus sp. HMT 041,
Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacterium HMT 369 (p<0,05), y en Colombia en estadios I-
Il de Leptotrichia sp. HMT 417 y Campylobacter gracilis (p<0,05). El grado C evidencié
mayores proporciones de Desulfobulbus sp. HMT 041, Peptostreptococcaceae [XI][G-

9][Eubacterium]_brachy (p<0,05) en Espafia, y de Filifactor alocis (p<0,05) en Colombia.

Conclusiones

Se concluye entonces del Estudio #1, que se detectaron diferencias significativas en la
microbiota entre salud/gingivitis y periodontitis, con diferencias menores entre los estadios
de periodontitis. Las diferencias también fueron relevantes entre paises, con Colombia
mostrando mayores recuentos y variabilidad de especies bacterianas. Del Estudio #2 se
concluye, preliminarmente, que se detectaron diferencias significativas en el microbioma

subgingival entre los paises. Los patobiontes no cultivables y dificilmente cultivables,
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podrian discriminar entre los estados periodontales. El hallazgo de Taxones sin asignacién
despierta el interés en el conocimiento de su papel en la salud y en las enfermedades
periodontales. La riqueza sutilmente mayor en Colombia y los demas hallazgos del presente
estudio, sugieren que las caracteristicas de las poblaciones jugaron un papel importante en
los resultados microbioldgicos obtenidos.

De ambos estudios se puede concluir, que se evidenciaron diferencias al comparar el
microbioma subgingival de dos poblaciones distintas, diagnosticadas segun la clasificacién

de enfermedades y condiciones periodontales y periimplantarias 2018.

Palabras Clave: Periodontitis; Microbioma subgingival; Cultivo microbioldgico;

Secuenciacién; Espana; Colombia.
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Characterization of the Subgingival Microbiome in Patients with Periodontitis
in Spain and Colombia

Introduction

Periodontitis, recently classified into stages and grades following the criteria of the
Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases and Conditions 2018, is a
multifactorial and multidimensional chronic inflammatory disease with a complex
polymicrobial etiology. It is a very prevalent disease, and its frequency may vary according
to the economic, cultural, social, and ethnic conditions of the populations. Its main
etiological factor is the bacterial communities organized in subgingival biofilms, which
mainly result from ecological changes in their structure and from the increase in total
microbial biomass. More than 700 different bacterial species or taxa have been identified
in the subgingival microbiome cultivable, non-cultivable, and difficult to cultivate, which
have been little studied among populations. In addition, most of the studies that have
characterized them present variability in the case definitions used to select patients with
periodontitis and have exclusively used molecular detection techniques, using inexact
grouping systems between sequences, and at the risk of underestimating a century of

cultivation history.

Justification and Objectives

Therefore, due to the advent of the Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases
and Conditions 2018, it is necessary to characterize the subgingival microbiome, through
the use of bacterial culture combined with the 16S rRNA gene sequencing, in patients from

different populations diagnosed with this new classification system.
Two studies were carried out to resolve the research problem of this doctoral thesis. Study

#1 had the specific objective of characterizing and comparing the subgingival microbiota in

patients diagnosed according to the classification of periodontal and peri-Implant diseases
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and conditions 2018, using bacterial culture. The specific objective of Study #2 was to
characterize and compare the subgingival microbiome in patients from Spain and Colombia,
diagnosed according to the classification of periodontal and peri-implant diseases and

conditions 2018, using the next generation 16S ribosomal gene sequencing technique.

Methods

Both (Study #1 and Study #2) are based on a cross-sectional study, where subgingival
samples were taken from Spanish and Colombian subjects distributed in three groups
(health/gingivitis, periodontitis in stages I-Il or stages IlI-IV). In the case of Study #1,
subgingival samples were processed by culture, and comparisons among patients according
to periodontal status (and between countries) were made using Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis, ANOVA, and chi-square tests. In Study #2, the processing of the subgingival samples
was by 16S rRNA gene sequencing, the clinical variables were compared using the ANOVA
or Kruskal-Wallis test, the diversity estimators among the periodontal status were
calculated using Kruskal-Wallis, and the identification of the differences in the mean
proportions of bacterial taxa according to the periodontal status, was determined with the

Welch’s t-test.

Results

In Study # 1, the final sample consisted of 167 subjects. Eikenella corrodens and Parvimonas
micra were more frequently detected in health/gingivitis and Porphyromonas gingivalis in
periodontitis (p<0.05). Higher total counts were observed in Colombia (p=0.036). In Spain,
significantly higher levels of P. gingivalis and Campylobacter rectus were observed, and of
Tannerella forsythia, P. micra, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum,
Actinomyces odontolyticus and Capnocytophaga spp. in Colombia (p<0.001). P. micra was
more prevalent in health/gingivitis and periodontitis stages |-l in Colombia, and P. gingivalis
in all periodontitis groups in Spain (p<0.05). In Study #2, the final sample consisted of 60
patients (30 per country - 10 for each study group, matched by periodontal condition,

gender, and age ( 5 years). The species with the highest Relative Abundance were similar
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in both populations and for all groups of periodontitis stages, among which were:
Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, Fusobacterium sp. HMT 203, Filifactor alocis,
Unassigned  Taxons, Peptostreptococcaceae  [XI][G-9][Eubacterium] brachy  and
Desulfobulbus sp. HMT 041. In Spain, there were higher proportions in periodontitis,
especially Peptostreptococcaceae [XI][G-9] [Eubacterium]_brachy, Peptostreptococcaceae
[XI][G-5][Eubacterium] saphenum y T. forsythia (p<0.05), and in Colombia, above all,
Filifactor alocis,, Peptostreptococcaceae [XI][G-6][Eubacterium] nodatum, Unassigned Taxa,
P. gingivalis and Treponema denticola (p<0.05). The Spaniards presented higher
proportions in health/gingivitis of Unassigned Taxa and Streptococcus intermedius (p<0.05),
and in Colombia of Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Granulicatella adiacens,
Rothia dentocariosa, Leptotrichia hongkongensis, Bergeyella sp. and Rothia aeria (p<0.05).
Among the stages of periodontitis, there were higher proportions in Spain in stages Ill-IV of
Peptostreptococcaceae [XI] [G-9] [Eubacterium] _brachy, Desulfobulbus sp. HMT 041,
Peptostreptococcaceae [XI] [G-4] bacterium HMT 369 (p<0.05), and in Colombia in stages I-
Il of Leptotrichia sp. HMT 417 and Campylobacter gracilis (p<0.05). Grade C showed higher
proportions of Desulfobulbus sp. HMT 041, Peptostreptococcaceae [XI] [G-9][Eubacterium]
_brachy (p<0.05) in Spain, and Filifactor alocis (p<0.05) in Colombia.

Conclusions

It is concluded then from Study #1, that significant differences were detected in the
microbiota among health/gingivitis and periodontitis, with minor differences between
stages of periodontitis. Differences were also relevant between countries, with Colombia
showing larger counts and variability of bacterial species. From Study #2, it is preliminarily
concluded that significant differences were detected in the subgingival microbiome
between countries. Non-cultivable and difficult to cultivate pathobionts could discriminate
among periodontal status. The finding of Unassigned Taxa arouses interest in the study of
their role in health and periodontal diseases. The slightly higher richness in Colombia and
the other findings of the present study suggest that the characteristics of the populations

played an essential role in the microbiological results obtained.

28



e e o R e——— =—

From both studies, it can be concluded that differences were evidenced when comparing
the subgingival microbiome of two different populations, diagnosed according to the 2018

classification of periodontal and peri-implant diseases and conditions.

Keywords: Periodontitis; Subgingival microbiome; Microbiological culture; Sequencing;

Spain; Colombia.
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@ RODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial (Caton y col., 2018;
Papapanou y col., 2018) con una etiologia polimicrobiana compleja (Curtis y col., 2020;
Abusleme y col.,, 2021), que afecta a una gran proporcion de adultos en diferentes
poblaciones dependiendo de factores como la etnia (Carasol y col., 2016; Kassebaum y col.,
2014). Es una enfermedad muy prevalente, con una incidencia aproximada de periodontitis
avanzada estandarizada por edad de 701 casos por 100.000 personas al afo. Es decir, que
un caso nuevo de periodontitis avanzada se desarrollara anualmente, a partir de un
seguimiento de 142 personas, lo cual representa un desafio importante en los programas
de salud publica dental en todo el mundo (Kassebaum y col., 2014).

El factor etioldgico principal de la periodontitis son las comunidades bacterianas
subgingivales (Teles y col., 2013; Holt y col., 2005; Abusleme y col., 2021), en las cuales los
eventos ecolégicos promueven las transiciones de una etapa simbidtica a una disbidtica,
mediante estimulos microbianos especificos, acompafiados de determinantes genéticos y
ambientales que modifican la respuesta del huésped, y desencadenan el desarrollo de la
enfermedad (Abusleme y col., 2021; Curtis y col., 2020; Hajishengallis y col., 2012).

Hasta la fecha se han identificado un gran niumero de especies bacterianas diferentes en el
microbioma subgingival (Teles y col., 2013; Holt y col., 2005; Haffajee y col., 2004), entre las
cuales estarian los llamados patégenos clave (Abusleme y col., 2021; Hajishengallis y col.,
2012), junto con nuevos géneros microbianos no cultivables o dificilmente cultivables, que
estarian incluso mayormente asociados a las lesiones periodontales y su gravedad (Pérez-
Chaparroy col., 2014).

La periodontitis ha sido clasificada recientemente en etapas y grados siguiendo los criterios
del Taller Mundial sobre la Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales y
Periimplantarias (Caton y col., 2018; Papapanou y col., 2018), para unificar y actualizar el

diagnéstico clinico de la enfermedad.
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@ RODUCCION

1. DIAGNOSTICO PERIODONTAL:
[a era de los estadios y grados.

11. EL PUNTO DE PARTIDA.

Ha habido una amplia gama de conceptos sobre la patobiologia de las periodontitis (Slots,
2017), refiriéndose principalmente a si estaba infradiagnosticada, sobrediagnosticada,
ambas o ninguna. La respuesta ha sido "ambas", pero sobre todo sobrediagnosticada
(Papapanouy col., 2017).

El dilema ha estado centrado sobre todo en si “las presentaciones de casos fenotipicamente
diferentes representan diferentes enfermedades, o simplemente variaciones de una sola
enfermedad” (Tonetti y col., 2018). Esto ha desencadenado desde hace algunas décadas
en la necesidad de hacer cambios en el sistema de clasificaciéon periodontal (Nevis y col.,
1994), los que en principio resolvieran los acuerdos o diferencias sobre este tema.

El énfasis en tener en cuenta las caracteristicas individuales o fenotipicas de la periodontitis
entre las que estan: la identificacién de sus agentes etiolégicos (bacterias especificas o
complejos bacterianos) (Socransky y col, 1998), el reconocimiento de los multiples factores
de riesgo modificables asociados a su aparicién y desarrollo (Papapanou, 1998), y la
susceptibilidad genética a desarrollarlas (Michalowicz y col.,, 1990), motivé el World
Workshop de Periodoncia de 1999 intentando centrarse en la resolucidn de los casos segun
sus complejidades particulares (Armitage, 1999). Sin embargo, a pesar de que esta
clasificaciéon intenté solucionar dificultades en cuanto a la aplicabilidad clinica y a la
necesidad de establecer las caracteristicas individuales entre las formas de la enfermedad,
no fue muy clara en las diferencias entre periodontitis crénica y agresiva (van der Velden,
2017).

Los términos "agresivo" y "crénico" practicamente no transmitian informacidon sobre
etiologias especificas o factores de riesgo que pudieran orientar las terapias preventivas y

curativas (van der Velden, 2017), lo que supuso una barrera al momento de la aplicacion
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del sistema de clasificacién (Tonetti y col., 2018). Ademas, estas caracteristicas de la
enfermedad podian ayudar a identificar una periodontitis estable, pero no progresiva. La
incapacidad para proporcionar informacion de alta confianza sobre la progresidén de la
enfermedad, resultd en un diagndstico erréneo y en un tratamiento excesivo o insuficiente
(Slots, 2017).

Por lo expuesto, la comunidad cientifica periodontal (investigadora y clinica) expresd su
preocupacion por la capacidad para diferenciar correctamente entre los casos de
periodontitis, por lo que fue necesario convocar un nuevo World Workshop de clasificaciéon

en 2017 (Catony col., 2018).

1.2. LANUEVA CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES Y CONDICIONES
PERIODONTALES 'Y PERIIMPLANTARIAS 2018.

Un comité expertos formado representantes de la Federacién Europea de Periodoncia (EFP)
y de la Asociacion Americana de Periodoncia (AAP), junto con representantes del resto del
mundo, se reunid en el World Workshop de 2017 sobre la Clasificacién de Enfermedades y
Condiciones Periodontales y Periimplantarias. Se elaboraron 19 articulos de revisién y
cuatro informes de consenso, con el objetivo de alinear y actualizar el esquema de
clasificacién y la comprension actual de la salud clinica a la periodontitis (Caton y col., 2018),
abordando los problemas no resueltos con la clasificacion anterior (Armitage, 1999).

Entre los resultados del World Workshop de 2017, se identificd la salud clinica y se definio
un caso de inflamacidn gingival, teniendo en cuenta el sangrado al sondaje como parametro
principal para establecer umbrales para la gingivitis (Lang y col., 2018; Trombelli y col.,
2018). También se caracterizaron la salud periodontal y la gingivitis en un periodonto
reducido luego del tratamiento exitoso de la periodontitis, con el objetivo de establecer la
necesidad de mantenimiento riguroso en estos pacientes.

Se aceptd que un paciente con gingivitis puede volver a un estado de salud, pero que un
paciente con periodontitis sigue siendo un paciente con periodontitis, aunque haya tenido

éxito terapéutico, manteniendo los cuidados de apoyo de por vida para prevenir la
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recurrencia de la enfermedad (Chapple y col., 2018). Igualmente se reviso el sistema de
clasificacién de la periodontitis, para incorporar nuevos conocimientos relevantes para su
epidemiologia, etiologia y patogénesis, y asi proponer un nuevo marco de clasificacién. Por
lo tanto, se encargaron, redactaron, revisaron por pares y aceptaron, cinco documentos de
posicién (Papapanou y col., 2018), con el objetivo clinico de individualizar el diagndstico y
de establecer la definicidén de caso de un paciente con periodontitis, “teniendo en cuenta la
dimension conocida de la etiologia multifactorial para mejorar el prondstico, ademas de
tener en cuenta la complejidad y el riesgo, y proporcionar un nivel de atencién adecuado”
(Tonettiy col., 2018). Todos los hallazgos y recomendaciones del World Workshop de 2017
fueron acordados por consenso. Una vez expuesto lo establecido y las tareas por
desarrollar, a continuacidn se publicaron y difundieron las conclusiones del World
Workshop de 2017 (Caton y col., 2018).

Se empezé por redisefiar el Modelo de la Patologia Multifactorial de la Periodontitis de Page
y Kornman de 1997, en el que se incorpord la salud gingival y se dio mucha mds importancia
a los factores de riesgo ambientales, genéticos y epigenéticos, que podrian estar

involucrados en el proceso de salud enfermedad (Figura 1).

Factores de Riesgo Conductuales Ausentes Factores de Riesgo Conductuales Presentes
Factores de Riesgo Ambientales Ausentes Factores de Riesgo Ambientales Evidentes
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Figura 1. Esquema sacado y adaptado de Meyle y Chapple 2015. Modelo contempordneo de interacciones huésped-microbio en la patogenia de
la periodontitis. La salud clinica asume algunos cambios inflamatorios leves que son proporcionales al mantenimiento de una microbiota periodontal
residente que '‘promueve la salud'. La relacién es simbidtica, con el anfitrién viviendo en armonia con sus microbios. la respuesta del huésped
impulsa una disbiosis incipiente (gingivitis). Si la biopelicula no se altera/elimina, y dependiendo de varios factores de riesgo genéticos, ambientales
y de estilo de vida, algunos pacientes susceptibles se produce una disbiosis franca y se perpetua una inflamacién destructiva y crénica que no se
resuelve (periodontitis). DAMPs, patrones moleculares asociados a dafios; fMLP, N-formilmetionil-leucilfenilalanina; GCF, liquido crevicular

gingival; LPS, lipopolisacarido; MMPs, metaloproteinasas de matriz; PMNs, neutréfilos polimorfonucleares.
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1.3. SALUD GINGIVAL CLINICA.

Teniendo en cuenta las limitaciones de las antiguas clasificaciones para definir salud, el
World Workshop de 2017 cred una definicion clara de salud periodontal, tanto a nivel
histolégico como clinico (Chapple, 2019).

Definir la salud periodontal es muy importante si se quiere tener un punto de referencia
comun para evaluar la enfermedad periodontal y determinar los resultados significativos
del tratamiento. La salud periodontal debe definirse entonces, como un estado libre de
enfermedad periodontal inflamatoria (Lang y col., 2018; Chapple y col., 2018). El término
clinicamente sano debe adoptarse para cubrir la ausencia (o una reduccion muy
significativa) de la inflamacién periodontal clinica en un periodonto anatdmicamente
intacto o en un periodonto reducido. Por tanto, se debié desarrollar una definicién para la
salud periodontal clinica en las personas que hayan experimentado gingivitis o
periodontitis, que se sometieron a tratamiento y que luego regresaron a un estado de salud
clinica con un periodonto intacto (en el caso de gingivitis) o un periodonto reducido (en el
caso de periodontitis) (Lang y col., 2018; Chapple y col., 2018).

Es asi que, segun los nuevos pardmetros de clasificacidn, la salud periodontal puede existir
antes de que comience la enfermedad, pero, a la inversa, la salud periodontal se puede
restaurar a un periodonto anatdmicamente reducido (Lang y col., 2018; Chapple y col.,

2018).

Biologta de la salud gingival clinica:

Se asocia con un infiltrado inflamatorio (predominantemente neutrofilico) y una respuesta

del huésped compatible con la homeostasis (Lang y col., 2018; Chapple y col., 2018).

Clasificacién de la salud gingival clinica a nivel de localizacién:

- Salud gingival clinica en un periodonto intacto (ausencia de pérdida de insercién y/o

pérdida dsea).
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- Salud gingival clinica en un periodonto reducido (en paciente con periodontitis

estable, o en paciente sin periodontitis) (Chapple y col., 2018).

Caracteristicas clinicas de Salud Gingival en un periodonto intacto:

- Ausencia de sangrado al sondaje, eritema y edema, sintomas del paciente y pérdida
de insercion y hueso.
- Los niveles fisioldgicos 6seos oscilan entre 1,0 y 3,0 mm apical a la unién cemento-

esmalte (Chapple y col., 2018).

Caracteristicas clinicas de salud gingival en un periodonto reducido:

- Ausencia de sangrado al sondaje, eritema, edema y sintomas del paciente, en
presencia de niveles dseos y de insercion clinica reducidos.

- Persiste el riesgo de progresion recurrente de la periodontitis en pacientes
periodontales.

- En pacientes sin periodontitis, no existe evidencia actual de un mayor riesgo de

periodontitis (Chapple y col., 2018).

Definir la salud gingival con fines epidemioldgicos:

Para un periodonto intacto y un periodonto reducido y estable, la salud gingival se define
como <10% de las localizaciones con sangrado y profundidades de sondaje <3mm Chapple

y col., 2018; Trombelliy col.,2018; Ramseier y col., 2015).

1.4. GINGIVITIS INDUCIDA POR BIOFILM DENTAL.

El World Workshop de 2017 utilizé un método simple para definir gingivitis, entre las que
esta la gingivitis inducida por biofilm dental (Chapple, 2019).

La gingivitis inducida por biofilm dental, es la lesion inflamatoria que se localiza en la encia,
gue no se extiende mas alld de la unidn mucogingival y que se inicia debido al desarrollo de
una disbiosis incipiente en un huésped susceptible (cuando el biofilm dental se acumula

durante dias o semanas sin remocion de manera local debajo del margen gingival). Incluso,
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aunque los niveles de biofilm dental se minimicen, existe un infiltrado inflamatorio dentro
de los tejidos gingivales, como parte del proceso fisioldgico - inmunolégico (Chapple y col.,
2018). Las caracteristicas de estas afecciones gingivales incluyen: signos y sintomas clinicos
de inflamacion que se limitan a la encia libre y adherida, y no se extienden mas alla de la
linea mucogingival, reversibilidad de la inflamacidn al eliminar la biopelicula; presencia de
una alta carga de biofilm dental para iniciar y/o exacerbar la gravedad de la lesion (aunque
esto varia entre individuos), y niveles de insercidén estables (es decir, invariables) en un
periodonto que puede haber experimentado o no una pérdida de insercién, o de hueso

alveolar (Chapple y col., 2018).
Biologta de la gingivitis inducida por biofilm dental:

Se asocia con un infiltrado inflamatorio y una respuesta del huésped compatible con la

disbiosis (Chapple y col., 2018).

Clasificacién de la gingivitis inducida por biofilm dental a nivel de localizacién:

Dependiendo de si la inflamacion gingival inducida por la biofilm dental ocurre en un
periodonto intacto o reducido (recesidn), o en un paciente diagnosticado con periodontitis,
la gingivitis puede clasificarse ademas como:

- Gingivitis en un periodonto intacto.

- Gingivitis en un periodonto reducido en un paciente sin periodontitis.

- Inflamacién gingival en un periodonto reducido en un paciente con periodontitis

tratada con éxito (Chapple y col., 2018).

Determinantes de la tasa de desarrollo de la gingivitis inducida por biofilm dental:

Ademads, deben tenerse en cuenta para el nuevo diagndstico, los factores de riesgo
asociados al desarrollo de la enfermedad, entre los que estan (Chapple y col., 2018:

Factores de Riesgo Locales (factores predisponentes) (Murakami vy col., 2018):
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Son aquellos que fomentan la acumulacién de biofilm dental en una localizacién especifica,

ya sea impidiendo su eliminacién durante la higiene bucal diaria, y/o creando un ambiente

propicio para su acumulacion. Estos pueden ser:

a)

b)

Factores de retencién de biofilm dental, por anatomia o malposicién dental, por
iatrogenias (prétesis y/o restauraciones desadaptadas), por tratamientos
ortodénticos, entre otros.

Sequedad oral que se manifiesta como una falta de flujo salival, disponibilidad o
cambios en la calidad de la saliva, lo que lleva a una limpieza reducida de las

superficies de los dientes (Mizutaniy col., 2015).

Factores de Riesgo Sistémicos (factores modificadores):

Son las caracteristicas presentes en un individuo, que influyen negativamente en la

respuesta inmunoinflamatoria a una determinada carga de biofilm dental, lo que resulta en

una inflamacién importante. Algunos ejemplos son:

a)

b)

d)

e)

Habito de fumar: debido a la vasoconstriccion microvascular local y a la fibrosis, lo
gue podria enmascarar las manifestaciones clinicas del infiltrado celular
inflamatorio patoldgico subyacente (Warnakulasuriya y col., 2010).

Factores metabdlicos: hiperglucemia en personas con o sin diabetes. La formacidn
de productos finales de glicacién avanzada, que pueden activar cascadas de
sefializacion y eventos proinflamatorios (Chapple y col., 2013).

Factores nutricionales: la deficiencia severa de vitamina C, o escorbuto, da como
resultado un debilitamiento de las paredes de los vasos sanguineos capilares, y la
subsiguiente propensién a una mayor hemorragia gingival (van der Velden y col.,
2011).

Agentes farmacoldgicos: pueden reducir el flujo salival, afectar la funcién endocrina
e inducir agrandamiento gingival y pseudobolsas.

Aumento de las hormonas esteroides sexuales: en la pubertad, durante el embarazo
o después de la medicacidn con anticonceptivos orales de primera generacién (hay

poca evidencia de respuestas inflamatorias gingivales exageradas a la placa con
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dichos farmacos), pueden modificar la respuesta inflamatoria gingival (Trombelli y
col., 2013).

f) Afecciones hematoldgicas: las neoplasias sanguineas particulares, o pre malignas, se
asocian con signos de inflamacién gingival excesiva en ausencia de una acumulacion

aumentada de biofilm dental (Lynch y col., 1967).
Definir la gingivitis inducida por biofilm dental con fines epidemiolégicos:

A efectos epidemioldgicos, la gingivitis en un periodonto intacto y la gingivitis en un
periodonto reducido en un paciente sin antecedentes de periodontitis, se define como
>10% de localizaciones con hemorragia, con profundidades de sondaje <3mm (Chapple y

col., 2018; Trombelli y col., 2018).

1.5. PERIODONTITIS.

Segun el World Workshop de 2017, se redefinié la Periodontitis (segun ya fue expuesto)
como una “enfermedad inflamatoria (categoria Unica) crénica multifactorial y
multidimensional, asociada con biopeliculas de placa disbidtica y caracterizada por la
destruccion progresiva del aparato de soporte dentario” (Papapanou y col.,, 2018). Sus
caracteristicas principales incluyen: la pérdida de soporte del tejido periodontal (traducido
en pérdida de insercidn clinica (CAL) y en pérdida ésea radiografica (RBL)), la presencia de
bolsas periodontales y la evidencia de sangrado gingival (Papapanou vy col., 2018).

Ademads de la redefinicidn de la Periodontitis, los expertos llegaron a cuatro conclusiones
luego de revisar la evidencia al respecto (Tomado textual de Tonettiy col., 2018):

“1. No hay evidencia de una fisiopatologia especifica que permita diferenciar entre casos de
periodontitis “agresiva” o “crénica” o que sirva de guia sobre los diferentes tipos de
intervenciones.

2. Hay poca evidencia consistente que avale que la periodontitis agresiva y crénica sean

enfermedades diferentes. Pero existe evidencia de que multiples factores, y las
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interacciones entre ellos, influyen en los resultados patoldgicos clinicamente observables
(fenotipos) a nivel individual.

3. A nivel poblacional, las tasas medias de progresion de periodontitis son consistentes en
todas las poblaciones observadas en el mundo. Aun asi, hay evidencia de que segmentos
especificos de la poblacién presentan niveles diferentes de progresion de la enfermedad.
4. Un sistema de clasificacidon basado unicamente en la gravedad de la patologia no registra
dimensiones importantes de la enfermedad de una persona, incluyendo la complejidad
(que influye en los enfoques terapéuticos) y los factores de riesgo (que influyen en los
resultados de la enfermedad)”.

Bajo estas cuatro conclusiones se procedié entonces, entre otras acciones, a crear un nuevo
esquema de clasificacién de la periodontitis basado en estadios y grados, como se describe

a continuacion.

Estadios:

Las formas de la enfermedad previamente reconocidos como “crénica” o “agresivo”, ahora
se han agrupado en una sola entidad, "periodontitis", utilizando un sistema de clasificacién
detallado de estadios multidimensional (Caton y col., 2018; Papapanou y col., 2018;
Needleman y col., 2018; Tonetti y col., 2018). Estos estadios dependen de: la gravedad de
la enfermedad, de su extensidn y de la complejidad de su manejo y tratamiento, lo que
incluso podria repercutir sistémicamente en el paciente (Papapanou vy col., 2018; Tonettiy
col., 2018). Se basa en cuatro estadios (estadios del | al IV ) los cuales se determinan segun:
la pérdida de insercidn clinica, la cantidad y porcentaje de pérdida ésea, la profundidad de
sondaje, la presencia y extension de defectos 6seos angulares y compromiso de furca, la
movilidad dentaria, y la pérdida de dientes debido a la periodontitis (Tonetti y col., 2018;
Tonetti y Sanz, 2019 a; Tonetti y Sanz, 2019 b) (Tabla 1).

a) Periodontitis en Estadio I:

Se refiere al limite entre la gingivitis y la periodontitis y representa las primeras etapas de

la pérdida de insercion. Es mas que un simple diagndstico prematuro. Se cree que podria
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constituir el primer indicio de periodontitis en pacientes jovenes, y el manejo es
relativamente simple.
Sus caracteristicas clinicas son:

- Pérdida 6sea radiografica inferior al 15%.

- Pérdida de insercion clinica interproximal entre 1-2mm.

b) Periodontitis en Estadio Il:

Se refiere a la periodontitis establecida, y sigue manteniendo al igual que la periodontitis
en estadio I, un manejo relativamente simple para muchos casos, pero con un monitoreo
mas minucioso.
Sus caracteristicas clinicas son:

- Pérdida 6sea radiografica inferior al 15% y 33%.

- Pérdida de insercion clinica interproximal entre 3-4mm.

c) Periodontitis en Estadio lll:

Se presenta dafio significativo en el periodonto, que podria terminar en la pérdida de
dientes.
Sus caracteristicas clinicas son:
- Pérdida 6sea radiografica con afectacidn del tercio medio o mas de la raiz.
- Pérdida de insercion clinica interproximal entre 5mm o mas.
- Pérdida dental por periodontitis de hasta 4 dientes (en algunos casos se puede
cumplir).
- No existe aun afectacidn de la oclusién.
- Ausencia de colapso de la mordida, migraciones, abanicamiento dentario o defectos
graves de la cresta 6sea.

d) Periodontitis en Estadio IV:

Es la etapa mds severa y avanzada, produciéndose lesidon considerable de soporte
periodontal, que puede desencadenar en pérdida significativa de dientes, con la
consecuente pérdida de la funcién masticatoria.

Sus caracteristicas clinicas son:

- Pérdida 6sea radiografica con afectacidn del tercio medio o mas de la raiz.
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SEVERIDAD

Pérdida de insercidn clinica interproximal entre 5mm o mas.

Pérdida dental por periodontitis de mas de 4 dientes (en algunos casos se puede

cumplir).

Existe afectacion de la oclusion.

Presencia de colapso de la mordida, migraciones, abanicamiento dentario o alguna

lesidn grave de la cresta dsea.

CAL interdental en
la localizacién de
mayor pérdida

ESTADIOS DE LA PERIODONTITIS
COMPONENTE ELEMENTO Estadio |

Estadio Il Estadio I Estadio IV
>=5mm o extendiéndose al >=8 mm o extendiéndose al
1-2mm 3-4 mm tercio medio radicular. tercio apical de la raiz.

Pérdida de hueso
radiografica

Tercio coronal
(<15%).

Tercio coronal
(15-33%).

Extendiéndose al tercio medio.

Extendiéndose al tercio apical.

Pérdida de dientes

No hay pérdida de
dientes por
periodontitis.

No hay pérdida de
dientes por
periodontitis.

<=4 dientes perdidos por
periodontitis.

>=5 dientes perdidos por
periodontitis.

COMPLEJIDAD

Local

Profundidad de
sondaje 3-4.
Principalmente
pérdida de hueso
horizontal.

Profundidad de
sondaje 4-5
Principalmente
pérdida de hueso
horizontal.

Ademads de la complejidad del
Estadio Il:

Profundidad de sondaje >= 6.
Pérdida vertical de hueso>= 3.
Lesion de furca Il o 11l Dientes
remanentes 21-28.

Defecto moderado de la cresta
Osea.

Ademads de la Complejidad del
Estadio IlI:

Disfuncion masticatoria.
Traumatismo oclusal
secundario (movilidad de los
dientes> = 2).

Colapso de la mordida.
Dientes remanentes <= 20.
Defecto severo de la cresta
Osea.

insercion clinica.

Tabla 1. Tomado y adaptado de Papapanou y col., 2018. Caracteristicas de los estadios de |la Periodontitis. CAL: pérdida de
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Grados:

Los grados, al igual que los estadios, también pueden influir en la complejidad del
tratamiento de la enfermedad (Tonetti y col., 2018; Tonetti y Sanz, 2019 a; Tonetti y Sanz,
2019 b).
Ademas de los estadios, la nueva clasificacion contempla tres grados de progresion de la
enfermedad, que podrian impactar el estado de salud general del paciente, y que en
algunos casos estarian asociados a factores como el tabaquismo o el nivel del control
metabdlico en la diabetes (Tonetti y col., 2018; Tonetti y Sanz, 2019 a; Tonetti y Sanz, 2019
b) (Tabla 2):
Para determinarlos , se planteé el uso de evidencia directa (antecedentes de pérdida ésea
previa), asi como evidencia de progresion indirecta (medicién de la pérdida ésea
radiografica en porcentaje de la longitud de la raiz, dividida por la edad del paciente).
Por tanto los grados se definieron de la siguiente forma:

a) Grado A:
Riesgo de progresién bajo.

b) Grado B:
Riesgo de progresién moderado.

¢) GradoC:
Riesgo de progresién alto.
Los grados, al igual que los estadios, también pueden influir en la complejidad del

tratamiento de la enfermedad (Tonetti y col., 2018).
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CRITERIO PRIMARIO

PROGRESION

Evidencia DIRECTA
de progresion.

Pérdida Osea
Radiografica o Pérdida
de Insercién Clinica

Grado A

GRADOS DE LA PERIODONTITIS

Grado B

Grado C

Sin pérdida ésea sobre 5 afios

<2mm sobre 5 afios

> 2mm sobre 5 afios

Evidencia INDIRECTA
de progresion.

% Pérdida de
Hueso/Edad

<0,25

0,252 1.0

>1.0

Fenotipo del caso

Altos depdsitos de biofilm,
con bajos niveles de
destruccion.

Destruccion
concordante con los
depositos de biofilm.

La destruccién excede
los depdsitos de
biofilm dados a la
expectativa. Patrones
clinicos especificos
que sugieren periodos
de progresion répida
y enfermedad de
inicio temprano.

COMPLEJIDAD

Factores de Riesgo

Fumar

No fumador

<10 cigarrillos al dia

>10 cigarillos al dia

Diabetes

Normoglicemia/no hay
diagndstico de diabetes.

HbA1c<7,09% en
pacientes con
diabetes.

HbA1c>7,09% en
pacientes con
diabetes.

Tabla 2. Tomado y adaptado de Papapanou y col., 2018. Caracteristicas de los Grados de la Periodontitis.

Es importante tener en cuenta que después del tratamiento de la periodontitis, la evidencia

ha demostrado que el paciente puede lograr la estabilidad periodontal. El paciente con

periodontitis tratada y estable con salud gingival tiene mayor riesgo de periodontitis

recurrente, y por tanto debe monitorizarse. La Figura 2, muestra las posibles situaciones

qgue pueden aparecer tras el paso de la salud a la gingivitis y finalmente a la periodontitis

(Chapple y col., 2018).

46




Paciente con Paciente con Paciente con
Salud Clinica Gingivitis Periodontitis

u | Terapia Periodontal |

Caso inestable
de
Periodontitis
Recurrente

Caso con algo de

Inflamacién
Gingival

Figura 2. Esquema tomado y adaptado de Chapple y col., 2018. La transicion de la salud periodontal a la gingivitis es reversible después de
un tratamiento que resuelve la inflamacidn gingival. La transicidn a la periodontitis se traduce en una pérdida de insercién que, en la
actualidad, es irreversible. Mas importante aun, indica a los pacientes que tienen un alto riesgo de por vida de periodontitis recurrente. La
terapia periodontal éptima puede restaurar la salud gingival en un periodonto reducido, o puede resultar en una inflamacién gingival
marginal leve a profundidades de bolsa de sondaje poco profundas (< 3 mm). Sin embargo, un historial de periodontitis coloca a los
pacientes en alto riesgo de periodontitis recurrente y tales pacientes requieren un control cuidadoso especifico durante los programas de
mantenimiento periodontal.

Una vez expuestas las conclusiones y resultados emanados de los consensos, los integrantes
del World Workshop de 2017 establecieron los interrogantes a responder en
investigaciones futuras, en beneficio de documentar una mejor clasificacion.

Por lo tanto la investigacidon de ahora en adelante deberia estar encaminada, entre otros
planteamientos, a (Papapanou y col., 2018):

- Ampliar las bases de datos epidemioldgicas existentes para incluir regiones del
mundo actualmente subrepresentadas, utilizando metodologias uniformes vy
estandarizadas, y capturando y reportando datos detallados sobre variables
relacionadas con el paciente, orales y periodontales. El acceso abierto a los datos

detallados es fundamental para facilitar analisis completos.
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- Utilizar bases de datos existentes y desarrollar nuevas bases de datos que facilitaran
la implementacién, validaciéon y perfeccionamiento continuo del sistema de
clasificacién de periodontitis recientemente introducido.

- Integrar plataformas de datos multidimensionales (clinicos, radiograficos, dGmicos)
para facilitar los enfoques de biologia de sistemas para el estudio de enfermedades
y afecciones periodontales y periimplantarias.

- Identificar marcadores genéticos, microbianos y asociados a la respuesta del
huésped que diferencian entre distintos fenotipos de periodontitis o que pueden
reflejar el inicio y la progresion de la periodontitis.

A continuacién se revisan los temas relacionados con algunos de los planteamientos

propuestos por el Wold Workshop del 2017.
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2. BASES DE DATOS EPIDEMIOLOGICAS:
[a evidencia clinica.

Ha sido complejo extraer resultados concluyentes con respecto a la variacion geogréfica, y
a las tendencias temporales de la incidencia y la prevalencia de la periodontitis (Frencken y
col., 2017). Han existido dificultades al establecer la epidemiologia global periodontal, por
la variabilidad en la metodologia de la evidencia disponible.

Las bases de datos han presentado heterogeneidad con respecto a los protocolos de
registro periodontal (Slots, 2017; Frencken y col., 2017), a las definiciones de caso para
establecer un diagndstico de periodontitis, ademas de que solo se han incluido resultados
parciales de la poblacion en general (Frencken y col., 2017).

Al margen de los posibles fallos que hayan presentado los estudios epidemiolégicos en
periodoncia, son evidentes las tendencias generales sobre la naturaleza de las
enfermedades periodontales en humanos.

No hay que olvidar que la periodontitis supone un impacto negativo plausible en la salud
general, irrumpe en los sistemas de salud de las poblaciones, debido a que resulta en costos
significativos de atencién dental (Kinane y col, 2017), es una fuente de desigualdad social
(Holt y col., 2005) y en muchas ocasiones incluso compromete la calidad de vida de quienes

la padecen (Kutsal y col., 2021; Fischer y col., 2020).

2.1. ELMUNDO.

Se estima que la salud gingival no tienen una tendencia clara, ademas de ser poco probable
para la mayoria de la poblacién (Lang y col., 2018), y que la gingivitis inducida por biofilm
dental tendria un alto porcentaje de aparicién (hasta del 95%) en todas las edades en
poblaciones dentadas, considerandose la forma mdas comun de enfermedad periodontal

(Dye, 2012; Murakami y col., 2018).
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En el caso de la periodontitis, la evidencia existente coincide en que es una enfermedad
prevalentemente alta (sin tendencia a la baja) sobre todo en adultos, con una afectacién
global de aproximadamente del 48%; 20% para sus formas leves, y de alrededor del 10%
para las formas mds severas (Marcenes y col., 2013; Kassebaum y col., 2014; Frencken y
col., 2017; Slots, 2017).

Es dependiente en muchos casos de factores de riesgo (Kinane y col., 2017; Frencken y col.,
2017), controversial en cuanto a su progresion en virtud de la edad (Papapanouy col., 2012;
White y col., 2012; Kassebaum y col., 2014; Holtfreter y col., 2015; Eke y col., 2015; Carasol
y col.,2016), y con una marcada variacion geografica (Bonfim y col., 2013; Kinane y col.,

2017; Frenckeny col., 2017).

2.2. ESPANA.

Se han llevado a cabo diferentes estudios basados en encuestas con pardmetros
homogéneos, que han documentado la prevalencia de las enfermedades periodontales en
Espaia, siguiendo los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para las
encuestas de salud bucodental (OMS, 1997) (Llodra y col., 2002; Bravo y col., 2006; Llodra,
2012; Bravo y col., 2016; Carasol y col., 2016; Bravo y col., 2020).

Las conclusiones de la Ultima encuesta realizada en 2020, donde ademas se comparan los
resultados de las encuestas previas (Bravo y col., 2020) junto con las conclusiones del
estudios de Carasol y col., en 2016, fueron las siguientes:

- Solamente el 36.7% de los espafioles jovenes, presenta un estado periodontal
completamente sano (inferior al 46.0% reportado en 2015) (Bravo y col., 2020).

- Se observd un bajo porcentaje de sujetos con periodonto completamente sano, con
un 18.1% en pacientes de 35 a 44 afios, y un 9.6% en pacientes de 65 a 74 afios,
manteniéndose en niveles parecidos a los de la encuesta del 2015 (Bravo y col.,
2016) (Bravo y col., 2020).

- Lagingivitis se presentd en un 29.2% (Bravo y col., 2020).
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La prevalencia de bolsas periodontales 24 mm aumenté del 25,6% al 37,6%, al igual
gue la prevalencia de pérdida de insercidn clinica de 2 4 mm disminuyé del 20,7% a
18,9% entre adultos jévenes (de 35 a 44 afios) entre el afio 2000 y el estudio de
Carasol y col. de 2016.

La patologia severa de bolsas y de pérdida de insercién 26mm, afectd solo al 7.6%
de los pacientes de 35 a 44 afios, aumentado con respecto al 2015 (Bravo y col.,
2016) (Bravo y col., 2020; Carasol y col., 2016).

De los pacientes de 65 a 74 ainos, el 51.0% presentd alguna alteracidon periodontal

(moderadas 22.9% y severa 11.6%).

En resumen, la patologia periodontal en Espafia, tiene una alta prevalencia pero una baja

severidad.

2.3. COLOMBIA.

Se estima que la frecuencia media general de gingivitis en América Latina es del 34,7%,

variando entre paises del 24 al 77% (Caffesse, 2015).

En adicidn a las cifras mencionadas, el IV Estudio Nacional de Salud Bucal (ENSAB IV, 2014),

donde el componente periodontal fue evaluado en pacientes adolescentes y adultos (18 -

79 aios), llegd a los siguientes resultados con respecto a la prevalencia de la periodontitis

en Colombia:

Morbilidad: se observd, en un 75% de los pacientes evaluados.

Pérdida de soporte periodontal por curso de vida: Los resultados mostraron que se
presentd mas que todo entre los 35 y 79 aiios, con un porcentaje de pérdida de
insercidon de entre un 80 a un 100%, y que se incrementa a medida que aumenta la
edad.

Severidad de la pérdida de soporte: se observd que es mds frecuente en su
presentacion leve (60%), lo que se traduce en una pérdida de insercidn periodontal

<=2.9mm.
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Cabe anotar que, a este nivel, al momento de comparar los hallazgos obtenidos con el
ENSAB IIl (ENSAB 1lI, 1998), todos los resultados para el ENSAB IV (ENSAB 1V, 2014) fueron
mayores, haciéndose evidente un aumento del 20% en la pérdida de soporte periodontal
leve, y en la disminucidn de los pacientes sin pérdida de soporte periodontal (25%), entre
1998 y 2014.

Se concluye entonces que al 2014, entre el 80,18% y el 98,31% de los mayores de 35 afios
en Colombia, han presentado alguna enfermedad periodontal, con predominio de las forma

leves.
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3. METODOS DE IDENTIFICACION DE MARCADORES MICROBIANOS:

del cultivo bacteriano a las técnicas de secuenciacién.

Debido a la complejidad en la caracterizacién del microbioma, y a las conocidas limitaciones
y sesgos que pueden presentar los métodos de deteccién microbiana, es poco probable que
una sola técnica pueda determinar la microbiologia asociada con la salud y la enfermedad
(Vianna y col., 2005; Donachie y col., 2007; Teles y col., 2013). Pasar por alto los aportes
histdricos del cultivo y depender solo de enfoques ribosomales, al igual que desconocer
que los nuevos métodos de deteccion microbioldgica nos han permitido examinar con
mayor detalle la presencia del segmento no cultivable del microbioma, podria producir
lagunas significativas en los datos de diversidad microbiana (Vianna y col., 2005; Donachie
y col., 2007).

Segln las apreciaciones al respecto, se podria decir que serian necesarias al menos dos
técnicas combinadas, donde en lo posible deberian estas el cultivo bacteriano y algun
método de biologia molecular, para caracterizar el microbioma de diferentes habitats
(Vianna y col., 2005; Donachie y col., 2007), y en especifico, el subgingival (Teles y col.,
2013).

Por lo tanto, a continuacion, se describen las caracteristicas de dos de los métodos de
identificacidon de marcadores microbianos, con el objetivo de justificar su uso conjunto para

proveer bases de datos microbioldgicas confiables.

3.1. LAITMPORTANCIA DEL CULTIVO BACTERIANO.

Segln lo propuesto por Robert Koch, el cultivo es la base de toda investigacién en
enfermedades infecciosas. Ha permitido la formaciéon de bases de datos para la
secuenciacion del genoma de especies bacterianas, el disefio de modelos experimentales

para analizar virulencia, y el estudio de la susceptibilidad de las bacterias a los antibiéticos,
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constituyéndose en el primer paso para establecer recomendaciones para un tratamiento
eficaz (Donachie y col., 2007).

A pesar de este valioso aporte en el conocimiento de los actores microbianos de las
poblaciones del mundo, durante un periodo de tiempo el cultivo se abandond
gradualmente en favor de métodos moleculares. Sobre todo, debido a sus limitaciones en
cuanto a las condiciones para llevarlo a cabo, y en la caracterizacidn de especies no
cultivables (Teles y col., 2013). Gran parte de la comunidad cientifica coincidié en el
concepto de que los enfoques de cultivo detectaban solo una pequeiia fraccion del
contenido microbiano, y en que los métodos moleculares proporcionaban una visién mas
completa, afirmacién respaldada en el pasado por el estudio de Amann y col. de 1995.
Pero en la actualidad, ese concepto ha sido reevaluado. Estudios recientes han sugerido
que entre el 45% y el 97% de los taxones del microbioma humano pueden, de hecho,
cultivarse (Lloyd y col., 2018). E incluso se ha vuelto a reflexionar sobre preguntas como la
de: “éComo se puede construir un cuerpo de evidencia convincente para un papel causal
del patdgeno putativo en un proceso de enfermedad, cuando el patégeno no ha sido aislado
o purificado?” (Relman, 2002).

Es asi, que el cultivo se ha reinventado, y los autores se han convencido de la importancia
de su uso combinado con técnicas moleculares. Las investigaciones desde hace un tiempo
lo han incluido en la bdsqueda de miembros de phyla especificos utilizando una especie
auxiliar (Vartoukian y col., 2010; Vartoukian y col., 2016), de bases de datos para
aislamientos de taxones previamente sin nombre (Dewhirst y col., 2010; Downes y col.,
2013; Vartoukian y col., 2013) utilizando siderdforos (Vartoukian y col.,, 2016), o de
aislamientos en poblaciones bacterianas mixtas cultivadas in situ (Sizova y col., 2012; Jung
y col., 2021). Algunos estudios incluso han utilizado analisis de conglomerados para permitir
el cultivo de taxones no cultivados, identificando asi patobiontes que podrian actuar como
especies clave, logrando cultivar por ejemplo Tannerella sp. HOT 286 (Duran-Pinedo y col.,
2011).

En adicidn, se han introducido tecnologias como la Culturémica, que utiliza multiples

condiciones de cultivo, espectrometria de masas MALDI-TOF y secuenciacion del gen ARNr
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16S (Lagier y col., 2018; Diakite y col., 2020). Estos métodos novedosos donde el cultivo
recobra su importancia han permitido la identificacion de cientos de nuevos
microorganismos que brindan nuevas perspectivas sobre las relaciones entre el huésped y
las bacterias, que ayudaran a disefar estrategias de intervencidén para mantener la salud y

atacar la enfermedad en el futuro (Kilian y col., 2016; Martellacci y col., 2019).

3.2. OBTENCION DE DATOS MULTIDIMENSIONALES: el uso de las émicas.

Como ya ha sido comentado, gran parte del conocimiento reciente sobre la composicidn
del microbioma subgingival ha sido el resultado de avances en técnicas moleculares, que
han permitido el andlisis de alto rendimiento de un gran nimero de muestras. (Teles y col.,
2013).

Desde hace algunos afios, dentro de estas técnicas han estado los métodos de seleccién
molecular como lo son: la hibridacién de ADN-ADN en tablero de ajedrez, la reaccion en
cadenade la polimerasa en tiempo real (PCR), los microarrays de identificacion de microbios
orales humanos (HOMIM), la hibridacién de ADN-ADN de oligonucledtidos y la técnica de
cuantificacion de ARN-oligonucleétidos (ROQT).

Aunque los métodos antes mencionados se siguen utilizando en muchos casos, cada vez
mas la tendencia es a emplear tecnologias basadas en la secuenciacion del gen ARN

ribosdmico 16S (Kumar, 2020).

3.21. Secuenciacién del gen ARNr 16S.

Los ribosomas son estructuras complejas que se encuentran en todas las células vivas y que
funcionan en la sintesis de proteinas. Constan de dos subunidades, cada una de las cuales
esta compuesta por una proteina y un tipo de ARN, conocido como ARN ribosémico (ARNr).
Constan de la subunidad 30S (subunidad pequefia) y de la subunidad 50S (subunidad
grande) que juntas forman el ribosoma 70S completo, donde S significa unidad de Svedberg

(medida de tiempo que determina la velocidad de sedimentacidn de una particula cuando

55



@ RODUCCION

se centrifuga). La subunidad 30S esta compuesta por ARN ribosémico 16S y 21 cadenas de
polinucleétidos, mientras que la subunidad 50S estd compuesta por dos especies de ARNr,
los ARNr 5Sy 23S.

La secuenciacion del ARN ribosémico 16S se usa ampliamente en estudios de microbiologia
para identificar las diversidades en organismos procarioticos, asi como en otros organismos
y, por lo tanto, estudiar las relaciones filogenéticas entre ellos (Cox y col., 2013).

Los métodos de secuenciacidon tuvieron sus inicios cuando Sanger y col. desarrollaron la
técnica de didesoxi o de secuenciacién de primera generacidn (Sanger y col., 1977). Esta
técnica sufrié una modificacién en la que se sumo la medicion del pirofosfato durante la
incorporacion de desoxinucleétidos, lo que permitid analizar multiples secuencias en
paraleloy a la que se llamd: secuenciacién de "segunda generacidon" o "pirosecuenciacion".
Posteriormente esta técnica evoluciond a un método en el que los desoxinucledtidos se
inmovilizan en la superficie de una celda de flujo, y donde el ADN con cédigo de barras fluye
sobre ella, el cual ha sido llamado secuenciacion de “préoxima generacion” (NGS) o
“secuenciacién puente”. La NGS ha permitido la secuenciacién masiva en paralelo de

multiples muestras, utilizando el gen ARNr 16S (Tremblay y col., 2015; Kumar, 2020).

3.2.2. EL gen ARNr 16S (Figura 3).

Pero, y épor qué la subunidad 16S del gen del ARN ribosémico (rrnA), , se ha convertido en
la molécula ideal para ser secuenciada?. Estas son algunas de las razones (Cox y col., 2013;
Kumar, 2020):
- Estd presente en todos los organismos.
- El ribosoma es un organulo central en la funcion celular, asegurando que el gen se
conserva.
- Las mutaciones ocurren en diferentes partes del gen a diferentes velocidades, lo que
permite calcular distancias filogenéticas con precision.

- Son genes de gran tamafio (~ 1600 pares de bases).
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- Hay menos estructuras secundarias (alrededor de 45 bucles helicoidales) en el ARN,
lo que facilita la secuenciacién.

- Hay franjas de secuencias de genes que se conservan, lo que facilita el disefio de
cebadores universales, mientras que las nueve Regiones Hipervariables (V1 a V9)
permiten la discriminacién entre diferentes microorganismos, por lo que
proporcionan una secuencia especifica de especie que es util para el proceso de
identificacidn bacteriana. Estas secuencias son de bases especificas que siempre se
encuentran en todos los grupos de organismos, tienen alrededor de 5 a 10 bases, se
encuentran especificamente en la ubicacion del ARNr 16S, y son exclusivas de

muchos grupos importantes de organismos procariotas, Arqueas y Eukarya.

Cddigo de Barras de Muestra  Secuencia de Cebador
Regiones Constantes

S . N . A - S S .-
Vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

\_'_I

Region Objetivo

Regiones Hipervariables

Figura 3. Gen ARNr 16S. Codigo de barras de muestras de ADN, Secuencia de cebadores universales, Regiones
constantes y variables y la posible regidn objetivo que seria secuenciada.
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3.2.3. Secuenciacién del gen ARNr 16S con la metodologfa lllumina.

Una de las metodologias para la secuenciacién del gen ARNr 16S es Illlumina.

Esta tecnologia se caracteriza por llevar a cabo la amplificacién de los fragmentos de ADN

para formar clusters (colonias del mismo fragmento), utilizando el método de Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR) en puente. Ademas, la deteccién de bases de nucleétidos en

la secuenciacidn se hace utilizando etiquetas/terminadores fluorescentes (Morozova y col.,

2008; Stark y col., 2019).

El protocolo de secuenciacion es el siguiente:

a)

b)

d)

e)

f)

Se produce la ruptura del ADN en fragmentos, con alrededor de 200 a 600 pares de
bases.

Las secuencias cortas de ADN llamadas adaptadores (molécula de ADN bicatenaria
corta, sintetizada quimicamente, que se utiliza para unir otras dos moléculas de
ADN), se unen a los fragmentos de ADN.

Los fragmentos de ADN unidos a los adaptadores se fabrican incubando los
fragmentos con hidréxido de sodio.

Una vez preparados, los fragmentos de ADN se lavan a través de celda de flujo. El
ADN complementario se une a los cebadores seleccionados (hebra corta de ARN que
actla como punto de partida para la replicacidon del ADN) en la superficie de la celda
de flujo, y el ADN que no se adhiere se elimina por lavado.

El ADN unido a la celda de flujo se replica luego para formar pequenos grupos de
ADN con la misma secuencia. Cuando se secuencia, cada grupo de moléculas de ADN
emitird una sefial que es lo suficientemente fuerte como para ser detectada por una
camara.

Se agregan nucledtidos sin marcar y ADN polimerasa (enzima involucrada en la
produccidn de nuevas moléculas de ADN a partir de las cuatro bases de nucledtidos,
utilizando el ADN existente como plantilla), para alargar y unir las hebras de ADN
adheridas a la celda de flujo. Esto crea "puentes" de ADN de doble hebra entre los

cebadores en la superficie de la celda de flujo.

58



@ RODUCCION

g)

h)

j)

k)

Luego, el ADN de doble hebra se descompone en ADN de hebra sencilla usando
calor, dejando varios millones de densos grupos de secuencias de ADN idénticas.
Posteriormente a la celda de flujo se agregan primers y los terminadores
fluorescentes (nucledtidos fluorescentes que actian como "terminadores de
cadena”, que detienen la sintesis de ADN).

El cebador se adhiere al ADN que se estd secuenciando.

La ADN polimerasa luego se une al cebador y agrega el primer terminador marcado
con fluorescencia a la nueva cadena de ADN.

Los laseres se pasan sobre la celda de flujo para activar la etiqueta fluorescente en
las bases de nucledtidos. Esta fluorescencia es detectada por una cdmara vy
registrada en una computadora. Cada una de las bases nitrogenadas del terminador
(A, C, Gy T) emite un color diferente.

A continuaciodn, el grupo terminador marcado con fluorescencia se elimina de la
primera base, y se puede afiadir al lado de la siguiente base del terminador, marcada
con fluorescencia. De esta manera el proceso continla hasta que se hayan

secuenciado millones de clusteres.

La secuencia de ADN se analiza base por base durante la secuenciacién de Illumina, lo que

lo convierte en un método muy preciso (Morozova y col., 2008; Stark y col., 2019).

3.2.4. Anlisis de los datos de Secuenciacién.

El andlisis de los datos del ARNr 16S se basa en la agrupacion de secuencias relacionadas en

un nivel particular de identidad, donde se cuenta el nimero de representantes de cada

agrupacion, por lo que constituye una fuente rica de informacidn. Este proceso de andlisis

de datos se lleva a cabo en tres fases:

Primera Fase — Procesamiento y Filtrado de los Datos Primarios:

Esta primera fase consiste en evaluar la calidad y longitud de la lectura, y las quimeras

(productos hibridos entre multiples secuencias parentales que pueden interpretarse
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falsamente como organismos nuevos, lo que aumenta la diversidad aparente) (Haas y col.,
2011; Weinstock y col., 2012).

Segunda Fase — Generacion de Conjuntos de Datos:

Para minimizar los riesgos de error del secuenciador en la secuenciacién dirigida, se
desarrollaron inicialmente sistemas de agrupamiento. Estos sistemas se basan en la idea de
que los organismos relacionados/similares tendran secuencias de genes diana parecidos.
(Blaxter y col., 2005; Liy col., 2006).

Estos grupos de secuencias/genomas similares son las OTUs (Unidades Taxondmicas
Operativas) o filotipos. Los grupos se resumen en una tabla de taxones y abundancias
relativas (uniformidad) para cada organismo en cada muestra, como resultado de
comparaciones con bases de datos de secuencias, o mediante el uso de softwares
(Weinstock y col., 2012). La comparacion de las lecturas/secuencias con las secuencias de
las bases de datos de genes, se realiza mediante el uso de BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (Weinstock y col., 2012). Algunas de las bases de datos de referencia elegida,
donde las secuencias se someten a una evaluacién de la calidad son: HOMD
(http://www.homd.org/), GenBank (la base de datos de secuencias de los National
Institutes of Health (NIH)), The Ribosomal Database Project (RDP), GreenGenes y SILVA
(http://www.arb-silva.de). Otras herramientas informaticas utilizadas son los canales de
analisis MOTHUR y QIIME 2, o el ensamblador EMIRGE 16S, que se desarrollaron para
analizar lecturas Unicas, genes de ARNr 16S ensamblados de extremos emparejados o
ensamblados de longitud completa (Kumar vy col., 2020).

Cuando se utilizan secuencias de genes de ARNr 16S parciales, con frecuencia se elige un
nivel de identidad de secuencia del 97% como representativo de una especie y del 95% para
un género (Cox y col., 2013). Se supone que las diferencias de secuencia se deben a
variaciones dentro del grupo taxondmico o al ruido aleatorio del secuenciador. Todas las
lecturas de secuencia dentro del radio elegido se agrupan en una sola OTU, que representa
una unidad de analisis (Callahan y col., 2019).

Este enfoque conlleva el riesgo de que multiples especies similares se puedan agrupar en

una unica OTU, y sus identificaciones individuales se pierdan en el resumen de un grupo
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(Kunin y col., 2010). Para solucionar estas limitaciones, recientemente se ha introducido el
enfoque de Variante de Secuencia de Amplicon (ASV) (Callahan y col., 2019). Mientras que
los enfoques de agrupacion de OTU intentan difuminar secuencias similares minimizando
asi lainfluencia de cualquier error de secuenciacion dentro del grupo de lecturas, el enfoque
de Variante de Secuencia de Amplicén (ASV) intenta ir en la direccidon opuesta.

ASV:

La ASV comienza determinando qué secuencias exactas se leyeron y cuantas veces se leyo
cada secuencia exacta. Estos datos se combinan con un modelo de error para la ejecucion
de secuenciacidn, lo que permite la comparacién de lecturas similares para determinar la
probabilidad de que una lectura dada a una frecuencia determinada, no se deba a un error
del secuenciador. Esto crea, en esencia, un valor p para cada secuencia exacta, donde la
hipdtesis nula es equivalente a que esa secuencia exacta sea una consecuencia del error de
secuenciacion (Callahan y col., 2019). Debido a que se trata de secuencias exactas,
generadas sin agrupaciones o bases de datos de referencia, los resultados de ASV se pueden
comparar facilmente entre estudios que utilizan la misma regién objetivo (Callahan y col.,
2019). Al considerar tanto la similitud de secuencia como la abundancia en el modelo, los
métodos ASV tienen en cuenta el perfil de error que resulta de los experimentos de
secuenciacion de proxima generacion (NGS), que pueden producir decenas de miles de
lecturas para una unica secuencia de plantilla del gen de ARNr 16S. Por lo tanto, los métodos
ASV tienen el potencial de mejorar simultaneamente la sensibilidad y la especificidad de la
inferencia de la secuencia del gen 16S rRNA en comparacién con los métodos con OTU
(Carusoy col., 2019).

Tercera Fase — Utilizacion de los Datos:

Los datos obtenidos se emplean en producir entre otras, curvas de abundancia, diversidad
taxondmica y otros descriptores ecoldgicos y estadisticos de la estructura de la comunidad.
La diversidad, entendida como la estadistica resumida de la estructura de la comunidad, o
como la suma de la riqueza (niumero de OTUs) y de la uniformidad (abundancia relativa de
cada OTU), puede estar representada como diversidad alfa (dentro de la diversidad de la

muestra (intra muestra) - niumero de filotipos en una muestra) y/o diversidad beta

61



RODUCCION

e e S e

(diversidad entre muestras - permite conocer las diferencias entre dos comunidades dadas).
En especifico la diversidad puede ser medida por los indices de Riqueza (numero total de
especies), de Shannon (indice de diversidad comun que cuantifica la incertidumbre de
predecir el préoximo individuo tomado de una muestra - incorpora tanto la riqueza como la
uniformidad en un solo valor) (Tabla 3) y de Simpson (indice de diversidad comun que indica
la probabilidad de que dos individuos tomados al azar de una poblacidn sean iguales - el
aumento de la diversidad se refleja en un valor de indice creciente).(Cox y col., 2013) (Tabla

3).

Tabla 3. Interpretacion de los indices de Shannon y de Simpson.

Valores Interpretacion
0,1-1,5 Diversidad baja
Shannon
1,6-3,0 Diversidad media
3,1-45 Diversidad alta
Valores Interpretacion
0,00-0,5 Diversidad baja
Simpson
0,36-0,75 Diversidad media
0,76 - 1,00 Diversidad alta

Segun lo revisado, los dos métodos descritos (cultivo y secuenciacién del gen ARNr 16S),
han contribuido a la informacidén microbiolégica periodontal que se conoce hasta hoy, y que

se describe a continuacion.
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4. MARCADORES MICROBIANOS EN LAS POBLACIONES:
de la salud a [a enfermedad.

Los seres humanos, como todos los eucariotas multicelulares complejos, no son organismos
autéonomos, si no unidades bioldgicas que incluyen numerosos simbiontes microbianos y
sus genomas (microorganismos que viven en simbiosis con el huésped) (Bordenstein y col.,
2015). El humano junto con sus residentes microbianos forman un 'superorganismo' u
holobionte donde ambos co-evolucionan en respuesta al medio ambiente y entre si. La
comunidad de residentes microbianos se conoce como Microbioma, descrito como “la
comunidad ecoldgica de microorganismos comensales, simbidticos y patégenos, que
literalmente comparten el espacio corporal y han sido casi ignorados como determinantes
de la salud y de la enfermedad” (Kilian y col., 2016). La relacién entre el microbioma vy el
huésped es dinamica y estd influenciada por muchos aspectos, como la genética, la etnia de
las poblaciones, y factores ambientales, que tienen la capacidad ya sea de mantener o
alterar los estados de equilibrio en el habitat en el que se desarrollan (Mason y col, 2013;
Gomez y col, 2017).

El enfoque entonces no debe ser en el huésped y sus residentes como unidades separadas,
sino que debe considerarse al holobionte (Kilian y col.,, 2016). A este respecto, las
comunidades microbianas subgingivales, desempefan un papel fundamental en el estado
de equilibrio del holobionte, debido a que la naturaleza de los estimulos microbianos
periodontales, son un factor determinante en las respuestas protectoras o patégenas del
huésped. Por lo tanto, es importante comprender los cambios en la composicion del

microbioma que estdn asociados con cada estado periodontal (Abusleme y col., 2021).

4. MICROBIOMA SUBGINGIVAL.

Las comunidades microbianas periodontales son complejas y albergan microorganismos de

los tres dominios de la vida: bacterias (bacterioma) (Ng y col.,, 2021), eucariotas
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(eucarioma), arqueas vy virus (viroma), que pueden llegar a tener interacciones o roles
importantes dentro del microbioma (Abusleme y col.,, 2021). Los microorganismos (la
microbiota) que componen el microbioma humano no son solo organismos unicelulares que
viven uno al lado del otro, sino que forman comunidades altamente reguladas, organizadas
estructural y funcionalmente unidas a las superficies como biopeliculas con colaboraciones
entre especies, asi como antagonismos que contribuyen a la estabilidad ecolégica (Kilian y
col., 2016).

Las bacterias son el componente mdas numeroso y diverso del microbioma subgingival, de
las cuales hasta la fecha se han detectado alrededor de 700 especies diferentes (Kilian y
col., 2016). Aproximadamente el 57% tiene nombre oficial, el 13% no tiene nombre pero se

cultiva y el 30% se conocen solo como filotipos no cultivados (HOMD, 2021).

412. Integrantes cultivables, no cultivables y dificilmente cultivables del Microbioma
Subgingival.

Luego del consenso periodontal de 1996 (AAP, 1996) se determinaron como
periodontopatégenos o patdgenos fuertemente asociados con la periodontitis a
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia,
seguidos de Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
intermedia/nigrescens, Parvimonas micra 'y Treponema denticola.

En la actualidad el término “Patégeno Clave”, se ha descrito como la especie que tiene una
influencia exageradamente grande en el ecosistema, que no es proporcional a su
abundancia en la comunidad microbiana (Hajishengallis y col., 2016). Ademas de los
patdégenos clave, al resto de miembros de la comunidad microbiana residente que son
capaces de causar enfermedades en determinadas circunstancias, se les ha dado el nombre
de “Patobiontes” (Chow y col., 2010).

A partir del Human Microbiome Proyect Consortium de 2012, se establecidé que existen
varios cientos de especies distintas (muchas de ellas aun sin asignaciéon) representando las

muy diversas comunidades microbianas de la boca (Hong y col., 2015; Mira y col., 2017),
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con la posibilidad de presentarse de manera heterogénea, entre distintas poblaciones con
caracteristicas demograficas diferentes (Mira y col., 2017), afectando la salud general
(Kumar, 2017).

Entre estas especies estarian algunos representantes de los géneros Filifactor,
Desulfobulbus, Eubacterium, los cuales han cobrado importancia, debido a que han
cambiando el paradigma de la etiologia de las enfermedades periodontales (Wade, 2013;
Wangy col., 2013; Deng y col., 2017).

Uno de los patobiontes que se ha encontrado con una fuerte asociacién con el desarrollo y
progresion de la periodontitis es el perteneciente al género Filifactor, F. alocis, aislado por
primera vez en 1.985 (Aruni y col.,, 2015). Es un bacilo anaerobio gram-positivo,
asacarolitico, con la capacidad de utilizar arginina como aminodcido especifico, lo que
estimula su crecimiento. Este microorganismo se ha encontrado en el surco gingival y ha
sido dificil de identificar por pruebas bioquimicas, por lo cual nuevas tecnologias como la
secuenciacion de ultima generacién han sido herramientas importantes que han permitido
caracterizarlo mejor. Inicialmente fue clasificado como Fusobacterium alocis debido a la
estrecha relacién que se ha encontrado con el género Fusobacterium. Actualmente se ha
explorado en diversos estudios la importancia de este microorganismo al encontrarlo
principalmente en pacientes con periodontitis y estar ausente en personas sanas, por lo
cual se ha propuesto como un marcador de la enfermedad (Colombo y col, 2009; Kumar y
col, 2005). F. alocis presenta diferentes factores de virulencia y propiedades que le
confieren resistencia a situaciones adversas, como al estrés oxidativo (Aruniy col., 2011),
lo cual le permite colonizar y sobrevivir con otros microorganismos descritos como
patdgenos clave periodontales. Se ha observado también que es un microorganismo con la
capacidad de estimular la produccion de citocinas proinflamatorias, lo que se ha
relacionado con provocar procesos apoptoéticos en células epiteliales gingivales (Moffatt y
col., 2011). Se ha documentado igualmente la presencia de alrededor de 15 proteasas
presentes en esta bacteria, las cuales podrian funcionalmente ser similares a la de los
patdgenos periodontales reconocidos, ya que algunas de estas enzimas se considera que

producen o inducen colagenasas, las cuales se han implicado con destruccién periodontal
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(Citron, 2002). También se ha observado que la coinfeccién con P. gingivalis puede
favorecer el potencial patogénico de F. alocis, principalmente en relacidn con la expresion
diferencial de varios factores de virulencia (Aruniy col., 2011).

Del género Desulfobulbus, la cepa Desulfobulbus sp. cepa HMT 041 (Deltaproteobacteria)
(Desulfobulbus oralis), es un bacilo gram-negativo, anaerobio, deltaproteobacteria
reductora de sulfato, inmovil y no esporulado de 1 a 2um de longitud y 0,3um de diametro.
Se ha adaptado al nicho subgingival oral, estd fuertemente asociado con periodontitis
severas, y es el primer representante de su género asociado con colonizacién en humanos.
Esta facilidad de colonizar la ha adquirido mediante la reduccién de su repertorio fisiolégico,
la pérdida de algunas capacidades biosintéticas y la independencia metabdlica, y al reducir
drasticamente las capacidades de deteccion y sefalizacidn ambiental. Los genes que
permiten que el Desulfobulbus de vida libre sintetice la neurotoxina potente metilmercurio
(Cross y col., 2018).

El género Eubacterium se ha asociado desde hace varios aflos con periodontitis, aunque
habian sido dificiles de estudiar debido a su crecimiento lento y exigente (Wade, 1996). Uno
de sus representantes es Eubacterium brachy. Estos microorganismos descritos como
bacilos gram-positivos, anaerobios, asacaroliticos, se han aislado como bacterias
predominantes de bolsas periodontales y se han encontrado distribuidos frecuentemente
en pacientes con periodontitis a diferencia de pacientes sanos (Haffajee y col., 2006).
Estudios han sugerido una asociacién importante con la enfermedad periodontal al
encontrar altos niveles de anticuerpos séricos contra E. saphenum en modelos de raton,
asociados a periodontitis, concluyendo que la respuesta podria ser similar a la generada por

P. gingivalis (Salam y col., 2001).

41.2. El Microbioma Subgingival en diferentes condiciones periodontales y poblaciones.

El conocimiento sobre el microbioma subgingival en diversas poblaciones es limitado

(Herrera y col., 2008), y ha surgido, en su mayoria, empleando métodos dispares de
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deteccion de especies bacterianas (Contreras y col., 2015; Montenegro y col., 2020), como
ya se ha expuesto anteriormente.

Hasta donde se tiene conocimiento, la mayor parte de la informacién disponible sobre el
tema se ha obtenido de Europa (Szafranski y col., 2015; Schulz y col., 2019; Lépez y col.,
2020; Lenartova y col., 2021), Asia (Wang y col., 2013; Li y col., 2014; Li y col., 2015; Shiy
col., 2018; Weiy col., 2019; Ikeda y col., 2020; Izaway col., 2021) y América del Norte (Kumar
y col., 2005; Griffen y col., 2012; Liu y col., 2012; Kirst y col., 2015; Chen y col., 2018 a; Chen
y col., 2018 b).

Pocos son los estudios que se han llevado a cabo en paises en vias de desarrollo (Gjermo y
col., 2002; Gajardo y col., 2005; Lafaurie y col., 2007; Haubek y col., 2008; Abusleme y col.,
2013; Pérez-Chaparro y col., 2018; Collins y col., 2019), y ain menos son los estudios que
han comparado los perfiles microbianos entre paises (Cao y col., 1990; Aliy col., 1994; Sanz
y col., 2000; Fabris y col., 2002; Haffajee y col., 2004; Lopez y col., 2004; Herrera y col.,
2008).

A pesar de la poca y variable informacién al respecto, la evidencia cientifica sobre este tema
ha coincidido en que las diferentes especies bacterianas, pueden variar entre grupos
geograficos o étnicos, lo que impactaria en el diagndstico de los estados periodontales en
general, y en el desarrollo y tratamiento de la gingivitis y la periodontitis (Umeda y col.,

1998; Gjermo y col., 2002; Haffajee y col., 2004; Herrera y col., 2008, Mason y col., 2013).

Especies asociadas a Salud, Gingivitis y Periodontitis.

Con el paso de los afos y segun el Proyecto Microbioma Humano (Ding y col., 2014) se
destacé la importancia de reconocer un microbioma comun en salud para toda la poblacién
mundial, y asi comprender la susceptibilidad a las enfermedades.

Los estudios que se dieron a la tarea de determinar estos datos concluyeron que al evaluar
el microbioma periodontal de cuatro grupos poblacionales distintos (negros no hispanos,
blancos no hispanos, chinos y latinos), diferentes linajes bacterianos contribuyeron a la

composicion de las comunidades subgingivales en salud de las diferentes etnias (Mason y

67



@ RODUCCION

col., 2013). Los blancos no hispanos mostraron menor diversidad bacteriana en
comparacion con los otros tres grupos étnicos, lo que podria indicar que los afroamericanos
tienen menos especies subgingivales, y que algunas de estas especies son miembros
numéricamente dominantes de la comunidad en comparacidn con las otras etnias (Mason
y col., 2013). Estos linajes podrian estar representados por especies reportadas en estudios
clasicos mundiales con el uso de cultivo bacteriano, como: Actinomyces naeslundii,
Actinomyces spp., Actinomyces. meyeri y Actinomyces odontolyticus, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococucs intermedius, Streptococcus gordonii,
Peptostreptococcus micros, Gemella morbillorum, Veillonella parvula, Veillonella typica,
Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga gingivalis, y Fusobacterium nucleatum
(Moore y Moore, 1994), y por las detectadas con el uso de nuevas tecnologia de
secuenciacion del gen de ARNr 16S como: Lautropia mirabilis, Corynebacterium durum,
Corynebacterium matruchotii, Granulicatella spp. (Mark Welch y col., 2016; Lourengo y col.,
2014; Izawa y col., 2020), Rothia spp., Corynebacterium spp., Lautropia mirabilis, Neisseria
flava, Bergeyella spp. y Kingella oralis, ademas de anaerobios facultativos entre los que
estuvieron: Streptococcus spp., Actinomyces spp., Gemella spp. y Capnocytophaga spp. Esto
se relaciona segun estudios, con los altos niveles de oxigeno a los que estan expuestas las
comunidades asociadas con la salud (Tanaka, y col., 1998). También se ha demostrado que
Rothia spp. participa en interacciones de coagregacidon célula-célula en biopeliculas
tempranas (Palmery col., 2017), y que Corynebacterium spp., sirve como un elemento clave
de formacién en un consorcio microbiano organizado espacialmente, que se observa
durante la formacidn temprana de biopeliculas (Mark Welch y col., 2016). Por lo tanto, las
especies asociadas con la salud, parecen ser especies con roles demostrados durante la
colonizacidon temprana. Esto es consistente con la idea de que se mantiene un estado
saludable mediante la eliminacién frecuente de biopeliculas orales (Curtis y col., 2020;
Abuslemey col., 2021).

A diferencia de la salud, las comunidades en gingivitis estdn compuestas principalmente por
especies anaerobias gram-negativas (observadas por cultivo) (Moore y Moore, 1994),

aungue mediante secuenciacidn se ha detectado que los consumidores de oxigeno, como
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Neisseria spp. y Streptococcus spp., también estdn presentes. Esto estd relacionado con la
formacién de un nuevo nicho en la gingivitis que incentiva el crecimiento de anaerobios
sensibles al oxigeno. Leptotrichia spp., Prevotella spp. y Selomomonas spp. (Kistler y col.,
2013; Lourenco y col., 2014), también parecen ser algunos de los miembros mas
abundantes de la comunidad (Park y col., 2015). Como la gingivitis se asocia a un aumento
de la carga microbiana total, esto implica un cambio en estas especies gram-negativas que
es incluso mayor a su aumento proporcional, ademas de que se han observado cambios en
la abundancia de diferentes especies de Fusobacterium y subespecies de F. nucleatum de la
salud a la gingivitis (Kistler y col., 2013; Lourenco y col., 2014; Schincaglia y col., 2017,
Abuslemey col., 2021).

Durante la periodontitis, las comunidades bacterianas exhiben un cambio profundo
caracterizado por el aumento de especies anaerobias en su mayoria gram-negativas. Este
cambio es distinto al de la salud a la gingivitis y, en su mayor parte, las especies aumentadas
en periodontitis en comparacién con la salud o con gingivitis, son congruentes (Abusleme y
col., 2021). Varias especies que se han asociado clasicamente con periodontitis estdn
constantemente sobrerrepresentadas, como es el caso de P. gingivalis, F. alocis , T.
forsythia, Treponema denticola y P. micra, entre otras. Las especies no cultivables
aumentadas en periodontitis en comparacion con la salud y la gingivitis incluyen Treponema
sp HMT 237, Fretibacterium sp. HMT 360, Fretibacterium sp. HMT 361, Desulfobulbus sp.
HOT 041 y Saccharibacteria (TM7) [G1] HMT (Curtis y col., 2020; Abusleme y col., 2021).
Estos resultados muestran que, durante la periodontitis, la carga microbiana asociada con
las lesiones establecidas es dramaticamente distinta de la asociada con la gingivitis
(Abuslemey col., 2021). También se ha observado una mayor abundancia de Fusobacterium
spp. durante la periodontitis en relacion con la abundancia en salud y gingivitis. Ciertas
Fusobacterium spp. fueron previamente identificadas como especies centrales (es decir,
especies cuya proporcion no cambia de salud a enfermedad) (Abusleme y col., 2013; Hong
y col., 2015). Por lo tanto, estos resultados aun apoyan el concepto de que F. nucleatum es
un componente importante de la placa dental subgingival, posiblemente sirviendo como un

ancla metabdlica para otros miembros de la comunidad (Abusleme y col., 2021).
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En cuando a la etnia, empleando diferentes métodos de deteccién microbiolégica, F.
nucleatum, P. gingivalis y P. intermedia se han encontrado mayormente en pacientes
caucdsicos, al ser comparados con sujetos de otras poblaciones (Ali y col., 1994; Herrera y
col., 2008). P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans han sido altamente asociadas a los
afroamericanos (Cortelli y col., 2009) y africanos con periodontitis (Chahboun y col., 2015).
Los sujetos asiaticos tienen tendencia a una mayor deteccidn de uno o varios patobiontes
periodontales como A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia y/o T. denticola,
segun lo confirma un estudio reciente realizado en pacientes japoneses (Li y col., 2015),
donde se detectd una alta abundancia relativa de P. gingivalis (aproximadamente 35,88%)
en el microbioma subgingival de pacientes con periodontitis.

Especificamente en el caso de Latinoamérica (Contreras y col., 2015), se han reportado
niveles elevados de colonizadores primarios (Staphylococcus aureus) (Loberto y col., 2004),
de especies puente (Fusobacterium spp.) (Victor y col., 2008), y de colonizadores tardios (P.
gingivalis, T. forsythia y T.denticola) (Gajardo y col., 2005), en sujetos con periodontitis. En
especifico, Brasil ha evidenciado una alta deteccién de A. actinomycetemcomitans no
leucotoxico (Vieira y col., 2009) y de cepas altamente leucotoéxicas (clon JP2) (Cortelli y col.,
2005) prevalentes en ascendentes africanos (Chahboun y col., 2015), lo que explicaria su
presentacion en pacientes afrodesendientes, como es en gran medida la poblacién
brasilefia (Cortelli y col., 2009) y de algunas otras zonas de Latinoamérica. En adicidn, otros
estudios han aportado una larga lista de especies prevalentes en las periodontitis de Brasil,
entre las que se han encontrado: Campylobacter spp., Eubacterium spp., Fusobacterium
spp., P. micra, Prevotella spp., Selenomonas spp., Actinobaculum spp., Alloprevotella
tannerae, Anaeroglobus geminatus, Bacteroidales spp., Catonella morbi, Desulfobulbus sp.,
Dialister spp., Filifactor alocis, Fretibacterium spp., Peptostreptococcus stomatis,
Pseudoramibacter alactolyticus, Solobacterium mooreiy TM7 spp. (Lourengo y col., 2014).
Por su parte, en los estudios realizados en pacientes chilenos con periodontitis, se ha
observado prevalencia de Espiroquetas, Sinergistetes, Firmicutes y Cloroflexi (Abusleme y
col., 2013), y en especifico niveles variables de C. rectus, F. nucleatum, P. micray Treponema

socranskii (Lopez y col., 2004), alta prevalencia de P. gingivalis, E. corrodens, P. micra y
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Capnocytophaga spp. (Gajardo y col.,, 2005), y menos frecuencia de T. forsythia, P.
intermedia y Capnocytophaga spp., al compararlos con pacientes colombianos y espafnoles
(Herrera y col., 2008). México, comparte la tendencia latinoamericana de presentar una
alta deteccidon de P. gingivalis, T. denticola, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans
(Ximenez-Fyvie y col., 2006), ademas de P. intermedia en los pacientes con periodontitis.
Argentina (Canigia y col., 1999), Guatemala (Pomes y col., 2000) y Panama (Eisenmann y
col., 1983), reportaron alta deteccion de A. actinomycetemcomitans, y estudios en
Republica Dominicana evidenciaron prevalencia de P. intermedia y P gingivalis (Collins y
col., 2019), ademads de bacilos entéricos gram-negativos en sitios periodontales no tratados

(Slots y col., 1991).

Especies asociadas a Periodontitis en Salud y Gingivitis.

Todas las especies asociadas a periodontitis se han podido detectar en gingivitis y la mayoria
también se han detectado en salud. Sin embargo, su frecuencia de deteccién en salud al
parecer es mucho menor que su frecuencia de deteccién en gingivitis. Las especies
asociadas a periodontitis con menor frecuencia de deteccidn en salud fueron Fretibacterium
spp. HMT 361 (no detectada en salud) y P. gingivalis (muy poco detectada). En particular,
ambas especies se pueden convertir en unos de los miembros mas abundantes y detectados
de las comunidades de periodontitis. Vale la pena sefalar que un subconjunto de especies
gue se detectaron con frecuencia en la periodontitis también tuvieron una alta prevalencia
tanto en la salud como en la gingivitis. Entre ellas se encuentran Campylobacter gracilis y
varias subespecies de F. nucleatum (vincentii y animalis). En general, se podria decir que las
especies asociadas a la periodontitis son autéctonas y forman parte de comunidades
asociadas a la salud, y aumentan a medida que el entorno cambia durante la inflamacién.
Ademas, las comunidades de gingivitis pueden presentar niveles aumentados (por lo tanto,
mayor deteccion) de aquellas especies que finalmente dominan las comunidades
disbidticas asociadas con la periodontitis. Sin embargo, parece haber diferencias en el nivel

de transformacidon de las especies desde estados sanos a estados inflamatorios, con
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Fretibacterium sp. HMT 361 y P. gingivalis que muestran el aumento mas drastico en los

niveles de deteccion durante la inflamacién (Abusleme y col., 2021).

Cambios subgingivales de microbiomas en Salud, Gingivitis y Periodontitis.

Al parecer cada estado periodontal tiene comunidades microbianas distintas, pero
evidencian un grupo comun de especies centrales o “Core Species” (Abusleme y col., 2013;
Curtis y col., 2020). De este grupo, Veillonella parvula, Veillonella dispar, Campylobacter
gracilis y Prevotella oris estuvieron presentes en una abundancia relativa similar cuando se
comparo la salud con la gingivitis, y la gingivitis con la periodontitis. Se ha demostrado que
varias especies centrales que no difieren en proporcidn entre la salud y la gingivitis son
mediadores importantes de la formacion de placa, ayudando en el establecimiento de
especies asociadas con periodontitis de colonizacion tardia. Por ejemplo, se ha demostrado
que Streptococcus gordonii facilita la acumulacion en biopeliculas de P. gingivalis asociada
a periodontitis (Kuboniwa y col., 2017).

Estos estudios apoyan el concepto de que las especies centrales, que aumentan en biomasa
a medida que las comunidades microbianas subgingivales pasan de un estado a otro, pero

no cambian en proporcién, actian como facilitadores de la disbiosis (Abuslemey col., 2021).

413. El Microbioma Subgingival en Espafia y Colombia

Espana.

En el microbioma periodontal de los pacientes espafioles sin periodontitis, se ha
evidenciado la deteccion de Actinobacteria, Actinomyces y Rothia (Lopez-Martinez y col.,
2020).

Por otro lado, la microbiota subgingival de pacientes espafioles con periodontitis
identificada mediante cultivo bacteriano, estaria caracterizada por una baja prevalencia de

A. actinomycetemcomitans, y alta deteccién de P. gingivalis (Sanz y col., 2000; Herrera y
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col., 2008) y de F. nucelatum (Herrera y col., 2008), al compararla con la de diferentes
poblaciones tanto europeas (Sanz y col., 2000), como Latinoamericanas (Herrera y col.,
2008). Igualmente, en investigaciones realizadas con RH-PCR, T. forsythia se asocié con
mayor gravedad de la periodontitis en Espaiia, junto con T. denticola (Lanza y col., 2016).

A su vez, estudios llevados a cabo con secuenciacidn del gen ARNr 16S, reportaron que los
phyla Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Spirochaetes y Synergistetes, y los géneros
Fusobacterium, Leptotrichia, Porphyromonas, Prevotella, Tannerella y Treponema, estaban
altamente asociados con la periodontitis (LOpez-Martinez y col., 2020). Ademas, el andlisis
ecoldgico mostré una mayor abundancia de especies, y una alta diversidad alfa promedio
(dentro de cada localizacidn), en la periodontitis de los espafioles (Lopez-Martinez y col.,

2020).

Colombia.

A través del tiempo, se han llevado a cabo algunos estudios que han intentado caracterizar
la microbiota subgingival en Colombia (Contreras y col., 2015), donde se han identificado la
prevalencia de bacilos entéricos de los géneros Klebsiella, Enterobacter, Serratia (Lafaurie y
col., 2007; Mayorga-Fayad y col., 2007), ademas de altos niveles de C. rectus en los
pacientes sin periodontitis (Mayorga-Fayad y col., 2007).

Investigaciones llevadas a cabo por cultivo (Mayorga-Fayad y col., 2007), o por combinacién
de cultivo y PCR (Botero y col., 2007; Lafaurie y col., 2007), en su mayoria han detectado P.
gingivalis, T. forsythia, E. corrodens , P. intermedia, P. nigrescens, C. rectus, Fusobacterium
spp., ademds de una alta frecuencia de bacilos entéricos gram-negativos (al igual que los
pacientes sin periodontitis), y una prevalencia relativamente baja de A.
actinomycetemcomitans, en pacientes con periodontitis (Botero y col., 2007; Mayorga-
Fayad y col., 2007; Lafaurie y col., 2007). En contraste con estos resultados, un estudio
longitudinal de periodontitis no tratada evidencié presencia inconstante de bacilos
entéricos gram-negativos en algunos de los pacientes objeto de investigacién, a lo largo de

un periodo de seguimiento de un mes. Por tanto, se podria plantear la hipdtesis de que los
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bacilos entéricos gram-negativos son microorganismos transitorios en localizaciones
subgingivales de los pacientes colombianos (Martinez-Pabon y col., 2010). El dUnico estudio
a dia de hoy, donde se ha comparado la microbiota periodontal colombiana con las de otras
poblaciones, ha sido el de Herrera y colaboradores en 2008. Los autores caracterizaron por
cultivo bacteriano la microbiota de pacientes con periodontitis crénica en Colombia, Chile
y Espafa. Los pacientes de Colombia revelaron una mayor gravedad de la periodontitis,
recuentos de colonias bacterianas totales significativamente mas altas, y mayores niveles
de T. forsythia y una vez mas de bacilos entéricos gram-negativos, sumado a bajos niveles
de A. actinomycetemcomitans. Los bajos niveles de A. actinomycetemcomitans se creyd que
podrian reforzar la hipdtesis de que este patobionte conocido, no es la especie mas
prevalente en la periodontitis de los pacientes colombianos (Lafaurie y col., 2007; Botero y
col., 2007).

Este microbioma subgingival puede afectar la salud periodontal positiva (eubiosis), o
negativamente (disbiosis) (Kumar, 2021). Los efectos pueden ir desde mantener un
ecosistema donde sus integrantes vivan en armonia mutua, hasta uno en desequilibrio con
agotamiento de la capacidad de resiliencia bacteriana, razén por la cual incluso podria verse

comprometida la vida del individuo afectado (huésped) (Kumar, 2021).

41.4. nfluencia del Microbioma Subgingival en la Salud y en la Enfermedad Periodontal.

Eubiosis.

La eubiosis como punto de partida para entender la disbiosis, es un estado de homeostasis
o de equilibrio entre la comunidad residente, y el organismo que la alberga (huésped). Todo
esto depende de la biologia del ecosistema, entendiendo por ecosistema “una comunidad
bioldgica de organismos que interacttan, y su entorno fisico” (Kumar, 2021). Pertenecer a
un ecosistema eubiotico depende de las limitaciones fisicas del habitat, de la disponibilidad
nutricional, funcional y de las necesidades metabdlicas, ademas de la presencia de

microorganismos preexistentes o antagonistas, entre otras (Barraclough, 2015).
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Los organismos que son aptos para este entorno, son los que poseen la capacidad no sélo
de sobrevivir, sino que también contribuyen de manera significativa al sistema en el que
viven (Peacock, 2011), manteniendo estrictas reglas de coexistencia y limitado éxito
individual (equilibrio de Nash) (Holt y col., 2004). Es asi que los organismos exdgenos que
no se ajustan a estas reglas de coexistencia, estdn en desventaja durante la colonizacién,
mientras que los limites al éxito individual, evitan que las especies residentes individuales
(patogenos clave periodontales) se apoderen del ecosistema (Kamada y col., 2013; Kumar,

2021).

Disbiosis.

Contrario a la eubiosis, la disbiosis se define como pérdida de la homeostasis/equilibrio, o
como un cambio en la comunidad que es perjudicial para la salud humana (Petersen y col.,
2014). En las enfermedades periodontales, podria manifestarse con disminucién de la
diversidad, con expansidn de patobiontes y pérdida de especies clave, o con disminucién
de especies beneficiosas (Levy y col., 2017), entre otras, con la consecuente destruccién de

los tejidos de soporte de los dientes. (Kumar, 2021).

Disminucién de la diversidad.

La salud esta asociada con un microbioma diverso que aporta beneficios al holobionte, y la
disbiosis esta asociada con una pérdida de diversidad taxondmica que puede perjudicar la
salud (Kumar, 2021). El paso de la eubiosis a la disbiosis sigue los principios de la sucesion
ecoldgica primaria, con cambios en las abundancias relativas del microbioma, en lugar de
reemplazar las especies existentes por otras nuevas y exogenas (Abusleme y col., 2013). Sin
embargo, esto no siempre sucede para todos los casos de periodontitis, pudiendo incluso
ser distinto segun la poblacidn en la que se presenta. Por lo tanto, la disminucidn o aumento
de la diversidad, podria verse influenciada por ciertas presiones ecoldgicas y ambientales,

o incluso por condiciones propias del huésped (Kumar, 2021).
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Expansion de patobiontes y pérdida de especies clave.

El modelo reciente del "Patdgeno clave" o de Sinergia Polimicrobiana y Disbiosis (PSD) como
la causa en el desarrollo de la periodontitis, le da gran protagonismo especificamente a P.
gingivalis (Hajishengallis y col., 2012). Segun esta hipdtesis, P. gingivalis modula el sistema
inmunoldgico a través de varios mecanismos. Esto crea condiciones favorables para el
crecimiento de ciertos patobiontes que, en grandes cantidades, alteran el limite de
tolerancia del sistema inmunolégico del huésped, y crean una cascada de respuesta
inflamatoria crénica. Sin embargo, este modelo, a pesar de tener un fundamento sélido, no
se puede aplicar a la etiologia de la periodontitis en pacientes y localizaciones que no
albergan P. gingivalis, por lo que requiere mas estudios para explicar las circunstancias que
permiten que P. gingivalis supere el equilibrio de Nash, y pueda catalogarse como el
principal causante de la alteracion del sistema inmunoldgico (Bartold y col., 2019; Kumar,

2021).

Disminucién de especies beneficiosas.

Es dificil atribuir un papel beneficioso a los microorganismos orales, debido a la escasez de
estudios sobre el microbioma oral compatible con la salud. Estudios sobre coagregaciones,
asociaciones metabdlicas e interacciones antagonistas, han proporcionado evidencia
indirecta de que las bacterias bucales podrian contribuir (debido a eventos impredecibles)
a la salud bucal, al crear un entorno resistente a la colonizacién por especies aléctonas
(exdticas). Aunque varios estudios sobre el microbioma oral aluden a la "pérdida de la
proteccion de los comensales"”, en este momento, hay poca evidencia solida para apoyarlo

(Kumar, 2021).
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La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial y multidimensional
(Caton y col., 2018; Papapanou y col., 2018), muy prevalente en el mundo (Curtis y col.,
2020; Abusleme y col., 2021) con una etiologia polimicrobiana compleja que puede variar
segun las caracteristicas propias de una poblacién (Kassebaum y col., 2014; Carasol y col.,
2016). Puede desencadenar importantes consecuencias entre las que estan la destruccion
de los tejidos de soporte de los dientes, sumado al impacto negativo en la salud general, lo
que se traduciria en el comprometimiento de la calidad de vida de quienes las padecen
(Kutsal y col., 2021; Fischery col., 2020), convirtiéndose asi en una fuente de desigualdad
social al irrumpir en los sistemas de salud de las poblaciones (Holt y col., 2005).

Para unificar y actualizar su diagndstico clinico, la Academia Americana de Periodoncia y la
Federacidn Europea de Periodoncia se unieron en el World Workshop de 2017 en Chicago,
para establecer una Nueva Clasificacion de las Condiciones y Enfermedades Periodontales
y Periimplantarias (Caton y col., 2018).

Una vez expuestas las conclusiones y resultados, los expertos establecieron, entre otros, los
siguientes temas a desarrollar en investigaciones futuras, en beneficio de robustecer la
nueva clasificacién (Papapanou y col., 2018):

- Validar y perfeccionar continuamente el sistema de clasificacién de periodontitis
recientemente introducido, mediante la utilizacion de bases datos existentes y
desarrollar nuevas bases de datos, ademds de ampliar las bases de datos
epidemioldgicas existentes para incluir regiones del mundo actualmente
subrepresentadas.

- Identificar marcadores microbianos y asociados a la respuesta del huésped que
diferencien entre distintos fenotipos de periodontitis, o que permitan determinar
su progresion.

- Integrar plataformas de datos multidimensionales (émicos), para facilitar el estudio
de enfermedades y afecciones periodontales.

En adicién a lo anterior, aunque a dia de hoy se tiene informacion sobre el papel del

microbioma periodontal, gracias a la utilizacion de tecnologias como la secuenciacién
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especificamente del gen ARNr 16S (Griffen y col., 2012; Liy col., 2014; Kirst y col., 2015; Wei
y col., 2019; Izawa y col., 2021 ), estos resultados han sido basados en gran medida en el
uso exclusivo de este tipo de test de biologia molecular descartando en muchos casos al
cultivo bacteriano como estandar de referencia (Teles y col., 2013; Montenegro y col.,
2020), utilizando sistemas inexactos de agrupacion entre secuencias (mayor empleo de OTU
gue de ASV), pasando por alto la diversidad bacteriana entre poblaciones (Albandar y col.,
2005) y empleando clasificaciones periodontales incompletas y desactualizadas
(Montenegro y col., 2020).

Por esta razén, y en respuesta a los requerimientos planteadas por el World Workshop de
2017, se hace necesario generar bases de datos actualizadas que expliquen la etiologia
polimicrobiana de las enfermedades periodontales en las poblaciones, con el objetivo de

documentar adecuadamente la nueva clasificacion periodontal.
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41. HIPOTESIS GENERAL (H,):

4.1.1. No existen diferencias estadisticamente significativas al caracterizar y comparar el
microbioma subgingival de pacientes de Espafia y Colombia, diagnosticados segun la

Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales y Periimplantarias de 2018.

4.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS (H,):

4.2.1. No existen diferencias estadisticamente significativas al caracterizar y comparar la
microbiota subgingival en pacientes, diagnosticados segun la Clasificacion de Enfermedades
y Condiciones Periodontales y Periimplantarias de 2018, utilizando cultivo bacteriano
(Estudio #1).

4.2.2. No existen diferencias estadisticamente significativas al caracterizar y comparar el
microbioma subgingival en pacientes de Espafia y Colombia, diagnosticados segun la
Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales y Periimplantarias de 2018,
utilizando la técnica de secuenciacion de proxima generacidon del gen ribosdmico 16S

(Estudio #2).
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5.. Objetivo General.

Caracterizar y comparar el microbioma subgingival de pacientes de Espafia y Colombia,
diagnosticados segun la Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales y

Periimplantarias de 2018.

5. 2. Objetivos Especfficos.

5.2.1. Caracterizar y comparar la microbiota subgingival en pacientes diagnosticados segun
la Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales y Periimplantarias de 2018,
utilizando cultivo bacteriano (Estudio #1).

5.2.2. Caracterizar y comparar el microbioma subgingival en pacientes de Espafa y
Colombia, diagnosticados segin la Clasificacion de Enfermedades y Condiciones
Periodontales y Periimplantarias de 2018, utilizando la técnica de secuenciacién de proxima

generacion del gen ribosémico 16S (Estudio #2).
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Estudios #1y #2:

METODOS COMUNES PARA AMBOS ESTUDIOS.

Para resolver el problema de investigacion de la presente tesis doctoral, se llevé a cabo un
estudio de corte transversal, con dos analisis diferentes (Estudio #1 y Estudio #2), los cuales,
junto con los consentimientos informados que debieron firmar los pacientes reclutados,
fueron aprobados por los comités éticos de las instituciones involucradas (referencias
18/127-E en Espafia y 012-2018 en Colombia) teniendo en cuenta los lineamientos éticos
internacionales de la Declaracion de Helsinki relacionados con la experimentacién en
humanos. Ademas ambos manuscritos siguieron las directrices para la Guia Strengthening
the Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) para la presentacion de

informes de estudios transversales (von Elm y col., 2014).

Sujetos.

Ambos estudios se realizaron en sujetos de las clinicas de las Facultades de Odontologia de
la Universidad El Bosque (UIBO) de Bogotd, Colombia, y de la Universidad Complutense de
Madrid (UCM), Espafia. Los pacientes fueron seleccionados desde abril de 2018 hasta marzo
de 2020, de acuerdo con los siguientes criterios (Lafaurie y col., 2007; Botero y col., 2007,

Mayorga Fayad y col., 2007; Herrera y col., 2008; Montero y col., 2017):
Criterios de inclusion.

Se incluyeron en el estudio adultos de 30 a 65 afios, categorizados por sus condiciones
periodontales, de acuerdo con los siguientes criterios:

- Sujetos con salud y gingivitis, como controles. Sin pérdida de insercién clinica (CAL,

por las siglas del inglés de clinical attachment level) ni pérdida dsea radiografica

(RBL, por las siglas del inglés de radiographic bone level) y profundidades de sondaje

(PD, por las siglas del inglés de pocket depth) de < 3 mm, asumiendo que no hay

pseudobolsas (Chapple y col., 2018).
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- Periodontitis en estadios | o Il. Siguiendo los criterios de gravedad, CAL interdental
de 1-2 mm (estadio I) o 3-4 mm (estadio Il) y RBL que afecta solo al tercio coronal de
la raiz (<15% para estadio | y 15-33% para estadio Il) (Papapanou y col., 2018).

- Periodontitis en estadios Il o IV. Siguiendo los criterios de gravedad, CAL interdental
> 5 mm y RBL que se extiende hasta el tercio medio o apical de la raiz. Debe haber
evidencia de pérdida de < 4 dientes debido a razones periodontales en el estadio Ill
y de 5 dientes en el estadio IV (Papapanou y col., 2018). Si es necesario, y utilizando
los criterios de complejidad, afectacién de furca de clase Il o lll.

- Periodontitis en grado A. Porcentaje de RBL/edad <0,25, grandes depdsitos de
biopelicula con bajos niveles de destruccién, no fumador.

- Periodontitis en grado B. Porcentaje de RBL/edad 0,25 a 1,0, destruccion
proporcional a los depdsitos de biopelicula, fumador <10 cigarrillos / dia.

- Periodontitis en grado C. Porcentaje de RBL/edad > 1.0, la destruccion excede la

expectativa dados los depdsitos de biopelicula, fumador 210 cigarrillos / dia.

Criterios de exclusién.

- Tratamiento periodontal no quirdrgico y quirurgico (receptivo y regenerativo) el afio
previo a la toma de la muestra.

- Afecciones periodontales agudas (abscesos periodontales o enfermedades
periodontales necrotizantes) en el momento de la toma de la muestra.

- Ingesta de antibidticos en los ultimos tres meses.

- Enfermedades sistémicas (diabetes, trastornos del sistema inmunoldgico, etc.).

- Embarazo.

- Uso prolongado de medicamentos antiinflamatorios, anticonvulsivantes (fenitoina,
acido valproico, carbamazepina, fenobarbital, vigabatrina), inmunosupresores
(ciclosporina A), bloqueadores de los canales de calcio (nifedipina, diltiazem,
verapamilo, amlodipino y felodipino), seis meses antes o al momento de la

recoleccion de la muestra.
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Visita de Estudio y Examen Clnico (Figura 4).

En caso de ser seleccionados, a los pacientes se les registraron los datos sociodemograficos
(edad, género y pais) y junto con el cuestionario médico, se les solicité firmar el
consentimiento informado. Posteriormente se procedié al examen periodontal completo
con el uso complementario de radiografias. Por ultimo se tomaron muestras subgingivales.
Los parametros clinicos fueron evaluados por dos examinadores calibrados (uno de cada
pais). Se realizdé una calibracion intra-examinador donde se registraron mediciones
duplicadas de PD y CAL en tres pacientes, dos veces durante la misma visita, con intervalos
de 30 minutos y se calculd la reproducibilidad intraclase.

El coeficiente de correlacidon interclase (CCl) mostré un 90,2% de concordancia para PD y
89% para CAL en Colombia, y de 86,3% y 84,7%, respectivamente, en Espaia.

Se midieron seis localizaciones por diente en todos los dientes, excepto los terceros molares
y los implantes (si estuviesen presentes en boca), con una sonda periodontal UNC-15
(HuFriedy, Leinmen, Alemania) teniendo en cuenta los siguientes pardmetros:

- Recesidn gingival (REC, por las siglas del inglés de gingival recession), medida como
la distancia desde la unidn amelo-cementaria (CEJ, por las siglas del inglés de
cemento-enamel junction) al margen gingival y registrada al milimetro mas cercano.

- PD, medido desde el margen gingival hasta la parte inferior del surco/bolsa y
registrado al milimetro mas cercano.

- CAL, medida como la distancia desde el fondo de la bolsa al CEJ.

- Sangrado al sondaje (BoP, por las siglas del inglés de bleeding on probing), medido
después del sondaje hasta la base de la bolsa y expresado como porcentaje
(Badersten y col., 1985).

- Indice de placa (Pll, por las siglas del inglés de plague index), evaluadas por la
presencia de placa dental visible, dado a conocer por la tincién de eritrosina (Plac-
Control®, Dentaid, Barcelona, Espafia) y se expresé en porcentaje (O’Leary y col.,

1972).
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Figura 4. a) Firma del consentimiento informado por parte del paciente.
b) Examen clinico mediante el cual se establecid el diagndstico (abril de 2018 a marzo de 2020).
En la foto: Dra. Margarita Iniesta Albentosa realizando el examen clinico.

Toma de Muestras Microbiolégicas (Figura 5).

Se tomaron muestras de cuatro localizaciones seleccionadas, por medio de dos puntas de
papel estériles #30 estandarizadas (Maillefer, Ballaigues, Suiza) consecutivas por
localizacién. Las puntas de papel se insertaron en el surco o bolsa y se dejaron en su lugar
durante 10 segundos. Antes de la toma, se elimind la placa supragingival de la localizacion
elegida, seguido de aislamiento de la saliva con el uso de rollos de algoddén y aire
comprimido. Las localizaciones para la toma de la muestras se seleccionaron de la siguiente
manera:

- En sujetos sanos/gingivitis, se tomaron muestras subgingivales de las localizaciones
mesiobucales de los primeros molares y en su ausencia, de los segundos molares
adyacentes (la siguiente alternativa fueron los segundos premolares y desde alli, los
dientes presentes mesialmente).

- En sujetos con periodontitis, se tomaron muestras subgingivales de la localizacion

mas accesible con la PD y la BoP mas profundas, por cuadrante.
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Todas las puntas de papel se transfirieron a un vial con tapdn de rosca que contenia 1,5 ml
de liquido de transporte reducido (RTF) (Syed y col., 1972), el cual fue utilizado tanto en el

cultivo bacteriano, como en la extraccién del ADN para la secuenciacion del gen ARNr 16S.

Figura 5. a) Toma de muestra subgingival; b) Puntas de papel en medio de transporte (RTF).

A continuacion se describe la metodologia especifica para cada uno de los estudios

realizados.
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Estudio #1:
CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA CULTIVABLE SUBGINGIVAL EN
PACIENTES CON DIFERENTES ESTADIOS DE PERIODONTITIS EN
ESPANA'Y COLOMBIA. UN ESTUDIO TRANSVERSAL

Cultivo Bacteriano.

Las muestras subgingivales se enviaron a los laboratorios microbiolégicos de cada centro en
un plazo maximo de 24 horas. En los laboratorios (UCM, UIBO), las muestras se
homogeneizaron mediante agitacion en vértex durante 30 segundos, se realizaron cuatro
diluciones seriadas en solucion salina tampon fosfato (PBS) y se colocaron 100 plL en: (i)
medio agar sangre no selectivo (Blood Agar Base Il, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido),
suplementado con hemina (5 mg/L), menadiona (1 mg/L) y sangre de caballo estéril al 5%
para la determinacién de los recuentos anaerobios totales y para la identificacion de la
mayoria de los patdgenos diana; vy (ii) en el medio selectivo Dentaid-1 (Alsina y col., 2001)
para el aislamiento y cuantificacién de A. actinomycetemcomitans. Las placas de agar
sangre se incubaron durante 14 dias en condiciones anaerdbicas (80% N2, 10% CO. y 10%
Hz) a 37 ° C, y las placas de agar selectivo se incubaron durante 3 dias al aire con 5% de CO>
a 37 ° C. Después de la incubacidn, se realizé la identificacién inicial de las especies objetivo
utilizando la morfologia de la colonia, y las colonias sospechosas se identificaron
adicionalmente mediante microscopio, tincion de Gram y actividad enzimatica. Se llevaron
a cabo recuentos de colonias representativas (aquellas con morfologias de colonia
compatibles con la morfologia del patdgeno diana). El recuento se realizé en placas con 30

a 300 colonias.
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Andlisis de los datos.

Célculo del tamaio de [a muestra.

La variable de resultado seleccionada para calcular el tamafio de la muestra fue el recuento
de P. gingivalis. Fueron necesarios 30 pacientes por grupo basado en una diferencia
esperada entre los grupos sanos/gingivitis y periodontitis en la media de recuentos
(expresados como unidades formadoras de colonias, UFC, 2900), con una desviacién
estandar (DE) de 3008,75 (van Winkelhoff y col., 2002 b), un error alfa de 0,05 y una
potencia del 90%. Ademas, y con el fin de estrechar las diferencias entre distintos grupos
de edad en diferentes condiciones, la muestra general siguié un muestreo estratificado
uniforme, en el que se asignd el mismo tamaino para todos los estratos definidos. La
distribucién de la muestra deseada fue de 30 pacientes para cada grupo de estado
periodontal (sanos y gingivitis, periodontitis en estadios | o ll, periodontitis en estadios lll o
IV) y 10 pacientes para cada cohorte de edad (30-40 afios, 41-50 afios, 51 a 60 afios, dentro

de cada categoria de estado periodontal).

Andlisis estadistico.

Para los datos continuos y la distribucidén de datos para evaluar la normalidad, se utilizé la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos clinicos y microbioldgicos se calcularon por
paciente y luego por grupo de estado periodontal y pais. La transformacidn logaritmica de
CFU de recuentos bacterianos se disefid para normalizar la distribucidn de datos. Los datos
se expresaron como medias y DE, y como mediana y rangos intercuartilicos (RI) para los
datos no paramétricos. Los datos categdricos se expresaron como porcentajes.

Se realizaron analisis del estado periodontal y a nivel de pais. Para el analisis de nivel de
estado periodontal, los datos demograficos se analizaron mediante la prueba ANOVA para
variables continuas y la prueba de chi-cuadrado para datos categodricos, con valores de

probabilidad ajustados con la correccidén de Bonferroni. Los p-valores se multiplicaron por
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el nimero de comparaciones (tres para el estado periodontal y quince para el estado
periodontal por pais). Las variables clinicas y microbiolégicas se compararon mediante la
prueba ANOVA, para datos paramétricos, o la prueba de Kruskal-Wallis con pruebas post
hoc de Dunn-Bonferroni, para datos no paramétricos. Para los datos categéricos se utilizé
la prueba de chi-cuadrado, con correccion de Bonferroni para multiplicidad cuando fue
necesario. Para el andlisis a nivel de pais, las variables demograficas continuas se
compararon con la prueba t para datos paramétricos, o la prueba U de Mann-Whitney para
datos no paramétricos, ademds de pruebas de chi-cuadrado para variables categoricas.

Se realizé una regresidn logistica progresiva paso a paso para explorar la relacion entre la
frecuencia de deteccidn de bacterias (si/no) y las covariables de pais, tabaquismo, estado
periodontal y edad. Los estados periodontales (salud periodontal/gingivitis, periodontitis
estadios I-1l, periodontitis estadios Ill-IV) se introdujeron como variables ficticias. Se realiz
una segunda comparacion con una estratificacion por rango de edad con pais, tabaquismo
y estado periodontal como covariables. Se calcularon los odds ratios (OR) junto con los
intervalos de confianza (IC) del 95%. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando
el paquete de programa SPSS 20 (SPSS Inc, Chicago, IL, EE. UU.) Y el nivel de significacién se

establecié en 0,05.
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Estudio #2
CARACTERIZACION DEL MICROBIOMA SUBGINGIVAL EN PACIENTES CON
DIFERENTES ESTADIOS DE PERIODONTITIS EN ESPANA' Y COLOMBIA.

Amplificacién del gen ARNr 168, secuenciacién y procesamiento.

Después de la realizacion del cultivo bacteriano en el Estudio #1, se eliminaron las puntas
de papel y se prepard el liquido restante del vial para la extracciéon de ADN. Las muestras
espainolas fueron enviadas a Colombia para su almacenamiento junto con las muestras
colombianas, en la Unidad de Investigacion Basica Oral (UIBO) y en la Unidad de Genética 'y
Resistencia Antimicrobiana (UGRA), de la Universidad El Bosque de Bogotd, Colombia, para
su posterior analisis. En el instituto UGRA de la Universidad El Bosque de Bogota, Colombia,
todas las muestras se sometieron a caracterizacion de diversidad bacteriana mediante
secuenciacion de amplicones del gen ARNr 16S utilizando la plataforma lllumina MiSeq. Los
cebadores 515-F (5'-GTG CCA GCM GCC GCG GTA A-3') y 806-R (5'-GGA CTA CHV GGG TWT
CTA AT-3’') se utilizaron para amplificar la region hipervariable V4, la cual se considera es la
regién mds informativa para describir las comunidades bacterianas (Caporaso y col., 2011).
Para todas las muestras, el ADN se obtuvo utilizando el mini kit de extraccién QlAamp
(Quiagen, Alemania), siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. Una vez obtenido
el ADN, se realizé la verificacion de la calidad del ADN determinando los radios de
absorbancia 260/280 y 260/230 para verificacion de pureza en un NanoDrop ™ 2000
(Thermo Scientific ™). Para los geles de electroforesis para verificacion de integridad y
cuantificacidn especifica de ADN de doble hebra por fluorometria, se utilizo el fluorometro
Qubit 3.0 (Life Technologies-Invitrogen). Una vez que se confirmaron la purezay la cantidad

superior a 1,0 ug / ml, se realizé la amplificacién.
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La preparacion de la biblioteca de amplicones se realizé en un procedimiento de PCR de dos
pasos. Brevemente, la primera PCR (incluida una regién enlazadora en el extremo 5 'del
cebador (Pacheco-Montealegre y col., 2020), se realizé por triplicado, y la segunda PCR
agrego codigos de barras a los amplicones de rRNA 16S, asi como a las regiones adaptadoras
[lluminai5 e i7 (Caro-Quintero y col., 2015). Los productos de PCR de ambas amplificaciones
se analizaron en geles de agarosa (1,5%) y las concentraciones de ADN se cuantificaron en
un kit de ensayo Qubit ™ dsDNA HS y BR (Thermo Fisher Scientific). Las muestras se
combinaron en concentraciones equimolares y se secuenciaron en pares (lecturas de 250
nt) en Illumina MiSeq. Se detectaron lecturas de secuenciacidn y Variantes de Secuencia de
Amplicones (ASV) utilizando el complemento DADA2 en QIIME2 versién 2020.11 (Callahan
y col., 2016; Bolyen y col., 2019). El proceso incluyd el recorte de calidad de las lecturas, la
eliminacion de réplicas y el filtrado de quimeras. La tabla de caracteristicas resultante se
filtré ain mas, descartando los ASVs con menos de 10 secuencias. Los ASVs se asignaron a
categorias taxondmicas utilizando NCBI BLASTn v 2.2.23 (Johnson y col., 2008) frente a la
base de datos ampliada del microbioma oral humano (eHOMD) (Escapa y col, 2018),
utilizando un umbral de identidad de 297% para asignar un ASV a una categoria taxondmica.

Se descartaron los taxones raros (<100 recuentos en todas las muestras).

Métricas de diversidad alfa.

La riqueza (taxones observados), el indice de Shannon y el indice de Simpson, se calcularon

utilizando PAST v4.07b (Hammer y col., 2001).

Andlisis de los datos.

Célculo del Tamaio Muestral.

El numero de pacientes se ha determinado, mediante la muestra aproximada utilizada en

estudios similares que utilizaron la misma técnica de secuenciacion (Griffen y col., 2012;
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Zhuang y col., 2014; Jorth y col., 2014, Szafranski y col., 2015; Kirst y col., 2015; Dabdoub y
col., 2016; Chen y col., 2018). El muestreo de pacientes corresponde entonces a una
muestra no probabilistica, y especificamente a una muestra de criterio o medio especial

(muestreo por conveniencia).

Analisis Estadistico.

Las variables clinicas se compararon mediante la prueba ANOVA, para datos paramétricos,
o la prueba de Kruskal-Wallis con pruebas post hoc de Dunn-Bonferroni, para datos no
paramétricos.

La comparacion estadistica de los estimadores de diversidad entre los grupos de muestra
analizados (salud periodontal/gingivitis, estadios I-l y estadios IlI-IV) se realizé mediante la
prueba estadisticas no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Para identificar posibles diferencias en taxones especificos entre grupos y diferencias entre
grupos y paises (Colombia y Espafia), se realizé la prueba t de Welch utilizando el software
STAMP v 2.1.3 (Parks y col., 2014). Las diferencias significativas se visualizaron mediante un

diagrama de barras de error extendido. El nivel de significancia se establecié en 0,05.
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Estudio #1:
CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA CULTIVABLE SUBGINGIVAL EN
PACIENTES CON DIFERENTES ESTADIOS DE PERIODONTITIS EN
ESPANA'Y COLOMBIA. UN ESTUDIO TRANSVERSAL

Poblacién de estudio.

Inicialmente se reclutaron un total de 199 pacientes, pero se excluyeron cuatro pacientes
en Espafa y 25 en Colombia. Los motivos de exclusion en Espafia fueron la edad o
problemas técnicos, y en Colombia, presentar enfermedades sistémicas, la edad y haber
tomado antibidticos en los ultimos tres meses. La muestra final estuvo formada por 167
pacientes (Espafia n=90y Colombia n=77): 30y 18, respectivamente, con salud periodontal
y gingivitis; 30 y 23, respectivamente, con periodontitis en estadios I-1l; y 30 y 36,
respectivamente, con periodontitis en estadios IlI-IV. En cada grupo se consideraron tres
rangos de edad: 30-40, 41-50 y 51-60 afios (Tabla 4).

El estatus socioecondmico no se evalud especificamente. Solo se seleccionaron pacientes
de origen espafiol (de etnia espafiola-caucasica) y solo pacientes de origen colombiano (de
etnia mestiza de Colombia). Solo dos pacientes (en Espaifa) habian recibido tratamiento
periodontal en el pasado (instrumentacion subgingival), sin cuidados periodontales de

mantenimiento durante al menos 3 anos.
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Tabla 4. Sujetos seleccionados ( n, numero de pacientes) segun pais, grupo de estado periodontal y edad.

Estado Periodontal Edad Espaiia (n) Colombia (n)

Sujetos seleccionados por pais 90 77
Salud y Gingivitis 30 18
3:’:;::::'::::;::::’; 5°;a‘§;""’° Periodontitis I-II 30 23
Periodontitis II-IV 30 36
30-40 10 7
Salud y Gingivitis 41-50 10
51-60 10 6
Sujetos seleccionados por grupo 30-40 10 1
de estado periodontal, edad y Periodontitis I-1I 41-50 10
pais 51-60 10 6
30-40 10 11
Periodontitis IlI-IV 41-50 10 16
51-60 10 9

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en edad (p=0,170), género
(p=0,409) y habito tabaquico (p=0,064), entre los grupos segun su estado periodontal (Tabla
5). Al comparar sujetos de los distintos paises, no se detectaron diferencias significativas en
la edad (p=0,242), ni en el género (p=0,972), pero si se evidencid un porcentaje
significativamente menor de fumadores en los pacientes colombianos (9,1%), en
comparacion con los pacientes espafioles (26,7 %) (p=0,004). Al comparar el impacto tanto
del estado periodontal como del pais, no se observaron diferencias significativas para la
edad y el género, mientras que un porcentaje mas alto estadisticamente significativo de
fumadores, en sujetos espafioles versus colombianos, se observd en periodontitis en
estadios I-11 (30,0% versus 4,3% , respectivamente) (p=0,031) y en periodontitis en estadios
-1V (40,0% versus 11,1%, respectivamente) (p=0,006), en comparacién con pacientes

colombianos para los mismos grupos de estado periodontal.
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Tabla 5. Descripcién de las caracteristicas de la poblacidn de la muestra (variables demograficas y tabaquismo) y

comparaciones segun estado periodontal y pais.

Edad?® Género® Hébito de fumar®
No
Primera Segunda P Femenino Masculino P Fumadores P
Comparacién n Media (DE) n n n  fumadores n
comparaciéon comparacién valor % % valor % valor
%
Grupo de Salud y Gingivitis 48 45,13 (9,71) 26 54,2 22 45,8 43 89,6 5 10,4
estado Periodontitis |-l 53 43,72(8,77) 0,170 30 56,6 23 43,4 0,409 43 81,1 10 18,9 0,064
periodontal Periodontitis I1I-IV 66 45,32 (8,00) 31 47,0 35 53,0 50 75,8 16 24,2
Salud y Gingivitis Espafia 30 44,97 (8,28) 16 53,3 14 46,7 27 90,0 3 10,0
Colombia 18  45,39(11,99) 10 55,6 8 44,4 16 88,9 2 11,1
Estado
Periodontitis |-l Espafia 30 45,17 (8,04) 16 53,3 14 46,7 21 70,0 9 30,0 0,045, Periodontitis |-l (Colombia)
periodontal 0,588 1,000
Colombia 23 41,83(9,49) 14 60,9 9 39,1 22 95,7 1 43 versus Periodontitis I1I-IV (Espafia)
por pais
Periodontitis IlI-IV Espafa 30 46,33 (8,25) 15 50,0 15 50,0 18 60,0 12 40,0
Colombia 36 44,47 (7,81) 16 44,4 20 55,6 32 88,9 4 11,1

DE, desviacion estandar; n, nimero de pacientes. ?, test de ANOVA de una sola via.

Bonferroni.

Variables de resultado cltnico.

b, test de Chi cuadrado test con correccién de

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estado

periodontal, tanto para la media de CAL, BoP y PD, como para la proporcion de bolsas en

las categorias 1-3mm y 4-5mm (p<0,001). Para la proporcidn de bolsas profundas (26mm),

solo se detectaron diferencias significativas al comparar salud-gingivitis con periodontitis I-

Il (p<0,001) y periodontitis I-Il con periodontitis lll-IV (p<0,001). Pll solo presento diferencias

estadisticamente significativas al comparar salud-gingivitis con periodontitis I-Il y con

periodontitis lll-IV (p<0,001) (Tabla 6). La distribucidn de grados de periodontitis no mostré

ninguna diferencia entre grados o entre paises (Tabla S1).
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Tabla 6. Comparacidn de parametros clinicos entre paises (primera comparacién) y entre grupos de estado periodontal

(segunda comparacion).

Segunda Comparacién

Salud y Gingivitis® Periodontitis I-1I° Periodontitis IlI-IV*
(entre Estados periodontales®)
Primera P P P P
n Media (DE) n Media (DE) n Media (DE)

comparacién valor valor valor valor

Espafia 30 2,26 (0,31) 30 2,90 (0,39) 30 4,04 (0,76)
PD (mm) 0,359 0,037 0,069 <0.001

Colombia 18 2,17 (0,27) 23 3,19 (0,57) 36 3,72 (0,65)

Espafa 30 98,37 (3,14) 30  77,38(14,17) 30 43,08(21,77)
PD 1-3 mm (%) 0,148 0,073 0,083 <0.001

Colombia 18 94,83 (12,62) 23 68,42(21,38) 36 50,19 (9,73)

Espafa 30 1,60 (3,12) 30 20,78 (12,71) 30 38,04 (14,06)
PD 4-5 mm (%) 0,145 0,110 0,170 <0.001

Colombia 18 5,16 (12,62) 23 24,07 (17,07) 36 33,41 (13,00)

Espafia 30 0,01 (0,10) 30 1,82 (2,06) 30 18,86 (14,52) <0,001, Salud y Gingivitis versus Periodontitis IlI-IV
PD 2 6 mm (%) 0,445 0,174 0,424

Colombia 18 0 23 3,19 (4,91) 36 16,36 (10,66) <0,001, Periodontitis I-Il versus Periodontitis I1I-IV

Espafia 30 0,33 (0,24) 30 3,07 (0,39) 30 4,78 (0,85)
CAL (mm) 0,521 0,660 0,237 <0.001

Colombia 18 0,28 (0,26) 23 3,16 (0,96) 36 4,52 (0,93)

Espafia 30 15,53 (15,01) 30 32,71(17,01) 30 63,87 (26,33)
BoP (%) 0,251 <0,001 0,024 <0.001

Colombia 18 10,94 (9,45) 23 68,82 (38,93) 36 79,69 (28,65)

Espafia 30 50,97 (25,07) 30 62,69 (25,59) 30 76,00 (24,20) <0,001, Saludy Gingivitis versus Periodontitis |-l
PlI (%) <0,001 0,736 0,465

Colombia 18 22,77 (13,78) 23 65,86 (38,77) 36 70,27 (36,49) <0,001, Saludy Gingivitis versus Periodontitis lll-IV

Profundidad de bolsa (PD); nivel de insercidn clinica (CAL); sangrado al sondaje (BoP); indice de placa (Pll). DE, desviacidn estandar;
n, nimero de pacientes.

Tabla S1. Distribucién de grados de periodontitis por pais.

Segunda comparacién

Espafia Colombia
(entre paises?)
Primera P p
n % n %

comparacién valor valor

A 8 13,3 7 11,9
Grado B 24 40,0 26 44,1 1,000 1,000

C 28 46,7 26 44,1

n, nimero de pacientes; %, porcentaje. ?, test de Chi-cuadrado con correccidn de Bonferroni.

Grados de periodontitis:
La estimacion indirecta se realizé utilizando la pérdida dsea en funcion de la edad en el diente o la presentacidn del caso mas afectado
(pérdida dsea radiografica (RBL) expresada como porcentaje de la longitud de la raiz dividida por la edad del sujeto, RBL / edad):
- Periodontitis en grado A. Porcentaje de RBL/edad <0,25, grandes depdsitos de biopelicula con bajos niveles de destruccion,
no fumador.
- Periodontitis en grado B. Porcentaje de RBL/edad 0,25 a 1,0, destruccion proporcional a los depdsitos de biopelicula, fumador
<10 cigarrillos / dia.
- Periodontitis en grado C. Porcentaje de RBL/edad >1,0, la destruccidn excede la expectativa dados los depdsitos de biopelicula,
fumador 210 cigarrillos / dia.
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Al evaluar el estado periodontal y el pais, se observaron medias mayores estadisticamente
significativas en PD (p=0,037) y BoP (p<0,001), en sujetos colombianos en el grupo de
periodontitis en estadios I-ll, y también se observaron valores mayores de BoP
estadisticamente significativos de periodontitis en estadios IlI-IV (p=0,024). Por el contrario,
en Espafia se observé un mayor Pll (p<0,001) en el grupo de salud/gingivitis (Tabla 6). Se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estado
periodontal, tanto para la media de CAL, BoP y PD, como para la proporcion de bolsas en
las categorias 1-3 mm y 4-5 mm (p<0,001). Para la proporcion de bolsas profundas (26mm)
solo se detectaron diferencias significativas al comparar salud/gingivitis con periodontitis I-
Il (p<0,001), y periodontitis I-1l con periodontitis Ill-IV (p<0,001). PIl solo presentd
diferencias estadisticamente significativas al comparar salud/gingivitis con periodontitis I-II
y con periodontitis IlI-1V (p<0,001) (Tabla 6).

Las caracteristicas clinicas de las localizaciones muestreadas fueron similares para todos los
estados periodontales y para ambos paises, excepto PIl, que mostréd niveles
significativamente mas altos en el grupo salud/gingivitis en Espafia que en Colombia

(p<0,001) (Tabla S2).

Tabla S2. Caracteristicas clinicas de las localizaciones seleccionadas para toma de muestras subgingival.

Salud y Gingivitis Periodontitis I-11 Periodontitis lll-IV
P P P
n Media (DE) n Media (DE) n Media (DE)
valor* valor* valor*
Espafia 30 2,79(0,39) 30 4,43 (0,69) 30 6,10 (1,29)
PD (mm) 0,271 0,203 0,280
Colombia 18 2,66 (0,33) 23 4,71(0,91) 36 5,79 (1,01)
Espafia 30 0 30 4,09 (0,31) 30 6,47 (1,31)
CAL (mm) 1,000 0,411 0,824
Colombia 18 0 23 3,92 (1,05) 36 6,39 (1,52)
Espafia 30 36,66 (40,86) 30 87,50 (21,52) 30 95,00 (13,77)
BoP (%) 0,060 0,111 0,158
Colombia 18 15,27 (29,87) 23 95,65 (12,27) 36 98,61 (5,80)
Espafia 30 55,00 (32,43) 30 80,00 (28,16) 30 93,33 (15,99)
Pl (%) <0,001 0,126 0,070
Colombia 18 9,72(22,91) 23 91,30 (23,36) 36 98,61 (5,80)

Profundidad de bolsa (PD); nivel de insercion clinica (CAL); sangrado al sondaje (BoP); indice de placa (Pll). DE, desviacion estédndar; n,
numero de pacientes.. ?, test de t de Student.
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Microbiota cultivable subgingival-recuentos anaerébicos totales.

Se observaron recuentos anaerébicos totales mas bajos estadisticamente significativos para
el grupo de salud/gingivitis, en comparacién con el grupo de periodontitis en estadios I-Il
(p=0,029) y de la periodontitis en estadios IlI-IV (p=0,010). En general, se observaron
recuentos significativamente mas altos en los pacientes colombianos (p=0,036), junto con
un rango de variabilidad mas bajo. Al comparar el impacto tanto del estado periodontal
como del pais, se observaron recuentos mas altos estadisticamente significativos en

Colombia para el grupo de salud/gingivitis (p=0,001), en comparacion con Espafia (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacién de recuentos anaerdbicos totales (transformada logaritmica) entre grupos de estado

periodontal (primera comparacion) y entre paises (segunda comparacion).

Segunda Comparacién

Salud y Gingivitis® Periodontitis I-1I° Periodontitis 1I-1V*
(entre Estados periodontales®)
Primera P P P P
n Media (DE) n Media (DE) n Media (DE)
comparacién valor valor valor valor
Espafia 30 2,26 (0,31) 30 2,90 (0,39) 30 4,04 (0,76)
PD (mm) 0,359 0,037 0,069 <0.001
Colombia 18 2,17 (0,27) 23 3,19 (0,57) 36 3,72 (0,65)
Espafia 30 98,37 (3,14) 30 77,38(14,17) 30 43,08 (21,77)
PD 1-3 mm (%) 0,148 0,073 0,083 <0.001
Colombia 18 94,83 (12,62) 23 68,42 (21,38) 36 50,19 (9,73)
Espafia 30 1,60 (3,12) 30 20,78 (12,71) 30 38,04 (14,06)
PD 4-5 mm (%) 0,145 0,110 0,170 <0.001
Colombia 18 5,16 (12,62) 23 24,07 (17,07) 36 33,41 (13,00)
Espaiia 30 0,01 (0,10) 30 1,82 (2,06) 30 18,86 (14,52) <0,001, Salud y Gingivitis versus Periodontitis I1I-IV
PD 2 6 mm (%) 0,445 0,174 0,424
Colombia 18 0 23 3,19 (4,91) 36 16,36 (10,66) <0,001, Periodontitis I-1l versus Periodontitis I1I-IV
Espafia 30 0,33 (0,24) 30 3,07 (0,39) 30 4,78 (0,85)
CAL (mm) 0,521 0,660 0,237 <0.001
Colombia 18 0,28 (0,26) 23 3,16 (0,96) 36 4,52 (0,93)
Espafia 30  15,53(15,01) 30 32,71(17,01) 30  63,87(26,33)
BoP (%) 0,251 <0,001 0,024 <0.001
Colombia 18 10,94 (9,45) 23 68,82(38,93) 36 79,69 (28,65)
Espafia 30 50,97 (25,07) 30 62,69 (25,59) 30 76,00(24,20) <0,001, Salud y Gingivitis versus Periodontitis I-II
Pl (%) <0,001 0,736 0,465 B o
Colombia 18 22,77 (13,78) 23 65,86 (38,77) 36 70,27 (36,49) <0,001, Salud y Gingivitis versus Periodontitis IlI-IV

DE, desviacion estandar; n, nimero de pacientes; IC, intervalo de confianza *, grupo de salud y gingivitis versus grupo de periodontitis I-
IIl. T, grupo de periodontitis I-1l versus grupo de periodontitis IlI-IV. ¥, grupo de salud y gingivitis versus grupo de periodontitis Ill-IV. §,
Espafia versus Colombia. ?, test de ANOVA de una sola via.

Patégenos de la microbiota-periodontal cultivables subgingivales.

En general, las especies bacterianas detectadas con mayor frecuencia fueron P. gingivalis,

Tannerella forsythia, Parvimonas micra, Capnocytophaga spp. y Actinomyces odontolyticus.
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Estas especies patdgenas, junto con Fusobacterium nucleatum, también estuvieron
presentes en recuentos y proporciones relativamente altas. No se detectd A.
actinomycetemcomitans en ninguna de las muestras estudiadas.

Se observaron recuentos, proporciones y frecuencia de deteccion estadisticamente
significativos mas altos de P. gingivalis para periodontitis en estadios I-Il en comparacion
con salud/gingivitis (p<0,05). Lo contrario sucedid para Eikenella corrodens, con valores y
frecuencia de deteccidon mds bajos en periodontitis estadios IlI-IV, cuando se compard con
salud/gingivitis (p<0,05). Ademas, P. micra mostré recuentos (p=0,006), proporciones
(p=0,009) y frecuencia de deteccidn (p=0,009) estadisticamente significativos mds bajos, en
periodontitis estadios IlI-1V, en comparacidn con salud/gingivitis (Tabla 8).

Al comparar paises, se observaron recuentos, proporciones y frecuencia de detecciéon mas
altos estadisticamente significativos de P. gingivalis y Campylobacter rectus en Espafia
(p<0,001). Por el contrario, las muestras de pacientes colombianos mostraron recuentos,
proporciones y frecuencia de deteccion significativamente mas altos de T. forsythia, P.
micra, Capnocytophaga spp. y A. odontolyticus (p<0,001), y recuentos y proporciones
significativamente mas altos de Prevotella intermedia y F. nucleatum (p<0,05) (Tabla 8). Al
evaluar el impacto tanto del estado periodontal como del pais, para la periodontitis en
estadios I-Il (Tabla S3), los recuentos y proporciones de F.nucleatum, y las proporciones y
frecuencia de deteccion de P. micra, Capnocytophaga spp. y A. odontolyticus fueron
significativamente mayores en los pacientes colombianos, en comparacién con los
pacientes espafioles, quienes mostraron una mayor frecuencia de deteccion de P. gingivalis
(p<0,001) y P. intermedia (p=0,014), y mayores recuentos, proporciones y deteccién
frecuencias de E. corrodens (p<0,05). Para periodontitis en estadios IlI-IV (Tabla S4), los
recuentos, proporciones y frecuencia de deteccién de Capnocytophaga spp. y A.
odontolyticus fueron mayores en Colombia, en contraste con una mayor frecuencia de
deteccidn de P. gingivalis (p<0,05) en Espaiia. En el grupo de salud/gingivitis (Tabla S5), se
observaron recuentos, proporciones y frecuencia de deteccidn significativamente mas altos
en Colombia de P. intermedia , T. forsythia, P. micra, Capnocytophaga spp. y de A.

odontolyticus, ademas de recuentos mas altos de F .nucleatum (p<0,05).
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Tabla 8. Media y desviacion estandar (DE) y mediana y rango intercuartilico (RI) de recuentos (logaritmico
transformado), proporciones y frecuencias de deteccidn de especies bacterianas diana segun estado periodontal y pais.

Los recuentos y proporciones se calcularon considerando todas las muestras.

Conteos® Proporciones® Frequencia®
Estado periodontal
Pais I3 I3
(grupo) n Media (DE)  Mediana (RI) n Media (DE)  Mediana (RI) n (%)
valor valor valor
P. gingivalis salud y Gingivitis 48 2,34 (2,66) 000(548)  0,014* 48  588(12,22) 0,00 (6,75) 0,007* 22(458)  0,006*
Periodontitis -1 53 4,15 (2,51) 500(3,77) 1,000t 53 1457(20,67)  3,72(1850) 0,512t 40(755) 0123+
Periodontitis IIl-IV 66 3,38 (2,97) 500(607) 0062t 66  1028(1508)  327(1729)  0,195% 38(57,6)  0,645¢
Espafia EY 4,34(2,33) 5,12 (1,95) 9  1328(1752)  5:83(18,16) 72(80,0)
<0,001§ <0,001§ <0,001§
Colombia 77 2,14 (2,88) 0,00 (5,60 77 699(14,93) 0,00 (5,06) 28 (36,4)
P. intermedia salud y Gingivitis 8 3,55 (2,48) 4,15(5,78) 48 5,59 (8,59) 0,92(5,22) 35(729)  0978*
Periodontitis 11 53 3,95 (2,11 4,69 (2,24 0,294 0,90 (5,66 0,497 43 (81,1 1,000t
95 (2,11) 69(224) O, 5 asreas 001569 ’ (RN
Periodontitis IIl-IV 66 4,17 (2,30) 5,00 (1,95) 66 7,15(1024)  233(12,11) 52(788)  1,000¢
Espafia EY 3,56 (2,14) 4,00(2,77) EY 3,16 (6,39) 0,66 (3,33) 70(77,8)
<0,001§ <0,001§ 0,982§
Colombia 77 4,35 (2,41) 5,43 (1,75) 77 935(10,86)  511(13,59) 60(77,9)
. forsythia salud y Gingivitis 48 2,33(2,73) 0,00 (5,58) 48 3,84(7,10) 0,00 (5,31) 21(438) 0939
Periodontitis I-1 53 1,72 (2,45) 0,00 (4,65) 0335 53 0,89 (1,87) 0,00(0,79) 0,160 18(340) 1,000t
Periodontitis IIl-IV 66 1,83 (2,47) 0,00 (4,81) 66 0,87 (1,77) 0,00 (1,02) 24(364)  1,000¢
Espafia EY 1,40 (2,18) 0,00 (4,30) EY 0,57 (1,63) 0,00 (0,65) 27 (30,0)
<0,001§ <0,001§ 0,026§
Colombia 77 2,57 (2,78) 0,00 (5,60) 7 3,09 (5,79) 0,00 (3,70) 36 (46,8)
P. micra salud y Gingivitis 48 1,77(2,57) 000(503)  0503* 48 2,34(6,27) 0,00 (2,41) 0,633* 16(333)  1,000*
Periodontitis -1 53 1,19 (2,23) 000(0,00) 0275t 53 1,57(4,12) 0,00 (0,00) 0271+ 12(226)  0225¢
Periodontitis IIl-IV 66 0,52 (1,55) 000(0,00) 0,006t 66 0,57 (2,54) 0,00 (0,00) 0,009¢ 7(106)  0,009¢
Espafia % 0,42 (1,36) 0,00(0,00) % 0,28(1,59) 0,00(0,00) 8(8,9)
<0,001§ <0,001§ <0,001§
Colombia 77 1,88 (2,61) 0,00 (5,14) 77 2,70 (6,04) 0,00 (3,26) 27(35,1)
F. nucleatum salud y Gingivitis a8 4,48 (1,24) 4,69 (1,13) 0111 48 3,63 (3,37) 2,58 (4,19) 0,951 46(958) 0,822
Periodontitis -1 53 4,52 (1,74) 5,04 (1,08) 53 4,66 (5,53) 2,45 (5,15) 47(887) 1,000t
Periodontitis Il-IV 66 4,54(1,91) 5,00 (1,14) 66 824(13,55) 2,65 (9,20) 58(87,9)  0,564%
Espafia 90 4,16 (1,58) 4,60 (1,04) EY 2,58 (2,90) 1,95(2,97) 81(90,0)
<0,001§ <0,001§ 0,842§
Colombia 77 4,94(1,71) 5,39 (1,19) 77 952(12557) 4,17 (9,06) 70(90,9)
C. rectus salud y Gingivitis a8 0,23 (0,91) 0,00 (0,00) 8 0,18 (0,88) 0,00 (0,00) 3(63) 1,000*
Periodontitis -1 53 0,20 (1,03) 0,00 (0,00) 0876 53 0,53 (3,42) 0,00 (0,00) 0,849 2(38) 1,000t
Periodontitis Il-IV 66 0,20 (0,94) 0,00 (0,00) 66 0,07 (0,37) 0,00 (0,00) 3(45) 1,000
Espafia 90 0,39 (1,28) 0,00 (0,00) EY 0,46 (2,70) 0,00 (0,00) 8(89)
<0,0016 <0,0015 0,0085
Colombia 77 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 7 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) 0(0,0)
E. corrodens salud y Gingivitis a8 1,03 (1,89) 000(225)  0048* 48 0,35 (0,91) 0,00 (0,09) 0,039* 12(250)  0,051*
Periodontitis -1 53 0,37 (1,18) 000(0,00) 1000t 53 0,07 (0,37) 0,00 (0,00) 1,000t 5(9,4) 1,000t
Periodontitis II-IV 66 0,47 (1,53) 000(0,00) 0074t 66 0,45 (1,85) 0,00 (0,00) 0,066¢ 6(9,1) 0,033¢
Espafia 90 0,66 (1,53) 0,00 (0,00) EY 0,19(0,75) 0,00 (0,00) 15(16,7)
03435 0,355§ 0,241§
Colombia 77 0,53 (1,60) 0,00 (0,00) 7 0,43 (1,70) 0,00 (0,00) 8(10,4)
Capnocytophaga spp. salud y Gingivitis a8 2,36 (2,74) 0,00 (5,43) 8 3,30(6,31) 0,00 (4,24) 21(438) 1,000
Periodontitis -1 53 2,55(2,77) 0,00 (5,30) 0727 53 494(11,23) 0,00 (4,47) 0,889 25(472) 1,000t
Periodontitis Il-IV 66 2,31 (2,61) 0,00(5,12) 66 414(1122) 0,00 (3,33) 30(455) 1,004
Espafia 90 0,74 (1,68) 0,00 (0,00) % 0,15 (0,63) 0,00 (0,00) 15(16,7)
<0,001§ <0,0015 <0,0015
Colombia 77 4,34(2,31) 5,30 (1,39) 77 883(1334) 4,17(9,34) 61(79,2)
A. odontolyticus Salud y Gingivitis a8 2,24 (2,94) 0,00(5,71) 48 695(10,96) 0,00 (12,56) 18(37,5)  1,000%
Periodontitis -1 53 2,14 (2,81) 0,00(5,37) 0374 53 5,82(9,97) 0,00 (10,62) 0,278 20(37,7) 0399+
Periodontitis II-IV 66 2,14 (2,81) 4,15 (5,63) 66  1048(1767)  0,65(16,12) 34(515) 0414t
Espafia 90 0,00 (0,00) 0,00 (0,00) EY 0,00(0,00) 0,00 (0,00) 0(0,00)
<0,0016 <0,0015 <0,001§
Colombia 77 5,35 (1,59) 5,69 (1,24) 77 17,33(1595)  13,87(2047) 72(93,5)

n, numero de pacientes; n (%), nUmero y porcentaje de muestras positivas. *, grupo de salud y gingivitis versus grupo de
periodontitis I-1I; T, grupo de periodontitis I-1l versus grupo de periodontitis llI-1V; ¥, grupo de salud y gingivitis versus grupo
de periodontitis llI-1V; §, Espafia versus Colombia. a, test de Kruskal-Wallis y test de Mann-Whitney. b, Chi-cuadrado con
correccién de Bonferroni.
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Tabla S3. Media y desviacion estandar (DE) y mediana y rango intercuartilico (RI) de recuentos (logaritmico

transformado), proporciones y frecuencias de deteccidn de especies bacterianas diana segun pais, en pacientes con

periodontitis en estadios I-ll. Los recuentos y proporciones se calcularon considerando todas las muestras.

Periodontitis I-II

Conteos® Proporciones® Frequencia®
Pais P 1]
n Media (DE) Mediana (RI) n Media (DE) Mediana (RI) n (%)
valor valor valor
Porphyromonas gingivalis Espafia 30 5,07 (1,20) 5,05 (0,92) 30 13,89 (18,78) 7,27 (14,33) 29 (96,7)
0,161 0,068 <0,001
Colombia 23 2,95(3,22) 0,00 (6,26) 23 15,45 (23,32) 0,00 (36,00) 11(47,8)
Prevotella intermedia Espafia 30 4,15 (1,41) 4,32(1,57) 30 2,32(4,16) 0,82 (2,34) 28(93,3)
0,238 0,189 0,014
Colombia 23 3,70(2,79) 5,30 (5,78) 23 8,43(11,19) 5,06 (12,50) 15 (65,2)
Tannerella forsythia Espafia 30 1,39(2,18) 0,00 (4,30) 30 0,39 (0,79) 0,00 (0,67) 9(30,0)
0,184 0,251 0,487
Colombia 23 2,15(2,76) 0,00 (5,26) 23 1,54 (2,58) 0,00 (2,86) 9(39,1)
Parvimonas micra Espafia 30 0,32(1,22) 0,00 (0,00) 30 0,49 (2,64) 0,00 (0,00) 2(6,7)
0,001 0,002 0,002
Colombia 23 2,32(2,73) 0,00 (5,30) 23 2,96 (5,23) 0,00 (4,69) 10 (43,5)
Fusobacterium nucleatum Espafia 30 4,21(1,75) 4,69 (0,98) 30 2,52(2,86) 1,99 (3,02) 26 (86,7)
0,008 0,004 0,687
Colombia 23 4,94 (1,68) 5,34(1,12) 23 7,46 (6,85) 6,69 (9,70) 21(91,3)
Campylobacter rectus Espafia 30 0,35(1,36) 0,00 (0,00) 30 0,94 (4,54) 0,00 (0,00) 2(6,7)
0,211 0,211 0,499
Colombia 23 0 0 23 0 0 0(0,0)
Eikenella corrodens Espafa 30 0,66 (1,51) 0,00 (0,00) 30 0,14 (0,48) 0,00 (0,00) 5(16,7)
0,042 0,042 0,061
Colombia 23 0 0 23 0 0 0(0,0)
Capnocytophaga spp. Espafa 30 0,78 (1,80) 0,00 (0,00) 30 0,13 (0,36) 0,00 (0,00) 5(16,7)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 23 4,85 (2,02) 5,47 (1,30) 23 11,21 (15,02) 6,12 (11,97) 20 (87,0)
Actinomyces odontolyticus Espafia 30 0 ) 30 ] [1] 0(0,0)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 23 4,94 (2,07) 5,63 (1,34) 23 13,42 (11,32) 13,86 (16,80) 20(87,0)

n, nimero de pacientes; n (%), numero y porcentaje de muestras positivas.

Tabla S4. Media y desviacion estandar (DE) y mediana y rango intercuartilico (RI) de recuentos (logaritmico

transformado), proporciones y frecuencias de deteccidn de especies bacterianas diana segun pais, en pacientes con

periodontitis en estadios IlI-IV. Los recuentos y proporciones se calcularon considerando todas las muestras.

Periodontitis Ill-IV

Conteos’ Proporciones® Frequencia®
Pais P P
n Media (DE) Mediana (RI1) n Media (DE) Mediana (RI) n (%)
valor valor valor
Porphyromonas gingivalis Espafia 30 5,34 (1,94) 5,97 (1,34) 30 18,27 (17,98) 13,72 (25,91) 27(90,0)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 36 1,74 (2,69) 0,00 (5,00) 36 3.63(7,38) 0,00 (3,70) 11(30,6)
Prevotella intermedia Espaiia 30 4,27 (2,09) 5,00 (1,99) 30 5,09 (8,45) 1,65 (3,84) 25(83,3)
0,736 0,263 0,410
Colombia 36 4,09 (2,48) 5,20 (4,83) 36 8,87 (11,36) 3,53 (13,90) 27(75,0)
Tannerella forsythia Espafia 30 2,11(2,48) 0,00 (4,68) 30 0,80 (1,73) 0,00 (0,89) 13(43,3)
0,515 0,638 0,283
Colombia 36 1,60 (2,47) 0,00 (4,94) 36 0,94 (1,81) 0,00 (1,21) 11(30,6)
Parvimonas micra Espafia 30 0,48 (1,48) 0,00 (0,00) 30 0,09 (0,37) 0,00 (0,00) 3(10,0)
0,885 0,772 1,000
Colombia 36 0,56 (1,63) 0,00 (0,00) 36 0,97 (3,39) 0,00 (0,00) 4(11,1)
Fusobacterium nucleatum Espaiia 30 4,25 (1,69) 4,77 (1,00) 30 1,68 (1,63) 0,99 (2,30) 27(90,0)
0,012 <0,001 0,719
Colombia 36 4,79 (2,07) 5,42 (1,29) 36 13,72 (1,47) 8,76 (21,59) 31(86,1)
Campylobacter rectus Espafia 30 0,45 (1,37) 0,00 (0,00) 30 0,17 (0,54) 0,00 (0,00) 3(10,0)
0,054 0,054 0,089
Colombia 36 o [ 36 0 0 0(0,0)
Eikenella corrodens Espafia 30 0,68 (1,79) 0,00 (0,00) 30 0,35(1,18) 0,00 (0,00) 4(13,3)
0,296 0.326 0,399
Colombia 36 0,30(1,27) 0,00 (0,00) 36 0,53 (2,28) 0,00 (0,00) 2(5,6)
Capnocytophaga spp. Espafia 30 1,02 (1,90) 0,00 (0,90) 30 0,10 (0,20) 0,00 (0,05) 7(233)
<0,001 <0,001 0,001
Colombia 36 3,39(2,65) 5,00 (5,42) 36 7,51(14,42) 1,71(8,54) 23(63,9)
Actinomyces odontolyticus Espafia 30 0 0 30 [] 0 0(0,0)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 36 5,31(1,52) 5,60 (1,52) 36 19,23 (20,17) 11,40 (26,99) 34(94,4)

n, nimero de pacientes; n (%), numero y porcentaje de muestras positivas.
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Tabla S5. Media y desviacion estandar (DE) y mediana y rango intercuartilico (RI) de recuentos (logaritmico
transformado), proporciones y frecuencias de deteccidn de especies bacterianas diana segun pais, en pacientes con

periodontitis en salud y gingivitis. Los recuentos y proporciones se calcularon considerando todas las muestras.

Salud y Gingivitis

Conteos® Proporciones® Frequencia®
Country P P P
n Media (DE) Mediana (RI) n Media (DE) Mediana (RI) n (%)
valor valor valor
Porphyromonas gingivalis Espafia 30 2,62 (2,61) 3,29 (5,42) 30 7,67 (14,42) 0,43 (10,28) 16 (53,3)
0,444 0,178 0,178
Colombia 18 1,88 (2,76) 0,00 (5,63) 18 2,90 (6,56) 0,00 (2,28) 6(33,3)
Prevotella intermedia Espafia 30 2,26 (2,24) 2,23 (4,00) 30 2,05 (5,55) 0,03 (0,72) 17 (56,7)
<0,001 <0,001 0.001
Colombia 18 5,68 (0,81) 5,77 (1,18) 18 11,47 (9,64) 7,61(12,89 18(100,0)
Tarnerella forsythia Espafia 30 0,72 (1,65) 0,00 (0,00) 30 0,52(2,12) 0,00 (0,00) 5(16,7)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 18 5,03 (1,92) 5,77 (0,88) 18 9,38 (8,94) 6,75 (12,74) 16 (88,9)
Parvimonas micra Espafia 30 0,45 (1,41) 0,00 (0,00) 30 0,24 (0,79) 0,00 (0,00) 3(10,0)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 18 3,97 (2,59) 5,26 (5,79) 18 5,84 (9,33) 3,35(5,89) 13(72,2)
Fusobacterium nucleatum Espafia 30 4,03 (1,29) 4,25 (1,03) 30 3,54 (3,63) 2,39 (3,40) 28(93,3)
<0,001 0,443 0,521
Colombia 18 5,23 (0,65) 5,25(0,91) 18 3,78 (2,99) 2,73 (5,05) 18 (100)
Campylobacter rectus Espafia 30 0,37 (1,14) 0,00 (0,00) 30 0,29 (1,11) 0,00 (0,00) 3(10,0)
0,171 0,171 0,282
Colombia 18 0 0 18 [ 0 0(0,0)
Eikenella corrodens Espafia 30 0,64 (1,31) 0,00 (0,00) 30 0,08 (0,23) 0,00 (0,00) 6(20,0)
0,134 0,138 0,325
Colombia 18 1,69 (2,49) 0,00 (4,68) 18 0,80 (1,37) 0,00 (1,51) 6(33,3)
Capnocytophaga spp. Espafia 30 0,42 (1,28) 0,00 (0,00) 30 0,23 (1,02) 0,00 (0,00) 3(10,0)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 18 5,59 (0,49) 5,59 (0,78) 18 8,42 (8,00) 5,06 (7,39) 18 (100,0)
Actinomyces odontolyticus Espafia 30 0 0 30 0 0 0(0,00)
<0,001 <0,001 <0,001
Colombia 18 5,97 (0,60) 5,99 (0,95) 18 18,54 (10,23) 21,21 (15,54) 18 (100,0)

n, nimero de pacientes; n (%), nUmero y porcentaje de muestras positivas.

3.5. Impacto del estado periodontal, pals, tabaquismo y edad.

Los resultados de los analisis de regresion logistica binaria se presentan en la Tabla 9 (solo
para especies que muestran un modelo confiable). En toda la cohorte, ajustada por pais,
tabaquismo, estado periodontal y edad, P. gingivalis se asocid significativamente con
sujetos espafioles (OR = 10,48, IC 95% [4,59; 23,89], p<0,001) en periodontitis en estadios
I-11 (OR=8,43, ICdel 95% [2,93; 24,19], p<0,001) y periodontitis en estadios llI-1V (OR = 3,44,
IC del 95% [1,35; 8,78], p=0,010). Esta mayor probabilidad de ser detectada en Espafia se
muestra en el andlisis por estratos de edad, aunque la probabilidad de que se detecte P.
gingivalis en sujetos de 51 a 60 afios es mayor en los grupos de periodontitis que en el grupo
de salud/gingivitis. Por el contrario, P. micra se asocid significativamente con sujetos
colombianos (OR = 8,32, IC del 95% [3,23; 21,45], p<0,001) en salud/gingivitis (OR = 7,68, IC
del 95% [2,53; 23,32], p<0,001) y en periodontitis en estadios I-Il (OR = 3,41; IC del 95%
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[1,15; 10,05], p=0,026). Ademas, la probabilidad de deteccién de P. micra aumentd en el
rango de 30 a 40 afios para los sujetos colombianos (OR = 10,58, IC del 95% [2,33; 48,04],
p=0,002) con salud/gingivitis (OR = 18,10, IC del 95% [2,39; 137,02], p=0,005) y con
periodontitis en estadios I-Il (OR = 7,91, ICdel 95% [1,25; 49,71], p=0,027). Capnocytophaga
spp. también tuvo una mayor probabilidad de ser detectado en Colombia (OR =19,0, IC 95%

[8,72; 41,63], p<0,001), y esta probabilidad se mantuvo en todos los estratos de edad.

Tabla 9. Analisis de regresion logistica escalonada hacia adelante que evaltan la deteccidon de especies bacterianas
seleccionadas considerando pais, tabaquismo, estado periodontal y edad como covariables en una primera comparacién

con toda la cohorte y en una segunda comparacidn estratificada por rangos de edad.

Modelo Ajustado 95% IC
P
Coeficiente OR
Toda la cohorte Estratificacién por afio y rangos valor

P. gingivalis Espafa 2,35 <0,001 10,48 4,59 23,89
Periodontitis I-Il 2,13 <0,001 8,43 2,93 24,19

Periodontitis IlI-IV 1,23 0,010 3,44 1,35 8,78

30-40 afios Espafia 2,02 0,001 7,60 2,34 24,67

41-50 afios Espaia 1,91 0,002 6,80 2,07 22,29

51-60 afios Espafa 2,52 0,003 12,4 2,36 65,45
Periodontitis I-1l 2,69 0,010 14,7 1,90 114,05

Periodontitis IlI-IV 2,08 0,027 8,01 1,26 50,83

P. micra Colombia 2,12 <0,001 8,32 3,23 21,45
Salud y gingivitis 2,03 <0,001 7,68 2,53 23,32

Periodontitis |-l 1,22 0,026 3,41 1,15 10,05

30-40 afios Colombia 2,35 0,002 10,58 2,33 48,04
Salud y gingivitis 2,89 0,005 18,1 2,39 137,02

Periodontitis I-1l 2,06 0,027 7,91 1,25 49,71

C hy .

ProcytophagaseP:  colombia 2,94 <0,001 19,0 8,72 41,63
30-40 afios Colombia 3,44 <0,001 31,2 7,50 130,17

41-50 afios Colombia 2,07 0,001 8,00 2,40 26,56
51-60 afios Colombia 3,66 <0,001 39,0 7,72 195,71

OR, odds ratio; IC, intervalo de confianza.
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Estudio #2:
CARACTERIZACION DEL MICROBIOMA SUBGINGIVAL EN PACIENTES CON
DIFERENTES ESTADIOS DE PERIODONTITIS EN
ESPANA'Y COLOMBIA.

Poblacién de estudio.

La muestra final, en relacion con las muestras analizadas siguiendo el enfoque descrito,
estuvo formada por 60 pacientes (Espafia n = 30 y Colombia n = 30): 10 y 10,
respectivamente, con salud periodontal/gingivitis; 10 y 10, respectivamente, con
periodontitis en estadios I-1l; y 10 y 10, respectivamente, con periodontitis en estadios IlI-

IV. En cada grupo se consideraron dos rangos de edad: 30-40 y de 41-65 afios con una

diferencia maxima de 4 afios, con 5 pacientes para cada rango por pais (Figura 6).

Salud/Gingivitis - 30 -40 41 -65

’ n=10 ns8 -5

MUESTRA FINAL
En total: n = 60

_— Periodontitis estadios I-lI - 30 -40 41 -65

Colombia: n =30 n= 10 ns n=5

Espaiia n=30

Periodontitis estadios IlI-IV - 30 -40 41 -65

n=10 n=5 n=>5

Figura 6. Muestra final y distribucién de pacientes segun estado periodontal y edad.
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En cuando a las variables sociodemograficas, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos segun su estado periodontal, ni entre paises (p<0,05) (Tabla

10).
Tabla 10. Caracteristicas Sociodemograficas por pais y estado periodontal.
Diferencia
ESTADO PERIODONTAL Diferencia entre paises
entre grupos
Salud y Gingivitis Periodontitis I-11 Periodontitis p valor p valor
1n-iv
Pais
Colombia 10 10 10 1 NS
Espafia 10 10 10
Edad [media (DE)]
Colombia 44,7 (12) 40 (9) 42,3(7) 0,99 NS
Espafia 41,1(9,6) 45 (6,9) 43,8 (7,8)
Género
femenino/Masculino [n (%)]
Colombia 7/3 (23/10) 6/4 (20/13) 5/5 (17/17) 1 NS
Espafia 7/3 (23/10) 6/4 (20/13) 5/5 (17/17)

NS= No hay diferencias significativas p>0.05.

Variables de resultado cltnico.

De manera general, y como era esperable, se presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos de estado/condiciones periodontales, para todas las

caracteristicas clinicas (p<0,05), excepto para el indice de placa (PIl) que fue similar en

ambos grupos de periodontitis (p=0,52) (Tabla 3). Entre ambas poblaciones se evidenciaron

diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas clinicas, observandose una media

mayor en el Pll en Colombia para el grupo de estadios I-Il al compararlo con salud/gingivitis

(p=0,02), y en el sangrado al sondaje (BoP) en Espafia para el grupo de estadios llI-IV al

compararlo igualmente con el grupo de salud/gingivitis (p=0,05) (Tabla 11).
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Tabla 11. Caracteristicas Clinicas por pais y estado periodontal.

ESTADO PERIODONTAL Diferencia Diferencia
entre grupos entre paises
Salud y Gingivitis Periodontitis Periodontitis
p valor p valor
I-Nl 1-v

indice de Placa Pl

Median IQR

Colombia 19 (12-33) 98 (25-100) 66 (60-100) ¥0,010

Espafia 53 (13-38) 78(4-85) 79 (48-100) 20,030 20,02
50,005 NS
0,520 °NS

Sangrado al sondaje BoP

Median IQR

Colombia 8 (4-13) 100 (46-100) 66 (1-60) ¥0,0001

Espafia 16 (2-27) 45(19-55) 79 (1-48) 20,0007 aNS
50,0001 b0,05
€0,0291 ‘NS

Profundidad de la Bolsa PD

Colombia 2,35 (2,13-2,65) 3,22 (2,9-4) 3,83 (3,4-4,7) ¥0,0001

Espafia 2,32(2,1-2,6) 3,21 (2,71-3,46) 3,74 (3,4-4,3) 20,0001 aNS
50,0001 5NS
€0,0018 ‘NS

Nivel de Insercién Clinico CAL

Colombia 2,40 (2,1-2,7) 2,6 (2,5-3,86) 4,19(3,3-4,8) ¥0,0001

Espafia 2,3(2,1-2,6) 3,4 (3,1-3,6) 4,29 (3,8-5,3) 20,0001 aNS
50,0001 5NS
€0,0004 ‘NS

¥ Diferencia entre los estadios. a = Diferencias entre salud/gingivitis y periodontitis estadio I-Il. b = Diferencias entre salud/gingivitis y
periodontitis estadio IlI-1V. ¢ = Diferencias entre periodontitis estadio |-l y periodontitis estadio Ill-IV. NS= No hay diferencias significativas

p>0.05.

Composicién Taxonémica del Microbioma subgingival de Espaia y Colombia.

Se realizaron 85,864 lecturas procesadas, y se ajustaron las ASVs para que fueran asignadas

a nivel de especie, obteniendo 93 especies.
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Comparacién de la Composicién Taxondmica del Microbioma subgingival entre Espafia y
Colombia segtin los estados periodontales.
Diversidad alfa.

A pesar de que los resultados de alfa diversidad no fueron estadisticamente significativos
para las comparaciones de estados periodontales en las poblaciones de estudio, se observo
mayor riqueza de especies en general en los pacientes colombianos al compararlos con los
pacientes espafioles. Adicionalmente, la diversidad fue mayor para los grupos de
periodontitis estadios I-Il comparados con los grupos de salud/gingivitis, sobre todo en
Colombia. En los grupos de periodontitis IlI-IV de ambas poblaciones, la diversidad tendio a
disminuir con respecto a los de estadios I-Il (Figuras 7 y 8). Para los grados de periodontitis
los resultados de alfa diversidad tampoco fueron estadisticamente significativos. Aun asi,
en el grado C se observé mayor riqueza de especies y mayor diversidad alfa en Colombia,

en comparacién con Espafia (Tablas 12 y 13).
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Figura 7. Comparaciones de alfa diversidad entre
estados periodontales en Espaiia (especie).

Figura 8. Comparaciones de alfa diversidad entre
estados periodontales en Colombia (especie).

Grado A-Bn=9 Grado A-Bn=9
Espaiia Riqueza Simpson Shannon Colombia Riqueza Simpson Shannon
Grado Cn=11 0,051 0,1 0,1 Grado Cn=11 0,34 0,9 0,67

Tabla 12. Comparaciones de alfa diversidad entre Tabla 13. Comparaciones de alfa diversidad entre
grados en Espafia (especie). grados en Colombia (especie).
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Abundancia Relativa.

Los hallazgos microbioldgicos entre paises mostraron que, para ambas poblaciones y para

todos los grupos de periodontitis, las especies con mayor Abundancia Relativa significativa

fueron en primer lugar Fusobacterium (Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii,

Fusobacterium sp. HMT 203), seguidos (en ese orden) de Filifactor alocis, Taxones sin

asignacion, Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy y Desulfobulbus sp. HMT

041. Streptococcus mitis fue la especie con mayor Abundancia Relativa en los grupos de

salud/gingivitis (Figura 9).
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los grupos de estados periodontales.

Figura 9. Abundancia Relativa de los principales microorganismos identificados en muestras de Espafia y Colombia para todos
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Composicién de especies — Proporcién.

Al comparar periodontitis en estadios I-Il y salud/gingivitis en cada pais, las especies con
mayores proporciones en la periodontitis estadios I-1l de los espafioles (en ese orden de
proporcién) fueron Porphyromonas endodontalis (p=0,013), T. forsythia (p=0,019) (Figura
10), a diferencia de las mayores proporciones en los pacientes colombianos en ese orden
de proporcion) principalmente de Taxones sin asignacion (p=0,038), F. alocis (p<0,001), P.
gingivalis (p<0,001), Peptostreptococcaceae [XI][G-5][Eubacterium] saphenum (p<0,001),
Treponema denticola (p=0,040), Dialister invisus (p<0,001), Lachnospiraceae [G-8]
bacterium HMT 500 (p=0,018), Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacterium HMT 369
(p<0,001), Peptoniphilaceae [G-1] bacterium HMT 113 (p<0,001), Selenomonas sputigen
(p=0,015) y Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium] brachy (p=0,025) (Figura 11). Las
mayores proporciones en los grupos de salud/gingivitis en comparacion con los de
periodontitis en estadios I-Il, en Espafia (en ese orden de proporcién) fueron para Taxones
sin asignacién (p=0,012), Streptococcus intermedius (p=0,031) y Haemophilus
parainfluenzae (p=0,014) (Figura 10), en contraste con las mayores proporciones (en ese
orden de proporcién) de Streptococcus mitis (p=0,025), Haemophilus parainfluenzae
(p=0,048), Streptococcus sanguinis (p=0,022), Granulicatella adiacens (p=0,015), Rothia
dentocariosa  (p=0,014), Corynebacterium matruchotii  (p=0,021), Leptotrichia

hongkongensis (p=0,045), Rothia aeria (p=0,048), Bergeyella sp. (p=0,027), en Colombia

(Figura 11).
I Salud&Gingivitis @ Periodontitis_I-Il 95% confidence intervals
I
I
Sin asignacion F | . 0.012
I
Porphyromonas endodontalis h —_—O— ! 0.013
‘ s
| &
Tannerella forsythia h ——i| 0.019 §
! g
: &
Streptococcus intermedius F ‘b—0—1 0.031 ;g
g
I a
Haemophilus parainfluenzae F —o— 0.045
I
I
Veillonellaceae [G-1] bacterium HMT 132 i 9 0.048
I
I
0.0 191 -5 0 5 10 15 20 25 30

Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

Figura 10. Comparaciones de composicidn de especies en Espafia entre salud/gingivitis y periodontitis I-I1.
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Figura 11. Comparaciones de composicion de especies en Colombia entre salud/gingivitis y periodontitis I-I1.
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Para los grupos de periodontitis Ill-IV en comparacion con los de salud/gingivitis, ambas
poblaciones evidenciaron mayores proporciones de Filifactor alocis (Espafia (p=0,022);
Colombia (p<0,001) y de Desulfobulbus sp. HMT 041 (Espafia (p=0,027); Colombia (p<0,001)
para periodontitis IlI-IV. También se observaron mayores proporciones para los grupos de
periodontitis IlI-IV en comparacion con los grupos de sanos/gingivitis en Espafia (en ese
orden de proporcién) de Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy (p<0,001),
T. forsythia (p=0,041), Bacteroidales [G-2] bacterium HMT 274 (p=0,049),
Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacterium HMT 369 (p<0,001), Peptostreptococcaceae
[XI][G-5][Eubacterium] saphenum (p=0,018), Mogibacterium timidum (p<0,001) (Figura 12),
en contraste con las mayores proporciones en Colombia (en ese orden de proporcion) de
Taxones sin asignacion (p=0,047), P. gingivalis (p=0,024), Peptostreptococcaceae [XI][G-
5][Eubacterium] saphenum (p=0,022), Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacterium HMT 369
(p<0,001), Treponema denticola (p=0,028), Lachnospiraceae [G-8] bacterium HMT 500
(p<0,001), Fretibacterium sp. HMT 361 (p=0,016), Peptostreptococcaceae [XI][G-
9][Eubacterium] brachy (p=0,023), Dialister invisus (p<0,001), Peptostreptococcaceae
[XI][G-6][Eubacterium] nodatum (p=0,015) (Figura 13).

Las mayores proporciones para los grupos de salud/gingivitis en comparacién con los
grupos de periodontitis estadios IlI-IV, estuvieron dominadas en ambos paises entre otras
por Corynebacterium matruchotii (Espafia (p<0,001); Colombia (p=0,013)), y ademas por (en
ese orden de proporcion) Taxones sin asignacion (p<0,001), Haemophilus parainfluenzae
(p<0,001), Escherichia coli (p<0,001) en Espafia (Figura 12), a diferencia de las mayores
proporciones en Colombia (en ese orden de proporcién) de Streptococcus mitis (p=0,037),
Streptococcus sanguinis (p=0,043), Granulicatella adiacens (p=0,014), Leptotrichia

hongkongensis (p<0,001) y Bergeyella sp. (p=0,033) (Figura 13).
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Figura 12. Comparaciones de composicion de especies en Espafia entre salud/gingivitis y periodontitis IlI-IV.
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Figura 13. Comparaciones de composicidn de especies en Colombia entre salud/gingivitis y periodontitis IlI-1V.
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Al comparar los grupos de periodontitis I-1l y de periodontitis Ill-IV en cada pais, en Espaia
se evidenciaron mayores proporciones de especies en los grupos de periodontitis IlI-1V, en
comparacion con Colombia, donde las mayores proporciones estuvieron presentes en el
grupo de periodontitis estadios I-1l. Entre estas especies en Espafia estuvieron (en ese orden
de proporcidn) Peptostreptococcaceae  [XI][G-9][Eubacterium]_brachy (p=0,011),
Desulfobulbus sp. HMT 041 (p=0,041), Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacterium HMT 369
(p<0,001) (Figura 17). Solo Prevotella nigrescens (p=0,041) mostré mayores proporciones
en las periodontitis estadios I-Il de los espafoles (Figura 14). Las mayores proporciones de
especies en Colombia para los grupos de periodontitis estadios I-1l en comparacién con los
de estadios llI-IV fueron (en ese orden de proporcidn) para Leptotrichia sp. HMT 417

(p=0,030) y para Campylobacter gracilis (p=0,045) (Figura 15).
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Figura 14. Comparaciones de composicidn de especies en Espafia entre periodontitis |-l y periodontitis I1-1V.
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Figura 15. Comparaciones de composicidn de especies en Colombia entre periodontitis |-l y periodontitis 1lI-IV.
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Se tuvieron en cuenta dos grupos de grados de periodontitis: Grados A-B (n=18) y Grado C
(n=22). Veinte muestras no aplicaron en esta clasificacion (debido a que correspondian a
los grupos de sanos/gingivitis). Ambos paises mostraron una mayor proporcion de especies
para el grado C al compararlo con los grados A y B, pero con una proporcién
significativamente mayor de Desulfobulbus sp. HMT 041 (p<0,001), Peptostreptococcaceae
[XI][G-9][Eubacterium]_brachy (p=0,019) en Espafia, en contraste con Filifactor alocis
(p<0,001) en Colombia (Figuras 16y 17).

I Tipo_A-B I Tipo_C 95% confidence intervals
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Figura 16. Comparaciones de composicidn de especies en Espafia entre los grados A-By el grado C.
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Figura 17. Comparaciones de composicidn de especies en Colombia entre los grados A-B y el grado C.
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Los dos analisis realizados sobre un estudio de corte transversal, llevados a cabo en la
presente tesis, mostraron diferencias en el microbioma subgingival entre ambas
poblaciones, y para todos los estados periodontales. Con el uso del cultivo se evidenciaron
recuentos y niveles mas altos de P. gingivalis en periodontitis, en comparacidon con niveles
mds altos de E. corrodens y P. micra en salud/gingivitis. En adicién, se observaron menores
diferencias al comparar los estadios de la periodontitis. En cuanto a los paises, Colombia
presentd recuentos totales mas altos y una mayor variabilidad bacteriana en comparacién
con Espaia. Utilizando técnicas de secuenciacién del gen ARNr 16S, a pesar de que los
resultados no fueron significativos, la riqueza y la diversidad de especies fue ligeramente
mayor en Colombia en comparacidn con Espafia. Ademas, se observé mayor abundancia
relativa de Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii, Fusobacterium sp. HMT 203,
Filifactor  alocis, Taxones  sin asignacion, Peptostreptococcaceae  [XI][G-
9][Eubacterium]_brachyy Desulfobulbus sp. HMT 041 en periodontitis, en comparacién con
la mayor abundancia relativa de Streptococcus mitis en salud/gingivitis. Las especies no
cultivables o dificilmente cultivables dominaron el microbioma periodontal de las
poblaciones, y discriminaron entre los estadios y grados de periodontitis para ambos paises,
con mayores proporciones de especies para los estadios mas avanzados en Espafia y en los

estadios menos avanzados en Colombia.

ESTUDIO #x:

Este estudio revelé diferencias en la microbiota subgingival entre pacientes con
periodontitis (recuentos y niveles mas altos de P. gingivalis) y sujetos sanos/gingivitis
(niveles mas altos de E. corrodensy P. micra), mientras que se observaron diferencias
menores al comparar los distintos estadios de la periodontitis. Por el contrario, se
detectaron diferencias relevantes al comparar sujetos de diferentes paises, siendo los
pacientes colombianos los que presentaban recuentos totales mas altos y una mayor

variabilidad bacteriana que los pacientes espafioles.
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A pesar de las diferencias en términos de tabaquismo, también reportadas en estudios
previos (Herrera y col., 2008), las poblaciones estudiadas fueron comparables. A pesar de
esto, no se puede descartar el impacto del tabaquismo en los resultados microbioldgicos
del presente estudio, ya que el impacto del tabaquismo en la periodontitis ha sido
claramente establecido (Eke y col., 2016), y también puede influir en la composicion de la
microbiota subgingival (van Winkelhoff y col., 2002 a).

Las poblaciones seleccionadas también fueron comparables, ya que fueron similares en
términos de porcentaje de bolsas periodontales y otras variables clinicas. Todos los
pardmetros mostraron, como se esperaba, diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos de estado periodontal. Sin embargo, en Colombia se evidenciaron niveles mas
altos de BoP, especificamente en periodontitis en estadios I-ll y llI-IV, y mayor PD en
periodontitis en estadios I-1l. Por el contrario, los niveles de placa fueron mas altos en
Espafia en el grupo de salud/gingivitis. Como en estudios anteriores, los pacientes
colombianos tendian a presentar hallazgos clinicos mas graves, con niveles mas bajos de
placa (Herreray col., 2008). Se ha sugerido que, en pacientes colombianos, niveles bajos de
placa en bolsas profundas pueden desencadenar niveles altos de inflamacién (Botero y col.,
2007), que puede estar condicionado por condiciones especificas del estilo de vida en los
paises en desarrollo (Contreras y col., 2015) o por un trasfondo genético especifico en estos
pacientes (Loos y col., 2005).

En general, la microbiota subgingival demostré diferencias entre sujetos con salud/gingivitis
(mayor prevalencia de E. corrodens y P. micra) y periodontitis (mayor prevalencia de P.
gingivalis). Si bien el papel patégeno de P. gingivalis ha sido claramente establecido como
especie bacteriana fuertemente asociada con periodontitis (van Winkelhoff y col., 2002 b),
los hallazgos para E. corrodens y P. micra son inesperados, especialmente para P. micra, que
también se ha considerado como un patdgeno periodontal con una asociacién moderada
con periodontitis (van Winkelhoff y col., 2002 b; Rams y col., 1992; Kremer y col., 2000; van
Daleny col., 1998).

La microbiota subgingival mostro claras diferencias al comparar paises: Colombia, ademas

de presentar recuentos totales superiores a Espafia, también mostré recuentos,
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proporciones y frecuencia de deteccion significativamente mayores de T. forsythia, P. micra,
Capnocytophaga spp., A. odontolyticus y P. intermedia; por el contrario, en Espafia se
encontraron recuentos, proporciones y frecuencia de deteccién significativamente mas
altos de P. gingivalis y C. rectus. Los sujetos colombianos albergaron mayor prevalencia de
P. micra en salud/gingivitis y en periodontitis estadios I-Il, mientras que en Espafia, se
observaron mayores frecuencias de deteccidon de P. gingivalis en periodontitis estadios I-I|
y llI-IV. Al considerar también el rango de edad, P. micra mostrd una asociaciéon mas fuerte
con los pacientes colombianos en los grupos de salud/gingivitis y periodontitis estadios I-II
entre 30 y 40 afios de edad. Estos hallazgos sugieren que la microbiota de los sujetos
colombianos se caracteriza por un mayor recuento bacteriano y una mayor variabilidad,
mientras que se observé un papel relevante de P. gingivalis en la periodontitis en pacientes
espanoles, de acuerdo con estudios previos (Sanz y col., 2000; Herrera y col., 2008). Una
posible hipdtesis puede sugerir que, en sujetos colombianos, las biopeliculas disbidticas
podrian estar asociadas con mayores cantidades y mayor variedad en la microbiota en
edades especificas (Hajishengallis y col., 2014) mientras que en Espafa el impacto de
patdgenos clave podria ser mas relevante (Lamont y col., 2018; Hajishengallis y col., 2020)
independientemente de la edad.

Las diferencias detectadas en la microbiota periodontal entre paises, segin el estado
periodontal, podrian estar relacionadas con la influencia de caracteristicas especificas de
diferentes poblaciones geograficas en la composicién bacteriana (Herrera y col., 2008;
Botero y col., 2007; Sanz y col., 2000; Lafaurie y col., 2007; Mayorga-fayad y col., 2007).
Ademads, la clasificacion de periodontitis de 2018 no incluye diferentes tipos de
periodontitis, sino una Unica entidad multidimensional (Tonetti y col., 2018), que podria
estar asociada con diferentes perfiles microbianos al comparar poblaciones.

El presente estudio ha utilizado técnicas de cultivo para evaluar la microbiota subgingival.
Como se explicé anteriormente, el uso exclusivo de técnicas moleculares podria resultar en
datos incompletos sobre la diversidad microbianay, por lo tanto, es importante tener bases
de datos de cultivos paralelas (Donachie y col., 2007; Teles y col., 2013). Ademas, con la

introduccion de procedimientos de incubacidn y manipulacién anaerdbicos mas
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competentes, el cultivo se reinventa todos los dias (Contreras y col, 2015) y todavia puede
considerarse una herramienta relevante en la caracterizacion de patégenos periodontales
(Tanner, 2015; van Winkelhoff y col.,, 2016; Vartoukian y col., 2016). El cultivo
microbioldgico no esta exento de limitaciones (Teles y col., 2013; Tanner, 2015) pero sigue
siendo el estandar de oro para la identificacién bacteriana y el punto de partida para los
analisis moleculares actuales limitaciones (Teles y col., 2013; Tanner, 2015). Sin embargo,

el cultivo bacteriano no es capaz de identificar algunos segmentos de la microbiota.

ESTUDIO #z2:

El presente estudio basado en un estudio de corte transversal, las especies con mayor
Abundancia Relativa en las poblaciones de estudio fueron (en ese orden) Fusobacterium
nucleatum subsp. vincentii, Fusobacterium sp. HMT 203, Filifactor alocis, Taxones sin
asignacion, Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy y Desulfobulbus sp. HMT
041, para todos los grupos de periodontitis, y Streptococcus mitis para salud/gingivitis. Las
especies no cultivables o dificilmente cultivables, fueron preponderantes al comparar los
estados periodontales y los grados de periodontitis para ambos paises, evidenciando
mayores proporciones de especies para los estadios mds avanzados en Espafia y para los
estadios menos avanzados en Colombia. A pesar de que no se evidenciaron diferencias
significativas, en general, la riqueza de especies fue mayor en Colombia en comparacién
con Espafia, la diversidad alfa fue mayor para los grupos de estadios I-1l, tendiendo a la baja
en los grupos de estadios IlI-IV para ambas poblaciones, y el grado C evidencié una mayor
riqueza de especies y diversidad alfa, sobre todo en Colombia.

Las muestras seleccionadas en el presente estudio fueron comparables ya que presentaron
similitudes en cuanto a caracteristicas sociodemograficas y variables clinicas. La mayoria de
estos parametros clinicos, como se esperaba, mostraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar los grupos de estados periodontales en general. Solo el Pll no
mostré diferencias entre los estadios de la periodontitis. Ademas, en cuanto a las

comparaciones entre paises, en Colombia se evidenciaron niveles levemente mas altos de
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Pll en la periodontitis en estadios llI-1V, y en Espaifa se evidenciaron niveles levemente mas
altos de BoP en la periodontitis en estadios IlI-IV. Segun se ve, las variaciones en el indice
de placa (levemente aumentado en Colombia con respecto a Espafia), no parecieron ser
suficientes para influir en las caracteristicas inflamatorias de ambos paises. Estos resultados
podrian sugerir la hipotesis de que independientemente del Pll, el microbioma patégeno
puede ser capaz de producir una enfermedad mds grave, segun la virulencia de los
microorganismos que lo constituyen, segun la productividad de la comunidad y la estructura
del microbioma, y segun la susceptibilidad del huésped que los alberga (Abusleme y col.,
2013; Abusleme vy col., 2021; Hajishengallis y col., 2020; Curtis y col., 2020), mostrando
incluso una variacion inesperada en las caracteristicas inflamatorias (Abusleme y col., 2013).
En cuanto a la diversidad alfa, a pesar de la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas, la riqueza de especies fue mayor en Colombia en comparacidén con Espaia, la
diversidad alfa estuvo aumentada para los grupos de estadios I-ll, tornandose baja en los
grupos de estadios IlI-IV para ambos paises (siendo levemente mayor en Colombia que en
Espafia), y en el grado C se observé mayor riqueza de especies y diversidad alfa, sobre todo
en Colombia.

Estos hallazgos hacen replantearse la idea, de manera general, de si una mayor diversidad
por si sola puede usarse como un predictor de salud (Kumar, 2021). Posiblemente una
dependencia excesiva de la diversidad como medida de la salud, podria ignorar las
funciones de especie y cdmo estas funciones dictan la naturaleza de las interacciones entre
ellas (Kumar, 2021). Adicionalmente, las sutiles diferencias entre paises, podrian explicarse
segun la hipdtesis de que no siempre la sucesidn ecoldgica primaria sucede con cambios o
diferencias en las abundancias relativas del microbioma en todas las poblaciones,
posiblemente por ciertas presiones ecoldgicas (Abusleme y col., 2013; Kumar, 2021). Esta
se veria reforzada por los resultados dispares obtenidos en la diversidad de taxones en
diferentes estudios en diferentes partes del mundo, donde en algunos se presenta de
manera similar en salud y enfermedad (Galimanas y col., 2014; Zhuang y col., 2014), en
otros se ve aumentada en la enfermedad (Abusleme y col., 2013; Galimanas y col., 2014; Li

y col., 2014; Dabdoub y col., 2016; Tsai y col., 2018; Pérez-Chaparro y col., 2018; Wei y col.,
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2019; Ikeday col., 2020) y en algunos por el contrario se incrementa con la salud periodontal
y/o gingivitis (Jorth y col., 2014; Park y col., 2015; Chen y col., 2018 b; Lenartova y col.,
2021).

Una hipodtesis que podria explicar especificamente el importante hallazgo sobre las
aparentes diferencias en la riqueza de especies entre Colombia y Espafia, seria la influencia
de la pobreza, la capacidad y disponibilidad de servicios sociosanitarios, condiciones y
costumbres, acceso a elementos de higiene, consumo de alimentos (ENSAB 1V, 2014;
Renson y col., 2019) o incluso por antecedentes genéticos en estos pacientes (Loos y col.,
2005; Renson y col., 2019). En especifico en lo referente a la alimentacion, los espafioles, a
pesar de que han occidentalizado en alguna medida su dieta, basan su ingesta de alimentos
en la dieta mediterrdnea, la cual consiste en un elevado aporte de nutrientes con
importantes efectos antioxidantes y antiinflamatorios (Trichopoulou y col., 2014; Gémez
Sanchez y col., 2020), a diferencia de Colombia, donde segun el Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar (ICBF), anualmente cada colombiano basa su dienta en comer 65 kilos de
papa, 42,9 de arroz y 17 de carne (TCAC, 2018). Estos habitos alimenticios poco saludables
en los colombianos, sugeriria el fomento de un habitat apto para una ecologia patégena
enriquecida, que podria ir en detrimento de los tejidos periodontales (Wright y col., 2020).
Para ambas poblaciones la Abundancia Relativa estuvo marcada por la presencia
preponderante de Fusobacterium (Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii,
Fusobacterium sp. HMT 203), Filifactor alocis, Taxones sin  asignacion,
Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy y Desulfobulbus sp. HMT 041 para
todos los grupos de periodontitis, y Streptococcus mitis para salud/gingivitis.

La elevada abundancia relativa de Fusobacterium en ambas poblaciones sugiere una mayor
prevalencia de la primera especie puente gram-negativa que se establecio en biopeliculas
de placa (Abusleme y col., 2021). También es claro que el microbioma patégeno de ambos
paises coexiste con una abundancia relativa significativa de patobiontes conocidos tipicos
de periodontitis (especies de Fusobacterium), junto con nuevos microorganismos que
acompafian al desequilibrio en la ecologia periodontal (Filifactor alocis) (Abusleme y col.,

2021). Por lo tanto, esta disbiosis se caracterizaria por afectacién de patobiontes
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"establecidos" con la coexistencia de otros patobiontes con papel desconocido (Filifactor
alocis), que en conjunto afectarian al desarrollo de la patologia. Se podria incluso hipotetizar
sobre laidea de que, segun el presente estudio, se hacen visibles patobiontes no cultivables
o dificilmente cultivables, que, segin estudios previos, podrian tener mayor importancia en
laincidencia clinica de la enfermedad, que los patobiontes conocidos (Pérez-Chaparroy col.,
2014).

Cuando se compararon los grupos de salud/gingivitis con todos los estadios de la
periodontitis en el presente estudio, en Espafia se observaron mayores proporciones en los
grupos de periodontitis de: Porphyromonas endodontalis (estadios  I-ll),
Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy, Bacteroidales [G-2] bacterium HMT
274, Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacterium HMT 369, Peptostreptococcaceae [XI][G-
5][Eubacterium] saphenum, Mogibacterium timidum (estadios lll-IV) y T. forsythia (estadios
I-11y I1I-1V), a diferencia de Colombia, donde las especies con mayores proporciones para los
estadios de periodontitis fueron: Filifactor alocis, Peptoniphilaceae [G-1] bacterium HMT
113, Selenomonas sputigen (estadios I-ll), Fretibacterium sp. HMT 361,
Peptostreptococcaceae [XI][G-6][Eubacterium] nodatum (estadios llI-IV), Taxones sin
asignacion, P. gingivalis, Peptostreptococcaceae [XI][G-5][Eubacterium] saphenum,
Treponema denticola, Dialister invisus, Lachnospiraceae [G-8] bacterium HMT 500,
Peptostreptococcaceae [XI][G-4] bacterium HMT 369, Peptostreptococcaceae [XI][G-
9][Eubacterium] brachy (estadios I-Il y llI-IV). Ambos paises compartieron mayores
proporciones de Filifactor alocis y de Desulfobulbus sp. HMT 041 en los grupos de
periodontitis 1lI-IV, en comparacién con los grupos de salud/gingivitis. Los grupos de
salud/gingivitis, a diferencia de los de periodontitis, estuvieron liderados por mayores
proporciones en Espafia de: Taxones sin asignacién y de Streptococcus intermedius, en
comparacidon con las mayores proporciones en Colombia para estos grupos de:
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Granulicatella adiacens, Rothia dentocariosa,,
Leptotrichia hongkongensis, Bergeyella sp. y Rothia aeria. Ambas poblaciones solo
compartieron altas proporciones de Corynebacterium matruchotii y Haemophilus

parainfluenzae, en los grupos de salud/gingivitis. Entre los grupos de estadios de la
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periodontitis, los resultados mostraron mayores proporciones de especies para los estadios
mas severos en los pacientes Espafioles de Peptostreptococcaceae [XI][G-
9][Eubacterium]_brachy, Desulfobulbus sp. HMT 041, Peptostreptococcaceae [XI][G-4]
bacterium HMT 369, y para los estadios menos severos para los pacientes Colombianos de
Leptotrichia sp. HMT 417 y Campylobacter gracilis.

Es asi que, segun estos hallazgos y de manera general, los patobiontes mas preponderantes
en el microbioma de ambos paises fueron no cultivables y dificilmente cultivables, entre los
gue principalmente estuvieron Filifactor alocis, Taxones sin  asignacion,
Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium] brachy, Desulfobulbus sp. HMT 041 vy
Peptostreptococcaceae [XI][G-5][Eubacterium] saphenum, los cuales ademas fueron
capaces de discriminar entre los estados periodontales para ambos paises, superando
ampliamente las proporciones de patogenos clave en el desarrollo de la periodontitis.
Estos resultados son consistentes con estudios mundiales llevados a cabo con secuenciacion
y con un disefo similar al presente estudio, donde se reportd que el microbioma subgingival
marcado por taxones nuevos, diferia entre sujetos sin periodontitis y con periodontitis
(Kumary col., 2005; Griffen y col., 2012 Abusleme y col., 2013: Wangy col., 2013; Ge y col.,
2013, Galimanas y col., 2014; Li y col., 2014; Lourencgo y col., 2014; Zhuang y col., 2014;
Duran-Pinedo y col., 2014; Szafranski y col., 2015; Park y col., 2015; Kirst y col., 2015;
Dabdoub y col., 2016; Tsai y col., 2018; Pérez-Chaparro y col., 2018; Chen y col., 2018 a; Shi
y col., 2018; Chen y col., 2018 b, Wei y col., 2019; Cui y col., 2019; Schulz y col., 2019; Lépez
y col., 2020; lkeda y col., 2020; Lenartova y col., 2021; Izawa y col., 2021) y con otros en los
gue se manifestd que el descubrimiento de nuevos patobiontes como Filifactor alocis y
Desulfobulbus sp. HMT 041, asociados a progresiones severas de periodontitis, reafirmaron
su relacién con el biofilm de pacientes periodontalmente enfermos, por encima de los
patdgenos clave conocidos (Abu Fanasy col., 2021). En la Tabla 14 se describen los hallazgos
de los estudios mencionados y en las Figuras 18 y 19, se observa el microbioma comun y

especifico para las poblaciones en salud y en enfermedad, segln los estudios revisados.
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Tabla 14. Estudios donde se ha reportado el microbioma periodontal en sujetos sin periodontitis y con periodontitis,

utilizando métodos de secuenciacion.

Autor Aho Pais Muestra Microbioma Sin Periodontitis Microbioma Con Periodontitis
. . Peptostrept , Filifactor,
Streptococcus , Abiotrophia, eptostreptococcus, Filifactor
15 sanos. . Desulfobulbus y Megasphaera
Estados Gemella, Veillonella, ,
Kumary col. 2005 . 15 con (superaron en nimero a P.
Unidos . . Campylobacter y Capnocytophaga. L .
periodontitis. gingivalis y a otros patégenos
clave).
Spiroquetas, Synergistetes y
Bacteroidetes. Clostridia,
Estados 29 sanos. Negativicutes y Erysipelotrichia
Griffen y col. 2012 . 29 con Proteobacterias. . .g v Ervsip ’
Unidos . - Filifactor se encuentra en gran
periodontitis. S .
proporcion, incluso mas que P.
gingivalis.
3 sanos. , Selenomonas, Prevotella,
. Estados Streptococcus, Actinomyces
Liu y col. 2012 . 2 con . Treponema, Tannerella,
Unidos . - y Granulicatella. .
periodontitis. Haemophilus y Catonella.
Streptococcus oralis,
88 sanos Streptococcus sanguinis, Prevotella, Porphyromonas,
Gey col. Estados ’ Streptococcus gordonii, Treponema, Fusobacterium y
2013 . 88 con . . . .
Unidos . " Rothia dentiocariosa , Phocaeicola.
periodontitis. . . .
Veillonella dispar, Actinomyces
naeslundii y Actinomyces sp.
12 sanos. P. gingivalis, T.forsythia,
Estados . " .
i 2014 . 7 con Corynebacterium matruchotii. T. denticola,
Duran-Pinedo y col. Unidos . . . "
periodontitis. Acinetobacter baumannii.
11 sanos.
. . .. T. thia, Filifactor aloci:
Galimanas y col. 2014 Canada 13 con Corynebacterium matruchotii. forsythia, Filifactor alocis .
. - y Porphyromonas endodontalis.
periodontitis.
25sin
. Estados periodontitis. . Filifactor alocis y
Kirst y col. 2015 Unidos 25 con Proteobacterias. Fretibacterium sp.
periodontitis.
. . . Filifactor alocis,
Actinomyces gerencseriae, A. oris, . .
. . ] Methanobrevibacter oralis,
25 sanos. A. johnsonii, Selenomonas noxia, . e
Estados . ) M. smithii, Methanomassiliicocus
Dabdoub y col. 2016 . 25 con Streptococcus sanguinis, S. oralis, . .
Unidos . - . luminyensis y Methanosphaera
periodontitis. Fusobacterium nucleatum y .
. stadtmaniae.
Veillonella parvula.
Filifactor, Treponema,
. Porph , Tt Ila,
Capnocytophaga, Corynebacterium, orpny romonas annerefia
. Eubacterium,
Estados 21 sanos. Streptococcus, Actinomyces, Peptostreptococcacede
Ch . 2018 . 48 Veillonella, Exiguobacterium, -
eny col. (a) Unidos con ertionella, Zxiguobacterium, Desulfobulbus, Lachnospiraceae,

periodontitis.

Paludibacter, Opitutus, Prevotella,
Actino bacteria y Leptotrichia.

Mogibacterium, Alloprevotella,
Hallella, Phocaeicola, Prevotella,
Johnsonella y Mycoplasma.
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Autor Aho Pais Muestra Microbioma Sin Periodontitis Microbioma Con Periodontitis
Eubacterium (G-5),
10 sanos. Rothia, Actinobacterias y Peptostreptococcaceae (G-1)
Abusleme y col. 2013 Chile 22 con L . ’
periodontitis. Actinomyces. Bactero!detes (G-6), .
Bacteroidetes (G-5) y Sneathia.
Treponema denticola,
Actinobaculum sp., Alloprevotella
Escherichia coli, tannerae, Anaeroglobus
Gemella spp., Granulicatella spp., geminatus, Bacteroidales spp.,
38 sin Haemophilus parainfluenzae, Catonella morbi,
Lourenco y col. 2014 Brasil periodontitis. Kle‘bsiel.la pneumoniae, Dﬁsulfobulbus sp.,Dialister spp.,
59 con Neisseria polysaccharea, Filifactor alocis,
< periodontitis. Pseudomonas spp., Fretibacterium spp.,
g Rothia dentocariosa y Peptostreptococcus stomatis,
E Streptococcus spp. Pseudoramibacter alactolyticus,
< Solobacterium moorei y
2 TM7 spp.
5
Fretibacterium, Eubacterium [XI]
[G-6], Desulfobulbus,
Streptococcus sin clasificar, Peptostreptococcaceae [XI] [G-1],
Corynebacterium matruchotii, [G-3], Bacteroidetes [G-3],
7 sanos. Rothia dentocariosa, Bacteroidaceae [G-1], Filifactor
Pérez-Chaparroy col. | 2018 Brasil 9 con Granulicatella, alocis , Fretibacterium
periodontitis. Corynebacterium durum, fastidiosum , Johnsonella
Cardiobacterium sin clasificar y sp HOT166, Peptostreptococcace
Bergeyella. ae [XIll] [G-1] HOT113,
Porphyromonas endodontalis y
Treponema sp. HOT258
Peptostreptococcaceae Xlll [G-4]
sp., Eubacterium X| [G-6] sp.,
10 sanos. Actinomyces naeslundii, Neisseria, Peptostreptococcaceae XI [G-4]
Szafranski y col. 2015 | Alemania | 9 con Selenomonas, Fusobacterium sp., sp. HOT 369, Peptostreptococcus
periodontitis. | Streptococcus sp. HOT 113, Desulfobulbus sp. HOT
< 41y Eubacterium nodatum HOT
P 694 y Fretibacterium spp.
« 13 sin
- Schulz y col. 2019 | Alemania periodontits. Pro?eobacter{'a, Firmicutes y Filifactor alocis.
13 con Actinobacteria.
periodontitis.
10 sanos. Actinobacteria, Actinomyces y Fusobacterium, Leptotrichia,
Lopez y col. 2020 Espafia 12 con ’ Porphyromonas, Prevotella,

periodontitis.

Rothia.

Tannerella y Treponema.
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periodontitis.

Autor Aho Pais Muestra Microbioma Sin Periodontitis Microbioma Con Periodontitis
CT2 Streptococcus mitis S. oralis,
CT43 Streptococcus gordonii
S. sanguinis, CT6 Veillonella dispar
V. parvula, CT25 Neisseria flava
N. mucosa, CT27 Neisseria
subflava, HMT14 Neisseria oralis,
HMT718 Haemophilus
parainfluenzae, CT23 Haemophilus
haemolyticus, CT24 Haemophilus
Reptiblica 108 sanos. sputorum, CT10 Prevotella Fretibacteria CT12 y HMT 363,
Lenartova y col. 2021 Checa 45 con histicola, CT37 Gemella y Filifactor alocis HMT 539.
periodontitis. morbillorum, CT48 Rothia, CT3
Fusobacterium nucleatum , CT8
Porphyromonas pasteri
P. catoniae , HMT775
Capnocytophaga sputigena,
HMT329 Capnocytophaga
leadbetteri y CT51Capnocytophaga
granulosa, HMT311 Prevotella oris,
CT53 Tannerella sp. y
Campylobacter gracilis HMT623.
6 salud. Prevotella, Porphyromonas y
Wang y col. 2013 China 5 con Actinobacterias, Proteobacteria. Treponema.
periodontitis.
Fusobacterium, Porphyromonas,
12 sanos. Treponema, Filifactor, Eubacteriu
Liy col. 2014 China 25 con Proteobacteria. mTannerella, Hallella , Parvimona
periodontitis. s,
Peptostreptococcus y Catonella.
. Fusobacteria, Espiroquetas. Actinobacterias, Enterobacter,
32 sin . . . . o
‘ periodontitis. Brevibacterium, G‘ra.nullca.tel/a{ Euchter/um, Filifactor,
Zhuang y col. 2014 | Srilanka 32 con Kluyvera, Leptotrichia, Neisseria, Parvimonas
. . Shuttleworthia, Treponema y Serratia y Staphylococcus.
periodontitis. .
Veillonella.
Proteobacteria, Streptococcus,
22 s.ln N Capnocytz?phaga, Leptotrichia y Porphyromonas gingivalis,
periodontitis. Haemophilus. Streptococcus .
< Park y col. 2015 Corea 10 con pseudopneumoniae- Haemophilus Fuso.bacter/.um nucl.e(.Jtum y
b . . . . Fretibacterium fastidiosum.
2 periodontitis. | parainfluenzae y Leptotrichia
hongkongensis.
10 sanos. Lau.t ropia, Parvimonas, Prevotella, Aggregatibacter,
. . Actinomyces, Capnocytophaga,
Tsai y col. 2018 Taiwan 10 con . Porphyromonas, Treponema,
periodontitis. Paludlbac?er, Streptococcus, . Tannerella, Peptostreptococcus.
Haemophilus y Corynebacterium.
20 sanos. Streptococcus, Haemophilus, Porphyromonas, Treponema,
Cheny col. (b) 2018 China 50 con Capnocytophaga, Gemella, Tannerella, Filifactory
periodontitis. Campylobacter y Granulicatella. Aggregatibacter.
Peptostreptococcus, Filifactor,
3 sanos. . . Eubac.t?rilljm_nodatu.m_group,
Shiy col. 2018 China 6 con Rothia y Corynebacterium. Butyrivibrio_2, Klebsiella,

Bulleidia, Lactococcus,
Wolinella y
Acholeplasma.
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Autor Ao Pais Muestra Microbioma Sin Periodontitis Microbioma Con Periodontitis
Veillonella, Treponema, Filifactor,
Fretibacterium,
Los taxones evaluados estuvieron Peptostreptococcaceae_ [XI] [G-
9 sanos. P 6], Peptostreptococcaceae_ [XI]
Wei y col. 2019 China 23 con 5|gn.|f|cat|\{a.mente aument.a’dos en [G-5], Bacteroidetes_ [G-5],
. . periodontitis en comparacion con )
periodontitis. calud. Bacteroidetes_ [G-3],
Peptostreptococcaceae_ [XI] [G-4
], Peptostreptococcaceae_ [XI]
[G-2].
Filifactor
alocis, Desulfobulbus sp.,
Fretibacterium sp., P. gingivalis,
Cuiy col. 15 sanos. Streptococcus spp .y Tannerella forsythia,
2019 China 15 con Pseudomonas aeruginosa. P. endodontalis,
periodontitis. Peptostreptococcaceae spp.,
Parvimonas micra,
Eubacterium nodatum
y Eubacterium saphenum.
10 sanos. Leptotrichia sp., Neisseria subflava, | P. gingivalis, F. alocis, T.
, 10 c.on " Lautropia mirabilis y forsythia, Porphyromonas.
lkeday col. 2020 Japon periodontitis. Rothia dentocariosa. endodontalis, Prevotella.
denticola, y Prevotella tannerae
6 sanos. Corynebacterium, Actinomyces, Dialister, Filifactor,
lzawa y col. 2021 Japoén 27 con Capnocytophaga, Fusobacterium, Fretibacterium y Parvimonas.

periodontitis.

Rothia y Neisseria.
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EUROPA

Capnocytophaga granulosa,
Capnocytophaga leadbetteri,
Capnocytophaga sputigena,
Haemophilus haemolyticus,
Haemophilus sputorum,
Neisseria flava,
Neisseria mucosa,
Neisseria oralls,
Porphyromonas catoniae,
Porphyromonas pasteri,
Prevotella hist
Prevotella oris,
Selenomonas sp.,
Streptococcus mitis,
Tannerella sp.

AMERICA DEL
NORTE

Abiotrophia sp.,
Exiguobacterium sp.,
Leptotrichia sp.,
Opitutus sp.,
Paludibacter sp.,
Prevotella sp.,
Selenomonas noxia,

Actinobacteria s
Actinomyces o
Actinomyces s
Actinomyces gerencseriae,
Actinomyces johnso
Actinomyces naeslundii,
Campylobacter gracil
Campylobacter sp,
Capnocytophaga sp,
Corynebacterium durum,
Corynebacterium matruch:
Corynebacterium sp., Fusobacterium nucleatum,
Gemella morbillorum, Gemella sp., Granulicatella spp.,
Haemophilus parainfluenzae, Haemophilus sp.,
Neisseria sp., Neisseria subflava,
Proteobacteria sp.,
Rothia dentocariosa, Rothia sp.,
Streptococcus gordonii,
Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguinis,
Streptococcus spp.
Veillonella disp:
Veillonella parvula
Veillonella sp.

Kiebsiella pneumoniae,

Neisseria polysaccharea,
Pseudomonas spj

Streptococcus sin clasificar.

LATINOAMERICA

usobacterium sp.,

Brevibacterium sp.,

juyvera sp.,
Lautropia mirabilis,
Lautropia sp.,
Leptotrichia hongkongensis,
Leptotrichia sp.,
Paludibacter sp.,
Parvimonas sp.,
Pseudomonas aeruginoss,
Shuttleworthia sp.,

Streptococcus pseudopneumoniae,

Treponema sp.

ASIA

Figura 19. Descripcidn general de las especies bacterianas que definen a los sujetos con periodontitis.

Microbioma en periodontitis: las especies que se encuentran en la estrella donde confluyen todos los rombos, corresponden al

microbioma comun entre paises para periodontitis. Los taxones bacterianos ubicados en cada rombo, corresponden al
microbioma especifico de cada poblacién.
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Fretibacterium CT12
Fretibacterium HMT 363
Fusobacterium sp.
EUROPA Leptotrichia sp.
Peptostreptococcaceae X! [G-4] sp. HOT 369
Peptostreptococcaceae Xill [G-4] sp.
Peptostreptococcus HOT 113

AMERICA DEL
NORTE

Acinetobacter baumannii
Alloprevotella sp.
Clostridia.
Erysipelotrichia sp.
Haemophilus sp.
Hallella sp.
Johnsonella sp.
Lachnospiraceae sp.
Luminyensis sp.
Megasphaera sp.
Methanobrevibacter orali
Methanobrevibacter smit
Methanomassiliicocus sp.
Methanosphaera stadtmaniae
Mogibacterium sp.
Mycoplasma sp.
Negativicutes sp.
Peptostreptococcaceae sp.
Phocasicola sp.
Selenomonas sp.

Acholeplasma sp.
Actinobacterias sp.
Aggregatibacter sp.
Bulleidia sp.
Desulfobulbus sp., Butyrivibrio_2
Desulfobulbus sp. HOT 41, Enterobacter sp.
Eubacterium nodatum, Eubacterium saphenum
Filifactor alocis, Eubacterium sp., Hallella sp.
Eubacterium XI [G-6] sp., Fretibacterium spp., Kiebsiella sp.
Fretibacterium fastidiosus, Fusobacterium nucleatum, Lactococcus sp.
Bacteroidetes_ [G-3], Bacteroidetes_ [G-5], Parvimonas micra
Dialister spp., Catonella sp., Peptostreptococcus sp., Peptostreptococcaceae spp.
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Peptostreptococcaceas_ [XI] [G-2].
Porphyromonas sp., Prevotella sp., Peptostreptococcaceas_ [XI] [G-4 ]
Tannerella forsythia, Tannerella sp., Peptostreptococcaceas_ [XI] [G-5]
Treponema sp., Peptostreptococcaceae_ [XI] [G-6]
Treponema denticola Prevotella denticola
Prevotella tannerae
Serratia sp.
Staphylococcus sp.
Veillonella
Wolinella sp.

Actinobaculum sp.
Alloprevotella tannerae
Anaeroglobus geminatus
Bacteroidaceae [G-1]
Bacteroidales spp.
Bacteroidetes (G-6)
Catonella morbi
Eubacterium (G-5)
Johnsonella sp HOT166
Peptostreptococcaceae (G-1)
Peptostreptococcaceae [XI] [G-1]
Peptostreptococcaceae Xl [G-1] HOT113
Peptostreptococcus stomati
Pseudoramibacter alactolyticus
Sneathia sp.
Solobacterium moorei

7 spp.
Treponema sp. HOT258

LATINOAMERICA

ASIA

Figura 20. Descripcidn general de las especies bacterianas que definen a los sujetos sin periodontitis.

Microbioma sin periodontitis: las especies que se encuentran en la estrella donde confluyen todos los rombos, corresponden al
microbioma comun entre paises sin periodontitis. Los taxones bacterianos ubicados en cada rombo, corresponden al microbioma

especifico de cada poblacion.
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Otro hallazgo interesante fue la presencia de Taxones sin asignacion, lo que despierta el
interés en conocer el papel de estos nuevos actores del microbioma subgingival, en el
proceso de salud — enfermedad de las poblaciones estudiadas. Este resultado viene a
reforzar el objetivo de estudiar los nuevos microorganismos aun no conocidos en el
microbioma subgingival de los paises, utilizando el nuevo sistema de clasificacién
periodontal (Papapanou y col., 2018).

El grado C evidencié una mayores proporciones de patobiontes (sobre todo no cultivables
o dificilmente cultivables), especificamente en Colombia de Filifactor alocis y en Espaia de
Desulfobulbus sp. HMT 041 y de Peptostreptococcaceae [XI][G-9][Eubacterium]_brachy).
Las diferencias detectadas, podrian estar relacionadas con la influencia de la geografia de
las poblaciones en la ecologia bacteriana (Abusleme y col., 2021).

Gracias a la secuenciacion del gen ARNr 16S, se han demostrado diferencias aparentes en
la composicidon de las comunidades bacterianas entre los pacientes de ambas poblaciones
de estudio, con y sin periodontitis. Estos resultados no solo han confirmado algunos de los
publicados anteriormente utilizando este tipo de técnicas moleculares (Kumar vy col., 2005;
Griffen y col., 2012 Abusleme y col., 2013: Wang y col., 2013; Ge y col., 2013, Galimanas y
col., 2014; Li y col., 2014; Lourenco y col., 2014; Zhuang y col., 2014; Duran-Pinedo vy col.,
2014; Szafranski y col., 2015; Park y col., 2015; Kirst y col., 2015; Dabdoub y col., 2016; Tsai
y col., 2018; Pérez-Chaparro y col., 2018; Chen y col., 2018 a; Shi y col., 2018; Chen y col.,
2018 b, Weiy col., 2019; Cuiy col., 2019; Schulz y col., 2019; Lépez y col., 2020; Ikeda y col.,
2020; Lenartova y col., 2021; lzawa y col., 2021) sino que también han revelado nuevos
hallazgos de interés en la etiologia polimicrobiana de la periodontitis, principalmente si se
utilizan nuevos parametros diagnosticos y sistemas de agrupamiento confiable entre
secuencias (Caruso y col., 2019).

La clasificacion de la periodontitis de 2018 no incluye diferentes tipos de periodontitis, sino
una unica entidad multidimensional (Papapanou y col., 2018), que podria estar asociada a
diferentes perfiles microbianos. De esta forma, las estrategias clinicas deben modificarse
para que se dirijan de forma individual y especifica, para cada presentacién de la

enfermedad (medicina personalizada).
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DISCUSION GENERAL:

Ambos estudios llevados a cabo en la presente tesis, mostraron diferencias en el
microbioma subgingival entre ambos paises y para todos los estados periodontales (el
Estudio #1 con resultados finales, y el Estudio #2 con resultados parciales). Las poblaciones
estudiadas han sido comparables, debido a que fueron similares en términos de variables
sociodemograficas y clinicas. Los dos estudios concordaron en que se evidenciaron
diferencias en las comunidades bacterianas entre salud/gingivitis y periodontitis. En cuanto
a la variabilidad, riqueza y diversidad de especies (en ambos estudios) la comunidad
bacteriana en los pacientes colombianos fue mas variable (Estudio #1), rica y diversa
(Estudio #2), que la de los pacientes espafioles, con predominio de especies nuevas (Estudio
#2). Estas especies nuevas (no cultivables o dificilmente cultivables), parecieron dominar el
microbioma en periodontitis (Pérez-Chaparro y col., 2014), por encima de los patégenos
clave cultivables o conocidos. Ademas estos patobiontes no cultivables o dificilmente
cultivables, a diferencia de los cultivables, podrian ser capaces de discriminar entre los
estadios de periodontitis en los paises motivo de estudio, con mayores proporciones de
especies para los estadios mds severos en Espafia y para los estadios menos severos en
Colombia. En adicidn, el hallazgo de Taxones sin asignacion, abre la posibilidad de investigar
actores aun no identificados caracteristicos del proceso de salud-enfermedad en los
pacientes, presentes en la periodontitis de los colombianos y en la salud/gingivitis de los
espafioles (Estudio #2). Estos resultados podrian sugerir que las caracteristicas de las
poblaciones en estudio posiblemente jugaron un papel importante en los resultados
microbioldgicos obtenidos, debido a la influencia de la pobreza, la capacidad vy
disponibilidad de servicios sociosanitarios, condiciones y costumbres, acceso a elementos
de higiene, consumo de alimentos, a la genética de los individuos, entre otros (Contreras y
col., 2015; Loos y col., 2005; ENSAB 1V, 2014; Renson y col, 2019).

Ademds, queda de manifiesto que el uso de técnicas tradicionales como el cultivo
bacteriano en conjunto con métodos de secuenciacién del gen ARNr 16S (Vianna y col.,
2005; Donachie y col., 2007; Teles y col., 2013), empleando el diagnéstico periodontal

individualizado propuesto por el nuevo sistema de clasificacién de las condiciones vy
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enfermedades periodontales y periimplantarias 2018, permitieron caracterizar el

microbioma subgingival de dos poblaciones distintas del mundo.

POSIBLES LIMITACIONES:

Entre las limitaciones de ambos estudios desarrollados en la presente tesis, podrian estar:

1. Laimposibilidad de un emparejamiento absoluto de las muestras (quizas por eso las
discrepancias en los resultados de las caracteristicas clinicas).

2. El andlisis microbioldgico de las muestras de estudio se realizé en paralelo en dos
laboratorios independientes, aunque fueron entrenados y calibrados en cultivo
bacteriano.

3. Eltamafio de muestra relativamente pequefio.

4. Las diferencias en las caracteristicas demograficas (p. ej., tabaquismo) y clinicas
(niveles de placa o sangrado) de la poblacién estudiada. Ademas, no se registrd
informacién sobre el nivel socioecondmico y los pacientes fueron reclutados
exclusivamente en clinicas universitarias.

5. Las diferencias en las caracteristicas geograficas y bioldgicas propias de las
poblaciones estudiadas.

IMPLICACIONES PRACTICAS:

La medicina personalizada se basa en el paradigma de que los factores que afectan la

susceptibilidad a la enfermedad, son Unicos para cada individuo y estan significativamente

influenciados por factores como el genotipo del huésped, en el que, caracteristicas como la

raza/etnia (entre otras), son determinantes importantes (Mason vy col., 2013).

Se sugiere que esto sucederia para las infecciones microbianas agudas y crénicas como las

enfermedades periodontales, donde las comunidades microbianas orales difieren entre las

etnias, siendo al parecer la base de las susceptibilidades diferenciales a las enfermedades

(Mason y col., 2013).
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Por tanto, se justifica la realizacidn de estudios longitudinales para probar estas hipétesis y
comprender mejor la posible relevancia clinica y el posible impacto del uso del diagndstico
microbioldgico, debido a que la clasificacidn de periodontitis de 2018 que incluye una Unica
entidad multidimensional (Tonetti y col.,, 2018), podria estar asociada con diferentes
perfiles microbianos al comparar poblaciones.

De esta manera se podrian seleccionar tratamientos y estrategias terapéuticas especificas

para cada perfil, en el contexto de la medicina personalizada.
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CONCLUSION GENERAL:

Considerando las limitaciones de estos estudios, se puede concluir que hay diferencias en
el microbioma subgingival de dos poblaciones distintas, en Colombia y Espafa,
diagnosticadas segun la Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales y
Periimplantarias de 2018, asi como entre las diferentes condiciones periodontales

comparadas.

CONCLUSIONES ESPECIFICAS:

Estudio #1:

En el andlisis mediante cultivo microbioldgico, se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en la microbiota subgingival entre salud periodontal/gingivitis y periodontitis,
con diferencias menores entre estadios de periodontitis. Las diferencias también fueron
relevantes entre paises, con Colombia mostrando mayores recuentos y variabilidad de

especies bacterianas.

Estudio #2:

En el analisis mediante secuenciacién del gen ARNr 16S, las especies no cultivables o
dificilmente cultivables (entre ellas, los Taxones sin asignacién), mostraron diferencias

entre los estadios y grados de periodontitis y entre las poblaciones estudiadas.
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Abstract: The objective was to characterize and compare the subgingival microbiota in patients
diagnosed according to the World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant
Diseases and Conditions 2018. For this cross-sectional study, Spanish and Colombian subjects
(characterized as health/gingivitis, periodontitis in stages I-II or stages III-IV) were clinically assessed,
and subgingival samples were taken and processed by culture. The comparisons among patients with
periodontal status (and between countries) was made using Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, ANOVA
and chi-square tests. The final sample consisted of 167 subjects. Eikenella corrodens and Parvimonas
micra were more frequently detected in health/gingivitis and Porphyromonas gingivalis in periodontitis
(p < 0.05). Higher total counts were observed in Colombia (p = 0.036). In Spain, significantly higher
levels of P. gingivalis and Campylobacter rectus were observed, and of Tannerella forsythia, P. micra,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces odontolyticus and Capnocytophaga spp. in
Colombia (p < 0.001). P. micra was more prevalent in health/gingivitis and stage I-II periodontitis in
Colombia, and P. gingivalis in all periodontitis groups in Spain (p < 0.05). As conclusions, significant
differences were detected in the microbiota between health/gingivitis and periodontitis, with minor
differences between stages of periodontitis. Differences were also relevant between countries, with
Colombia showing larger counts and variability of bacterial species.

Keywords: periodontitis; subgingival microbiota; microbiological culture; Spain; Colombia

1. Introduction

Periodontitis is a multifactorial chronic inflammatory disease [1,2], with a complex
polymicrobial aetiology [3,4]. This disease is highly prevalent affecting large proportions
of adults in different populations, depending on economic, cultural, social, and ethnic
factors [5,6]. Periodontitis has recently been classified in stages and grades following
the criteria of the World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant
Diseases and Conditions [1,2].

Bacterial communities organized in subgingival biofilms are the primary etiological
factor of periodontitis [7,8]. These bacterial communities mainly result from ecological
changes in their structure and the increase in total microbial biomass [3]. More than
700 different bacterial species have been identified in the subgingival microbiota [7,9,10],
among which some have an effect on the general community that is much greater than
the biomass they occupy, called key pathogens [3,11]. It is believed that some of these
pathobionts, despite being present in low abundance in periodontitis, would produce the
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maturation of potentially pathogenic communities [3,4,11], which would transform a sym-
biotic microbiota into a dysbiotic one, breaking homeostasis and producing inflammation
and tissue destruction [4,11].

However, studies evaluating the composition of the subgingival microbiota have
resulted in a high heterogeneity, probably due to the variability in the case definitions used
to select periodontitis patients [12] and sociodemographic or geographic differences [9,13],
including differences in ethnicity of the populations evaluated [14] or in the age [15]. In
fact, previous investigations from our research groups have reported significant differences
in the prevalence and proportions of periodontal pathogens when comparing different
geographical areas, using the same microbiological diagnostic techniques [13,16-19]. In
these studies, a comparison between the periodontal microbiota of Dutch and Spanish
patients was presented, and a lower prevalence of Aggregatibacter actinomycetemcomitans
was observed in Spain [19]. When Spanish and Colombian patients were compared,
Porphyromonas gingivalis was more frequent in periodontitis in Spanish patients than in
Colombian patients [13]. Thus, the hypothesis arose that the present study could also be
able to find differences between the studied populations, although this has to be confirmed
using the criteria of the current classification.

Molecular selective techniques, including checkerboard DNA-DNA hybridization,
real-time polymerase chain reaction (PCR), human oral microbe identification microarrays
(HOMIM), oligonucleotide DNA-DNA hybridization, RNA-oligonucleotide quantification
technique (ROQT), and techniques that allow the sequencing of the entire genome, such as
pyrosequencing or next-generation sequencing (NGS) [7,12] have contributed to the char-
acterization of periodontal microbiota, but its exclusive use could result in incomplete data
on microbial diversity and, therefore, it is important to have parallel culture libraries [7,20].
Despite the fact that molecular detection techniques have greatly contributed to the knowl-
edge of the periodontal microbiota, different studies criticize the total dependence on this
type of tests, because they may underestimate a century of culture history. It has been
proven that the culture is able to better detect bacterial diversity, compared to molecular
methods, in addition to allowing the operator to see what has not been amplified. Perhaps,
due to the analysis of the aforementioned, some researchers have turned to the use of the
culture alone or in combination with other bacterial characterization techniques [7]. Due to
the introduction of more competent anaerobic handling and incubation procedures, the
culture is reinvented every day [17]. Thus, among many new perspectives, culture has
become the basis for a high-throughput microbiological test alternative (culturomics) that
have already been used in the identification of oral pathogens [21]. That is why cultivation
continues to be an interesting alternative for microbiological testing [22].

The advent of the new classification of periodontitis in stages and grades [1], facilitates
an adequate categorization of periodontitis patients and highlights the need of charac-
terizing the subgingival microbiota using different microbiological methods, including
anaerobic culture [21] that allows for comparisons with classical studies of prevalence and
relative proportions of well-established periodontal pathogens [23].

Hence, the objective of the present study was to characterize and compare the subgingi-
val cultivable microbiota, according to the criteria of the 2018 classification of periodontitis
cases, in subjects from two different geographical locations (Spain and Colombia).

2. Materials and Methods

The present cross-sectional study was approved by the local ethical committees (ref-
erences 18/127-E in Spain and 012-2018 in Colombia), and all recruited patients granted
their authorization by signing the approved informed consent. All aspects of the Helsinki
Declaration regarding experimentation involving human beings were considered. This
manuscript follows the Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemi-
ology (STROBE) guidelines for reporting cross-sectional studies [24].
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2.1. Subjects

The study was carried out in subjects attending the clinics of the Dental Schools at El
Bosque University (UIBO) in Bogota, Colombia, and University Complutense of Madrid
(UCM), Spain. Patients were selected from April 2018 to March 2020, according to the
following criteria:

2.1.1. Inclusion Criteria

Adults from 30 to 60 years old were included in the study, categorized by their
periodontal conditions, according to the following criteria:

e  Health and gingivitis subjects, as controls. No clinical attachment loss (CAL) nor
radiographical bone loss (RBL) and probing depths (PD) < 3 mm, assuming no
pseudo pockets [25].

e  Periodontitis in stages I or II. Following the criteria for severity, interdental CAL of
1-2 mm (stage I) or 34 mm (stage II) and RBL affecting only the coronal third of the
root (<15 % for stage I and 15-33% for stage II) [2].

e  Periodontitis in stages IIl or IV. Following the criteria for severity, interdental CAL > 5 mm
and RBL extending to middle or apical third of the root. There should be evidence of
tooth loss < 4 teeth due to periodontal reasons in stage III, and >5 teeth in stage IV [2].
If needed, and using the criteria for complexity, furcation involvement class II or III.

2.1.2. Exclusion Criteria

e  Periodontal treatment in the previous year.

e Acute periodontal conditions such as periodontal abscesses or necrotizing periodontal
diseases, at the time of the screening.

e  Having taken antibiotics in the previous 3 months.

e  Systemic diseases or conditions (diabetes, quantitative and/or qualitative polymor-
phonuclear neutrophil defects, other immune system disorders).

e  Pregnant women.

e  Chronic use of anti-inflammatories, anticonvulsants, immunosuppressants, calcium
channel blockers, upon sample collection for the study, or 6 months prior to the study.

2.2. Study Visit

Socio-demographic variables, such as age, gender, country and smoking habits, were
registered. A medical questionnaire was carried out and if inclusion and exclusion criteria
were fulfilled, patients were verbally informed about the study purpose and procedures,
and they were asked to participate and, upon acceptance, to sign an informed consent.
Each patient received a complete periodontal and radiographic examination (panoramic
and/or periapical radiographs) and microbiological samples were taken.

2.3. Clinical Variables

Measurements were performed at six sites per tooth in all teeth, except third molars,
with a UNC-15 periodontal probe (HuFriedy, Leinmen, Germany) by two calibrated exam-
iners, one in each country. Clinical measurement from dental implants were not included in
the analyses. All participants were clinically examined, including the following parameters,
in order of registration:

e  Gingival recession (REC), measured as the distance from the cementoenamel junction
(CE]J) to the gingival margin and recorded to the nearest millimetre.

e PD, measured from the gingival margin to the bottom of the sulcus/pocket and
recorded to the nearest millimetre.

e CAL, measured as the distance from the bottom of the pocket to the CEJ.

e Bleeding on probing (BoP), measured after probing to the base of the pocket and
expressed as a percentage [26].
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e Plaque index (PII), evaluated by the presence of visible dental plaque, disclosed by
erythrosine staining (Plac-Control®, Dentaid, Barcelona, Spain) and expressed as a
percentage [27].

2.4. Microbiological Variables
2.4.1. Microbiological Sampling

Samples were taken from four selected sites, by means of two consecutive standardized
30# sterile paper points (Maillefer, Ballaigues, Switzerland) per site. Paper points were
inserted into the crevice or pocket and left in place for 10 s. Prior to sampling, supragingival
plaque was removed from the sampling site followed by isolation from saliva with the use
of cotton rolls and compressed air. All paper points were transferred into a screw-capped
vial, containing 1.5 mL of reduced transport fluid (RTF) [28] and sent to the microbiological
laboratories of each centre within 24 h. Sampling sites were selected as follows:

e In healthy/gingivitis subjects, subgingival samples were taken from the mesio-buccal
sites of the first molars and, when absent, from the adjacent second molars (the next
alternative was the second premolars and from there, any teeth present mesially).

e  Insubjects with periodontitis, subgingival samples were taken from the most accessi-
ble site with the deepest PD and BoP, per quadrant.

2.4.2. Microbiological Processing

At the laboratories (UCM, UIBO), samples were homogenized by vortexing for 30 s,
four serial dilutions in phosphate buffer saline (PBS) were performed, and 100 uL were
placed on: (i) non-selective blood agar medium (Blood Agar Base II, Oxoid, Basingstoke,
U.K\), supplemented with haemin (5 mg/L), menadione (1 mg/L) and 5%, sterile horse
blood for determination of total anaerobic counts and for the identification of most target
pathogens; and (ii) onto the selective medium Dentaid-1 [29] for isolation and quantification
of A. actinomycetemcomitans. Blood agar plates were incubated for 14 days in anaerobic
conditions (80%N2, 10% CO, and 10% H>) at 37 °C, and selective agar plates were incubated
for 3 days in air with 5% CO; at 37 °C. After incubation, initial identification of target
species was done using colony morphology, and suspected colonies were further identified
by microscope, Gram-staining and enzyme activity. Counts of representative colonies
(those with colony morphologies compatible with target pathogen morphology) were
carried out. Counting was performed in plates with 30-300 colonies.

2.5. Statistical Analysis
2.5.1. Calibration

Clinical parameters were evaluated by two calibrated examiners. An intra-examiner
calibration was performed by recording duplicate measurements of PD and CAL in three
patients, twice during the same visit, with 30 min intervals and intra-class reproducibility
was calculated. The interclass correlation coefficient (ICC) showed an 86.3% of agreement
for PD and 84.7% for CAL in Spain, and 90.2% and 89%, respectively, in Colombia.

2.5.2. Sample Size Calculation

The selected outcome variable to calculate the sample size was counts of P. gingivalis.
Based on an expected difference between healthy /gingivitis and periodontitis groups in the
mean of counts (expressed as colony forming units, CFU, 2900), with a standard deviation
(SD) of 3008.75 [30], an alpha error of 0.05 and a power of 90%, 30 patients per group were
necessary. Besides, and in order to narrow differences between different age groups in
different conditions, the overall sample followed a uniform stratified sampling, in which
the same size for all the defined strata was assigned. The desired sampling distribution was
30 patients for each periodontal status group (healthy and gingivitis, periodontitis in stages
I or II, periodontitis in stages III or IV), and 10 patients for each age cohort (3040 years,
41-50 years, 51-60 years, within each periodontal status category).
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2.5.3. Statistical Analysis

For continuous data, Kolmogorov-Smirnov test and distribution of data were used to
assess normality. Clinical and microbiological data were calculated by patient and then by
periodontal status group and country. The logarithmic transformation of CFU of bacterial
counts was designed to normalize the data distribution. Data were expressed as means
and SD, and as median and interquartile ranges (IR) for non-parametric data. Categorical
data were expressed as percentages.

Periodontal status- and country-level analyses were performed. For periodontal
status-level analysis, demographic data were analysed by ANOVA test for continuous
variables and chi-square test for categorical data, with probability values adjusted with
the Bonferroni correction, and p-values were multiplied by the number of comparisons
(three for periodontal status and fifteen for periodontal status by country). Clinical and
microbiological variables were compared by ANOVA test, for parametric data, or Kruskal-
Wallis test with Dunn-Bonferroni post hoc tests, for non-parametric data. For categorical
data, chi-square test was used, with Bonferroni correction for multiplicity when was
necessary. For country-level analysis, continuous demographic variables were compared
with t test for parametric data, or U Mann-Whitney test for non-parametric data, and
chi-square tests were used for categorical variables.

A stepwise forward logistic regression was performed to explore the relationship be-
tween the frequency of bacteria detection (yes/no) and the covariables of country, smoking,
periodontal status and age. Periodontal health status (healthy/gingivitis, periodontitis
stages I-II, periodontitis stages III-IV) was introduced as dummy variables. A second
comparison with a stratification by age range was performed with country, smoking and
periodontal status as covariables. Odds ratios (OR) together with the 95% confidence inter-
vals (CI) were calculated. All statistical analyses were performed using SPSS 20 program
package (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and the level of significance was set in 0.05.

3. Results
3.1. Study Population

A total of 199 patients were initially recruited, but four patients in Spain and 25 in
Colombia were excluded. The reasons for exclusion in Spain were age or technical problems,
and in Colombia, presenting systemic diseases, age, and having taken antibiotics in the last
three months. The final sample consisted of 167 patients (Spain n = 90 and Colombia n = 77):
30 and 18, respectively, with periodontal health and gingivitis; 30 and 23, respectively, with
periodontitis in stages I-II; and 30 and 36, respectively, with periodontitis in stages III-IV.
In each group, three age ranges were considered: 3040, 41-50 and 51-60 years (Table 1).
Socioeconomic status was not specifically assessed. Only patients of Spanish origin (from
Spain—Caucasian ethnicity) and only patients of Colombian origin (from Colombia-mixed
ethnicity) were selected. Only two patients (in Spain) have received periodontal treatment
in the past (subgingival instrumentation), with no supportive periodontal care for at
least 3 years.

Table 1. Selected subjects (1, number of patients) according to country, periodontal status group and age.

Periodontal Status Age Spain (n) Colombia (n)
Selected subjects by country 90 77
. . Health and Gingivitis 30 18
Selected sub):ctsal‘)‘); E::nodontal status Periodontitis I-IT 30 23
group try Periodontitis III-IV 30 36
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Table 1. Cont.

Periodontal Status Age Spain (n) Colombia (n)
30-40 10 7
Health and Gingivitis 41-50 10 5
51-60 10 6
Selected subjects by periodontal status Periodontitis I-IT 2 1-50 13 161
group, age and country eriodontitis I- 51:60 10 6
3040 10 11
Periodontitis III-IV 41-50 10 16
51-60 10 9

No statistically significant differences in age (p = 0.170), gender (p = 0.409) and smoking
habit (p = 0.064), among groups according to their periodontal status, were observed
(Table 2). When comparing subjects from different countries, no significant differences in
age (p = 0.242), or gender (p = 0.972) were detected, but a significantly lower percentage of
smokers in Colombian patients (9.1%), when compared with Spanish patients (26.7%), was
evidenced (p = 0.004). When comparing the impact of both periodontal status and country,
no significant differences were observed for age and gender, while a statistically significant
higher percentage of smokers, in Spanish versus Colombian subjects, was observed in stage
I-1I periodontitis (30.0% versus 4.3%, respectively) (p = 0.031) and stage III-IV periodontitis
(40.0% versus 11.1%, respectively) (p = 0.006), when compared to Colombian patients for
the same periodontal status groups.

3.2. Clinical Outcome Variables

Statistically significant differences were observed among periodontal status groups,
both for mean CAL, BoP and PD, as well as for the proportion of pockets in the categories
1-3 mm and 4-5 mm (p < 0.001). For the proportion of deep pockets (>6 mm), significant
differences were only detected when comparing health-gingivitis with periodontitis I-II
(p < 0.001), and periodontitis I-II with periodontitis III-IV (p < 0.001). PII only presented
statistically significant differences when comparing health-gingivitis with periodontitis I-II
and with periodontitis III-IV (p < 0.001) (Table 3). The grade distribution of periodontitis
did not show any difference among grades or between countries (Table S1).

When assessing periodontal status and country, statistically significant higher means
in PD (p = 0.037) and BoP (p < 0.001), were observed in Colombian subjects in stages I-II
periodontitis group, and statistically significant higher BoP values were also observed in
stages III-IV periodontitis (p = 0.024). Conversely, higher PII (p < 0.001) in health/gingivitis
group was observed in Spain (Table 3).

Statistically significant differences were observed among periodontal status groups,
both for mean CAL, BoP, and PD, as well as for the proportion of pockets in the categories
1-3 mm and 4-5 mm (p < 0.001). For the proportion of deep pockets (>6 mm) significant
differences were only detected when comparing health-gingivitis with periodontitis I-IT
(p < 0.001), and periodontitis I-II with periodontitis III-IV (p < 0.001). PII only presented
statistically significant differences when comparing health-gingivitis with periodontitis I-II
and with periodontitis III-IV (p < 0.001) (Table 3). The clinical characteristics of the sampled
sites were similar for all periodontal status and for both countries, except for PlI, which
showed significantly higher levels in the health-gingivitis group in Spain than in Colombia
(p <0.001) (Table S2).
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Table 3. Comparison of clinical parameters between countries (first comparison) and among periodontal status groups (second comparison).

Health and Gingivitis * Periodontitis I-11 * Periodontitis IV * Second Comparison

(among Periodontal Status ®)
First
Comparison Mean (SD) p Value n Mean (SD) p Value n Mean (SD) p Value p Value
Spain 30 226(031) 30 2.90(0.39) 30 4.04(0.76)
PD(mm)  ~ooibia 18 217(0.27) 0.359 2B 319(057) 0.087 36 3.72(0.65) 0.069 <0.001
PD 1-3 mm Spain 30 9837 (3.14) 30 7738 (1417) 30 43.08(21.77)
(%) Colombia 18  94.83 (12.62) 0.148 23 6842 (21.38) 0.073 36 50.19(9.73) 0.083 <0.001
PD 4-5mm Spain 30 160(3.12) 30 2078 (12.71) 30 38.04(14.06)
(%) Colombia 18 5.6 (12.62) 0.145 2B 2407 (17.07) 0.110 36 33.41(13.00) 0.170 <0.001
Spain 30 0.01 (0.10) 30 1.82 (2.06) 30  18.86(14.52) <0.001, Health and Gingivitis versus
PD > 6 mm Periodontitis II-IV
(%) 0.445 0.174 0424 <0.001, Periodontitis I-1I versus
Colombia 18 0 23 3.19 (4.91) 36 16.36 (10.66) Periodontitis I1I-IV
Spain 30 033(0.24) 30 3.07(0.39) 30 4.78(0.85)
CAL@mm)  olombia 18 028(0.26) 0.521 23 316 (0.96) 0.660 36  4.52(0.93) 0.237 <0.001
Spain 30 1553(1501) 30 3271(17.01) 30 63.87(2633)
BoP (%) Colombia 18  10.94(9.45) 0.251 23 68.82(38.93) <0.001 36 79.69 (28.65) 0.024 <0.001
Spain 30 5097 (25.07) 30 6269 (2559) 30 76.00 (24.20) <0001, Health and Gingivitis versus
P (%) <0.001 0.736 0465 <0.001 Her’;i;\o:;):i\%h;;gms versus
Colombia 18 2277 (13.78) 23 65.86(3877) 36 7027 (36.49) " Periodontitis LT
eriodontitis \4

Probing depth (PD); clinical attachment level (CAL); bleeding on probing (BoP); plaque index (P1I). SD, standard deviation; n, number of patients. 2, Student t test. *, One-way ANOVA test.
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Table 2. Description of the sample population characteristics (demographic variables and smoking habit), and comparisons according to periodontal status and country.
Age? Gender® Smoking ®
Non
. First Second Mean Female Male P Smok
Comparison Comparison Comparison (SD) p Value n o n o p Value n o n o p Value
Health and s BB 26 542 2 458 48 896 5 104
Gingivitis (9.71) 0170 0.409
Periodontal *, ;  dontitis LI 55 872 ' 0 5 B3 @ ' FER 9 0.064
status group eriodontitis I- 877) 6.6 4 1 10 18. .
Periodontitis 45.32
LIV 66 (8.00) 31 47.0 35 53.0 50 75.8 16 242
Health and . 4497
Gingivitis Spain 30 (8.28) 16 53.3 14 46.7 27 90.0 3 10.0
45.39
Colombia 18 10 55.6 8 444 16 88.9 2 111 0.045,
(11.99) 0.588 1.000 Periodontitis
Periodontal Periodontitis I-11 Spain 30 256147 16 533 14 467 21 70.0 9 300 LI (Colombia)
status by country Etl 83) versus
Colombia 23 9.4 14 60.9 9 39.1 2 95.7 1 43 Periodontitis
Pesiodontitis 51(; 33) M-V (Spain)
eriodon . .
LIV Spain 30 (8.25) 15 50.0 15 50.0 18 60.0 12 40.0
Colombia 36 (474 :17) 16 444 20 55.6 32 88.9 4 111

SD, standard deviation; n, number of patients. ?, One-way ANOVA test. b, chi-square test with Bonferroni correction.
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3.3. Subgingival Cultivable Microbiota-Total Anaerobic Counts

Statistically significant lower total anaerobic counts were observed for the health/gingivitis
group, when compared with stages I-II periodontitis (p = 0.029), and stages III-IV periodon-
titis (p = 0.010). Overall, significantly higher counts were observed in Colombian patients
(p = 0.036), together with a lower range of variability. When comparing the impact of both
periodontal status and country, statistically significant higher counts were observed in
Colombia for the health/gingivitis group (p = 0.001), when compared with Spain (Table 4).

3.4. Subgingival Cultivable Microbiota-Periodontal Pathogens

Overall, the most frequently detected bacterial species were P. gingivalis, Tannerella
forsythia, Parvimonas micra, Capnocytophaga spp., and Actinomyces odontolyticus. These
pathogenic species, together with Fusobacterium nucleatum were also present in relatively
high counts and proportions. A. actinomycetemcomitans was not detected in any of the sam-
ples studied. Statistically significant higher counts, proportions, and frequency of detection
of P. gingivalis for, stages I-1I periodontitis when compared with health /gingivitis (p < 0.05),
were observed. The opposite was true for Eikenella corrodens, with lower values and fre-
quency of detection in stages III-IV periodontitis, when compared with health/gingivitis
(p < 0.05). In addition, P. micra showed statistically significant lower counts (p = 0.006),
proportions (p = 0.009) and frequency of detection (p = 0.009), in periodontitis stages III-IV,
as compared with health/gingivitis (Table 5). When comparing countries, statistically
significant higher counts, proportions, and frequency of detection of P. gingivalis and
Campylobacter rectus were observed in Spain (p < 0.001). Conversely, samples from Colom-
bian patients showed significant higher counts, proportions, and frequency of detection of
T. forsythia, P. micra, Capnocytophaga spp. and A. odontolyticus (p < 0.001), and counts and
proportions of Prevotella intermedia and F. nucleatum (p < 0.05) (Table 5). When assessing
the impact of both periodontal status and country, for stages I-II periodontitis (Table S3),
counts, and proportions of F. nucleatum, and proportions and frequency of detection of
P. micra, Capnocytophaga spp. and A. odontolyticus were significantly higher in Colombian
patients, compared with Spanish patients, who showed a higher frequency of detection of
P. gingivalis (p < 0.001) and P. intermedia (p = 0.014), and higher counts, proportions, and
detection frequencies of E. corrodens (p < 0.05). For stages III-IV periodontitis (Table 54),
counts, proportions and frequency of detection of Capnocytophaga spp. and A. odontolyti-
cus were higher in Colombia, in contrast to higher frequency of detection of P. gingivalis
(p < 0.05) in Spain. In the health/gingivitis group (Table S5), significantly higher counts,
proportions, and frequency of detection of P. intermedia, T. forsythia, P. micra, Capnocytophaga
spp., and A. odontolyticus, in addition to higher counts of F. nucleatum, were observed in
Colombia (p < 0.05).
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Table 4. Comparison of total anaerobic counts (log transformed) among periodontal status groups (first comparison) and between countries (second comparison).
First Second 95% CI
Comparison . . n Mean (SD) Mean Difference Value
P Comparison Comparison ! Lower Bound Upper Bound r
Health and
Periodontal Gingivitis 48 6.29 (0.73) —0.31* —0.60 —0.02 0.029
status group Periodontitis I-IT 53 6.60 (0.55) —0.02% —029 0.24 1.000
Periodontitis III-IV 66 6.63 (0.53) —0.341 —0.61 —0.60 0.010
Spain 90 6.43 (0.64)
Country Colombia 77 6.63 (0.56) -0208 —038 —oot 0.036
Health and .
Gingivitis Spain 30 599(0.67) —0.80§ -118 —043 <0.001
Periodontal Colombia 18 6.79 (0.51)
Periodontitis I-II Spain 30 6.57 (0.46)
status by country Colombia 23 6.6 (0.67) —0.09§ —0.40 0.22 0.565
Periodontitis III-IV Spain 30 6.74 (0.53)
Colombia 36 654 (0.51) 0208 —0.05 046 0115

SD, standard deviation; n, number of patients; CI, confidence interval. *, health and gingivitis group versus periodontitis I-Il group. ¥, periodontitis I-II group versus periodontitis III-IV group. ¥, health and
gingivitis group versus periodontitis III-IV group. ¥, Spain versus Colombia. *, ANOVA results in first comparison and t-test results in second comparison.

Table 5. Mean and standard deviation (SD) and median and interquartile range (IR) of counts (log transformed), proportions and frequencies of detection of target bacterial species
according to periodontal status and country. Counts and proportions were calculated considering all samples.

Periodontal Status Counts * Proportions * Frequency ®
Country . "
(Group) n Mean (SD) M(eln;l{l)an p Value n Mean (SD) M(elil)an p Value n (%) p Value
P ";ﬁ;’;’:};"“s Health and Gingivitis 48 234(266)  0.00(548)  0.014* 48 588(1222) 000(675)  0.007* 22 (45.8) 0.006 *
Periodontitis I-II 53 415@251) 500877)  1.000% 53 (;g'g; 372(1850)  0512% 40 (75.5) 0123*
Periodontitis III-IV 66  338(297) 500(607)  0.062% 66 (}(5)'(2,2) 327(1729)  0195% 38 (57.6) 06454
Spain 0 43@3) 51209 o % &;ﬁg) 583(1816) o 72600 oo
Colombia 77 214(288)  0.00 (5.60) 77 699(1493)  0.00 (5.06) 28 (36.4)
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Table 5. Cont.
Periodontal Status Counts * Proportions * Frequency °
Country . "
(Group) n Mean (SD) Median p Value n Mean (SD) Median p Value n (%) p Value
(IR) (IR)
:; ’:”"t‘;’i‘; Health and Gingivitis 48 355(248)  4.15(5.78) 48 559 (8.59)  0.92(5.22) 35 (72.9) 0978 *
Periodontitis 11 53 395(211) 469224y 02 53 497(848) 090(5.66) 047 43 (8L1) 1.000*
Periodontitis 1TV 66  417(230) 5.0 (1.95) 66  715(1024) 233 (12.11) 52 (78.8) 1.000%
Spain 90  356(214)  4.00(277) s 90  316(639)  0.66(3.33) s 70 (77.8) s
Colombia 77 435(241)  543(175  <0.001 77 935(10.86) 5.11(1359)  <0.001 60 (77.9) 0.982
;‘;’;’;{;ﬁ“ Health and Gingivitis 48 233(273) 0.0 (5.58) 48 3.84(7.10)  0.00 (5.31) 21 (43.8) 0939 *
Periodontitis I-1T 53 172(245) 000465 3% 53 089(187) 000079 0160 18 (34.0) 1.000*
Periodontitis III-IV 66  183(247) 0.0 (481) 66  087(177)  0.00(1.02) 24 (36.4) 1.000%
Spain 90  140(218)  0.00 (4.30) s 90  057(1.63)  0.00(0.65) s 27(00) s
Colombia 77 257(278)  0.00(560) <0001 77 309(.79  000@370) <0001 36 (46.8) 0.026
P “’;"l’i’;‘;"“s Health and Gingivitis 48 177(257)  000(503)  0503* 48 234(627)  0.00(241)  0.633* 16 (33.3) 1.000 *
Periodontitis I-II 53 119(223)  0.00(0.00)  0275% 53 157(412)  0.00(0.00)  0271° 12 (22.6) 0225%
Periodontitis III-IV 66  052(155)  0.00(0.00)  0.006% 66  057(254)  0.00(0.00)  0.009% 7(10.6) 0.009%
Spain 90  042(136)  0.00 (0.00) 6 90  028(159)  0.00(0.00) 5 8(8.9) 6
Colombia 77 1.88(2.61)  0.00(5.14) <0001 77 270(6.04)  0.003.26) <0001 27 (35.1) <0.001
Fi ":Z'c’,‘:;‘;""’:”‘ Health and Gingivitis 48 448(124) 469 (1.13) 48 3.63(3.37)  2.58(4.19) 146 (95.8) 0.822*
Periodontitis I-1T 53 452(174) 504(10s) 011 53 466(53) 245615 091 47 (88.7) 1.000*
Periodontitis 1TV 66  454(191) 5.0 (1.14) 66  824(1355)  2.65(9.20) 58 (87.9) 05641
Spain 90  416(158)  4.60 (1.04) s 90  258(290)  1.95(2.97) s 81000 s
Colombia 77 494(171)  539(119) <0001 77 952(1257) 417(9.06) <0001 70 (90.9) 0.842
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Table 5. Cont.
Periodontal Status Counts * Proportions Frequency ®
Country . "
(Group) n Mean (SD) M(elil)a“ p Value n Mean (SD) M(e[;l(l)an p Value n (%) p Value
C“’""’eyclgza"t" Health and Gingivitis 18 023(091)  0.00 (0.00) 18 0.18(0.88)  0.00 (0.00) 3(63) 1.000 *
Periodontitis I-1I 53 020(103) 000@00) 876 53 053342 000(000) 08 2(38) 1.000*
Periodontitis III-IV 66  020(0.94)  0.00(0.00) 66 0.07(0.37)  0.00(0.00) 3(45) 1.000%
Spain 9  039(128)  0.00(0.00) s 90  046(270)  0.00 (0.00) s 8(8.9) s
Colombia 77 0.00(0.00)  0.00(0.00) <0001 77 0.00(0.00)  0.00(0.00)  <0-001 0(0.0) 0.008
f;"f,?;:i‘; Health and Gingivitis 48 103(1.89)  000(225)  0.048* 48 035(091)  0.00(0.09  0.039* 12 (25.0) 0.051*
Periodontitis I-1I 53 037(1.18)  000(0.00)  1.000% 53 007(0.37)  0.00(.00)  1.000% 5(9.4) 1.000*
Periodontitis III-IV 66  047(153)  000(0.00)  0.074% 66 045(1.85)  0.00(0.00)  0.066% 6(9.1) 00331
Spain 90  066(153)  0.00(0.00) s 90  019(0.75  0.00 (0.00) s 15 (16.7) s
Colombia 77 053(1.60)  0.00(00) 0343 77 043(170)  0.00(0.00) 0355 8 (10.4) 0241
C""”z;yp’“”h“g“ Health and Gingivitis 18 236 (2.74)  0.00 (543) 48 330(631)  0.00 (4.24) 21 (43.8) 1.000 *
Periodontitis I-1I 53 255277) 000530 7% 53 494(1123) 000@47) 088 25472)  1000*
Periodontitis [II-IV 66  231(261)  0.00(5.12) 66  414(1122)  0.00(3.33) 30 (45.5) 1.000 ¥
Spain 90  074(1.68)  0.00 (0.00) s 90  015(0.63)  0.00 (0.00) s 150167 s
Colombia 77 434(231) 530(1.39)  <0.001 77  883(1334) 4.17(9.38)  <0.001 61(79.2) <0.001
;%;’:;’;;ﬁfs Health and Gingivitis 48 224(294)  0.00(571) 48 695(10.96)  0.00 (12.56) 18 (37.5) 1.000 *
Periodontitis I-1I 53 214(281) 000537 0374 53 580997 000(1062  °278 20 (37.7) 0399+
Periodontitis III-IV 66  214(281)  415(563) 66 (ig'g) 0.65(16.12) 34 (51.5) 0414%
Spain 90 000000 000000 o 90 000000 000000 o 0 (0.00) 00016
) : 17.33 13.87 - :
Colombia 77 535(159) 569 (1.24) 77 (1595) 2047) 72 (93.5)

n, number of patients; n (%), number and percentage of positive samples. *, health and gingivitis group versus periodontitis I-II group; *, periodontitis I-1 group versus periodontitis III-IV group; ¥, health and

gingivitis group versus periodontitis III-IV group; S, Spain versus Colombia. 2, Kruskal-Wallis test and Mann-Whitney test. *, chi-square with Bonferroni correction.
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3.5. Impact of Periodontal Status, Country, Smoking and Age

The results of the binary logistic regression analyses are presented in Table 6 (only
for species showing a reliable model). In the whole cohort, adjusted for country, smoking,
periodontal status and age, P. gingivalis was significantly associated with Spanish subjects
(OR =10.48, 95% CI [4.59; 23.89], p < 0.001) in stages I-II (OR = 8.43, 95% CI [2.93; 24.19],
p <0.001) and stages III-IV (OR = 3.44, 95% CI [1.35; 8.78], p = 0.010) periodontitis. This
greater probability of being detected in Spain is shown in the analysis by age strata,
although the probability of P. gingivalis being detected in subjects from 51 to 60 years is
higher in periodontitis groups than in health and gingivitis group. Conversely, P. micra
was significantly associated with Colombian subjects (OR = 8.32, 95% CI [3.23; 21.45],
p < 0.001) in health and gingivitis (OR = 7.68, 95% CI [2.53; 23.32], p < 0.001) and in stages
I-II periodontitis (OR = 3.41, 95% CI [1.15; 10.05], p = 0.026). In addition, the probability
of P. micra being detected increased in the 30—40-year-old stratum for Colombian subjects
(OR = 10.58, 95% CI [2.33; 48.04], p = 0.002) with health and gingivitis (OR = 18.10, 95%
CI [2.39; 137.02], p = 0.005) and with stages I-II periodontitis (OR = 7.91, 95% CI [1.25;
49.71], p = 0.027). Capnocytophaga spp. had also a higher probability of being detected in
Colombia (OR = 19.0, 95% CI [8.72; 41.63], p < 0.001), and this probability is maintained in
all age strata.

Table 6. Forward stepwise logistic regression analyses evaluating the detection of selected bacterial species considering
country, smoking, periodontal status, and age as covariables in a first comparison with the whole cohort, and in a second
comparison stratified by age ranges.

Adjusted Model 95% CI
P Coefficient  p Value OR
Whole Cohort Stratification by Age
Ranges

Porphyromonas Spain 2.35 <0.001 1048 459  23.89
gingivalis Periodontitis I-1I 2.13 <0.001 843 293 2419

Periodontitis III-IV 1.23 0.010 3.44 1.35 8.78

30-40 years Spain 2.02 0.001 7.60 2.34 24.67

41-50 years Spain 1.91 0.002 6.80 207 2229

51-60 years Spain 2.52 0.003 124 236 6545
P e"ﬁ‘l’mt‘s 2.69 0.010 147 190 11405

Periodontitis

LIV 2.08 0.027 8.01 126  50.83

Parvimonas micra Colombia 212 <0.001 8.32 323 2145
Health and gingivitis 2.03 <0.001 7.68 253 2332

Periodontitis I-II 1.22 0.026 341 115  10.05

30-40years  Colombia 2.35 0.002 1058 233  48.04
Health and 2.89 0.005 181 239 13702

Gingivitis

P e"‘fl‘l’““t‘s 2.06 0.027 791 125 4971

C“"”":g;"”"“g" Colombia 294 <0.001 190 872 4163
3040 years  Colombia 3.44 <0.001 312 750  130.17

41-50 years  Colombia 2.07 0.001 8.00 240 2656

51-60 years  Colombia 3.66 <0.001 39.0 772 19571

OR, odds ratio; CI, confidence interval.

4. Discussion

The present cross-sectional study revealed differences in the subgingival microbiota be-
tween periodontitis patients (higher counts and levels of P. gingivalis) and healthy/ gingivitis
subjects (higher levels of E. corrodens and P. micra), while minor differences were observed
when comparing different stages of periodontitis. Conversely, relevant differences were
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detected when comparing subjects from different countries, with Colombian subjects
harbouring higher total counts and a larger bacterial variability than Spanish patients.

Despite the differences in terms of smoking, also reported in previous studies [13], the
studied populations were comparable because the historical trends reinforce that tobacco
does not seem to be a determinant in the periodontal status of the studied populations [5,31].
Despite this, the impact of smoking on the microbiological results of the present study
cannot be ruled out since the impact of tobacco use in periodontitis has been clearly
established [32], and may also influence the composition of the subgingival microbiota [33].

The selected populations were also comparable, since they were similar in terms of
percentage of periodontal pockets and other clinical variables. All parameters showed, as
expected, statistically significant differences among periodontal status groups. However,
in Colombia, higher levels of BoP, specifically in periodontitis stages I-II and III-IV, and
higher PD in periodontitis stages I-Il were evident. In contrast, plaque levels were higher in
Spain in the health/gingivitis group. As in previous studies, Colombian patients tended to
present more severe clinical findings, with lower plaque levels [13]. It has been suggested
that, in Colombian patients, low levels of plaque in deep pockets may be able to trigger
high levels of inflammation [16], which may be conditioned by specific lifestyle conditions
in developing countries [17] or by a specific genetic background in these patients [34].

Overall, the subgingival microbiota demonstrated differences between subjects with
periodontal health/gingivitis (higher prevalence of E. corrodens and P. micra) and peri-
odontitis (higher prevalence of P. gingivalis). While the pathogenic role of P. gingivalis has
been clearly established as a bacterial species strongly associated with periodontitis [30],
the findings for E. corrodens and P. micra are unexpected, especially for P. micra, which
has also been considered as a periodontal pathogen with a moderate association with
periodontitis [30,35-37].

The subgingival microbiota showed clear differences when comparing countries:
Colombia, in addition to presenting higher total counts than Spain, also showed sig-
nificantly higher counts, proportions, and frequency of detection of T. forsythia, P. micra,
Capnocytophaga spp., A. odontolyticus, and P. intermedia; conversely, significant higher counts,
proportions, and frequency of detection of P. gingivalis and C. rectus were found in Spain.
Colombian subjects harboured higher prevalence of P. micra in health/gingivitis and in
periodontitis stages I-II., while in Spain, higher frequencies of detection of P. gingivalis
were observed in periodontitis stages I-Il and III-IV. When also considering age stratum,
P. micra showed a stronger association with Colombian patients in health/gingivitis and
periodontitis stages I-II groups between 30 and 40 years of age. These findings suggest that
the microbiota of Colombian subjects is characterized by higher bacterial counts and larger
variability, while a relevant role of P. gingivalis in periodontitis was observed in Spanish
patients, in agreement with previous studies [13,19]. A possible hypothesis may suggest
that, in Colombian subjects, dysbiotic biofilms could be associated with larger amounts
and greater variety in the microbiota at specific ages [38], while in Spain, the impact of
key pathogens could be more relevant [39,40], regardless of age. Conducting longitudinal
studies are, therefore, justified to test this hypothesis, and to better understand the possible
clinical relevance and the possible impact of using microbiological diagnosis in the context
of personalized medicine.

The detected differences in the periodontal microbiota between countries, according
to periodontal status, could be related to the influence of specific characteristics of different
geographic populations on the bacterial composition [13,16,19,41,42]. Furthermore, the
2018 classification of periodontitis does not include different types of periodontitis but
rather a single multidimensional entity [23], which might be associated with different
microbial profiles when comparing populations.

Thus, specific treatments and therapeutic strategies may be selected for each profile
(personalized medicine).

The present study has used culture techniques to evaluate the subgingival microbiota.
As explained earlier, the exclusive use of molecular techniques could result in incom-
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plete data on microbial diversity and, therefore, it is important to have parallel culture
libraries [7,20]. In addition, with the introduction of more competent anaerobic handling
and incubation procedures, the culture is reinvented every day [17], and it can be still
considered as a relevant tool in the characterization of periodontal pathogens [22,43,44].
Microbiological culturing is not free of limitations [7,22], but it continues to be the gold stan-
dard for bacterial identification and the starting point for current molecular analyses [7,22].
However, bacterial culture is not capable of identifying some segments of the microbiota.
Other limitations of the present study should be acknowledged: the microbiological
analysis of the study samples was carried out in parallel in two independent laboratories,
although they were trained and calibrated in bacterial culture [13,19,41]; the relatively small
sample size; and the differences in demographic (e.g., smoking) and clinical characteristics
(plaque or bleeding levels) of the population studied. In addition, no information on socioe-
conomic status was recorded, and patients were exclusively recruited at university clinics.

5. Conclusions

The present analysis, using the criteria of the 2018 classification, has observed sig-
nificant differences when comparing the subgingival microbiota between periodontitis
(higher levels of P. gingivalis) and health/gingivitis (higher levels of E. corrodens and P.
micra), with minor differences between stages of periodontitis. Differences were also de-
tected between countries, with Colombia showing larger bacterial counts and variability
of bacterial species: P. gingivalis and C. rectus were the most relevant pathogens in Spain,
while T. forsythia, P. micra, P. intermedia, F. nucleatum, A. odontolyticus, and Capnocytophaga
spp. were the most prevalent in Colombia.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/microorganisms9091940/s1, Table S1: Distribution of periodontitis grades by country. Table S2:
Clinical characteristics of the selected sites for subgingival sampling. Table S3: Mean and standard
deviation (SD) and median and interquartile range (IR) of counts (log transformed), proportions and
frequencies of detection of target bacterial species according to country, in periodontitis in stages
I-II patients. Table S4: Mean and standard deviation (SD) and median and interquartile range (IR)
of counts (log transformed), proportions and frequencies of detection of target bacterial species
according to country, in periodontitis in stages III-IV patients. Table S5: Mean and standard deviation
(SD) and median and interquartile range (IR) of counts (log transformed), proportions and frequencies
of detection of target bacterial species, according to country, in health and gingivitis subjects.
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Table S1. Distribution of periodontitis grades by country.

Periodontitis grades:

the subject, RBL/age):

24
28

n, number of patients; %, percentage. 2, Chi-square test with Bonferroni correction.

Periodontitis in grade A. Percentage of RBL / age <0.25, non-smoker.
Periodontitis in grade B. Percentage of RBL / age 0.25 to 1.0, smoker <10 cigarettes/day.

Periodontitis in grade C. Percentage of RBL / age >1.0, smoker =10 cigarettes/day.

Colombia
n %o
7 119
26 441
26 441

Indirect estimation was made using bone loss as a function of age at the most affected tooth or case presentation (radiographic bone loss (RBL) expressed as percentage of root length divided by the age of

(between countries?)
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Table S2. Clinical characteristics of the selected sites for subgingival sampling.

Health and Gingivitis Periodontitis I-II Periodontitis III-IV
r r P
n Mean (SD) n Mean (SD) n Mean (SD)
value? value? value*
Spain 30 2.79 (0.39) 30 4.43 (0.69) 30 6.10 (1.29)
PD (mm) 0.271 0.203 0.280
Colombia 18 266 (0.33) 23 4.71(0.91) 36 5.79 (1.01)
Spain 30 0 30 4.09 (0.31) 30 6.47 (1.31)
CAL (mm) 1.000 0.411 0.824
Colombia 18 0 23 3.92 (1.05) 36 6.39 (1.52)
Spain 30 36.66 (40.86) 30 87.50 (21.52) 30 95.00 (13.77)
BoP (%) 0.060 0.111 0.158
Colombia 18 15.27 (29.87) 23 95.65 (12.27) 36 98.61 (5.80)
Spain 30 55.00 (32.43) 30 80.00 (28.16) 30 93.33 (15.99)
PII (%) <0.001 0.126 0.070
Colombia 18 9.72 (22.91) 23 91.30 (23.36) 36 98.61 (5.80)

Probing depth (PD); clinical attachment level (CAL); bleeding on probing (BoP); plaque index (PII). SD, standard deviation; n, number of patients.

2, Student t test.
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Table S3. Mean and standard deviation (SD) and median and interquartile range (IR) of counts (log transformed), proportions and frequencies of detection of

target bacterial species according to country, in periodontitis in stages I-II patients. Counts and proportions were calculated considering all samples.

Periodontitis I-I1

Counts* Proportions* Frequency®
Country P P 14
n Mean (SD) Median (IR) n Mean (SD) Median (IR) n (%)
value value value
Porphyromonas gingivalis Spain 30 5.07 (1.20) 5.05(0.92) 30 13.89 (18.78) 7.27 (14.33) 29 (96.7)
0.161 0.068 <0.001
Colombia 23 2.95(3.22) 0.00 (6.26) 23 15.45 (23.32) 0.00 (36.00) 11 (47.8)
Prevotella intermedia Spain 30 4.15(1.41) 4.32(1.57) 30 2.32 (4.16) 0.82 (2.34) 28(93.3)
0.238 0.189 0.014
Colombia 23 3.70 (2.79) 5.30 (5.78) 23 8.43 (11.19) 5.06 (12.50) 15 (65.2)
Tannerella forsythia Spain 30 1.39(2.18) 0.00 (4.30) 30 0.39 (0.79) 0.00 (0.67) 9 (30.0)
0.184 0.251 0.487
Colombia 23 2.15 (2.76) 0.00 (5.26) 23 1.54 (2.58) 0.00 (2.86) 9(39.1)
Parvimonas micra Spain 30 0.32(1.22) 0.00 (0.00) 30 0.49 (2.64) 0.00 (0.00) 2(67)
0.001 0.002 0.002
Colombia 23 2.32(2.73) 0.00 (5.30) 23 2.96 (5.23) 0.00 (4.69) 10 (43.5)
Fusobacterium nucleatum Spain 30 4.21(1.75) 4.69 (0.98) 30 2.52 (2.86) 1.99 (3.02) 26 (86.7)
0.008 0.004 0.687
Colombia 23 4.94 (1.68) 5.34(1.12) 23 7.46 (6.85) 6.69 (9.70) 21(91.3)
Campylobacter rectus Spain 30 0.35 (1.36) 0.00 (0.00) 30 0.94 (4.54) 0.00 (0.00) 2(67)
0.211 0.211 0.499
Colombia 23 0 0 23 0 0 0(0.0)
Eikenella corrodens Spain 30 0.66 (1.51) 0.00 (0.00) 30 0.14 (0.48) 0.00 (0.00) 5(16.7)
0.042 0.042 0.061
Colombia 23 0 0 23 0 0 0(0.0)
Capnocytophaga spp. Spain 30 0.78 (1.80) 0.00 (0.00) 30 0.13 (0.36) 0.00 (0.00) 5 (16.7)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 23 4.85(2.02) 5.47 (1.30) 23 11.21 (15.02) 6.12 (11.97) 20 (87.0)
Actinomyces odontolyticus  Spain 30 0 0 30 0 0 0(0.0)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 23 4.94 (2.07) 5.63 (1.34) 23 13.42 (11.32) 13.86 (16.80) 20 (87.0)

n, number of patients; n (%), number and percentage of positive samples. 2, Mann-Whitney test. », Chi-square test.
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Table S4. Mean and standard deviation (SD) and median and interquartile range (IR) of counts (log transformed), proportions and frequencies of detection of

target bacterial species according to country, in periodontitis in stages III-IV patients. Counts and proportions were calculated considering all samples.

Periodontitis III-IV

Counts* Proportions* Frequency®
Country . ? ) ? v
n Mean (SD) Median (IR) n Mean (SD) Median (IR) n (%)
value value value
Porphyromonas gingivalis Spain 30 5.34 (1.94) 5.97 (1.34) 30 18.27 (17.98) 13.72 (25.91) 27 (90.0)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 36 1.74 (2.69) 0.00 (5.00) 36 3.63 (7.38) 0.00 (3.70) 11 (30.6)
Prevotella intermedia Spain 30 4.27 (2.09) 5.00 (1.99) 30 5.09 (8.45) 1.65 (3.84) 25 (83.3)
0.736 0.263 0.410
Colombia 36 4.09 (2.48) 5.20 (4.83) 36 8.87 (11.36) 3.53 (13.90) 27 (75.0)
Tannerella forsythia Spain 30 2.11(2.48) 0.00 (4.68) 30 0.80 (1.73) 0.00 (0.89) 13 (43.3)
0515 0.638 0.283
Colombia 36 1.60 (2.47) 0.00 (4.94) 36 0.94 (1.81) 0.00 (1.21) 11 (30.6)
Parvimonas micra Spain 30 0.48 (1.48) 0.00 (0.00) 30 0.09 (0.37) 0.00 (0.00) 3(10.0)
0.885 0.772 1.000
Colombia 36 0.56 (1.63) 0.00 (0.00) 36 0.97 (3.39) 0.00 (0.00) 4(111)
Fusobacterium nucleatum Spain 30 4.25 (1.69) 4.77 (1.00) 30 1.68 (1.63) 0.99 (2.30) 27 (90.0)
0.012 <0.001 0.719
Colombia 36 4.79 (2.07) 5.42 (1.29) 36 13.72 (16.47) 8.76 (21.59) 31(86.1)
Campylobacter rectus Spain 30 0.45 (1.37) 0.00 (0.00) 30 0.17 (0.54) 0.00 (0.00) 3(10.0)
0.054 0.054 0.089
Colombia 36 0 0 36 0 0 0(0.0)
Eikenella corrodens Spain 30 0.68 (1.79) 0.00 (0.00) 30 0.35 (1.18) 0.00 (0.00) 4(13.3)
0.296 0.326 0.399
Colombia 36 0.30 (1.27) 0.00 (0.00) 36 0.53 (2.28) 0.00 (0.00) 2(5.6)
Capnocytophaga spp. Spain 30 1.02 (1.90) 0.00 (0.90) 30 0.10 (0.20) 0.00 (0.05) 7(23.3)
<0.001 <0.001 0.001
Colombia 36 3.39 (2.65) 5.00 (5.42) 36 7.51(14.42) 1.71 (8.54) 23 (63.9)
Actinomyces odontolyticus  Spain 30 0 0 30 0 0 0(0.0)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 36 5.31(1.52) 5.60 (1.52) 36 19.23 (20.17) 11.40 (26.99) 34 (94.4)

n, number of patients; n (%), number and percentage of positive samples. 3, Mann-Whitney test. b, Chi-square test.
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Table S5. Mean and standard deviation (SD) and median and interquartile range (IR) of counts (log transformed), proportions and frequencies of detection of

target bacterial species, according to country, in health and gingivitis subjects. Counts and proportions were calculated considering all samples.

Health and Gingivitis
Counts* Proportions® Frequency®
Country ) v ) r ?
n Mean (SD) Median (IR) n Mean (SD) Median (IR) n (%)
value value value
Porphyromonas gingivalis Spain 30 2.62 (2.61) 3.29 (5.42) 30 7.67 (14.42) 0.43 (10.28) 16 (53.3)
0.444 0.178 0.178
Colombia 18 1.88 (2.76) 0.00 (5.63) 18 2.90 (6.56) 0.00 (2.28) 6(33.3)
Prevotella intermedia Spain 30 226 (2.24) 2.23 (4.00) 30 2.05 (5.55) 0.03 (0.72) 17 (56.7)
<0.001 <0.001 0.001
Colombia 18 5.68 (0.81) 5.77 (1.18) 18 11.47 (9.64) 7.61 (12.89 18 (100. 0)
Tarnerella forsythia Spain 30 0.72 (1.65) 0.00 (0.00) 30 052 (2.12) 0.00 (0.00) 5(16.7)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 18 5.03 (1.92) 5.77 (0.88) 18 9.38 (8.94) 6.75 (12.74) 16 (88.9)
Parvimonas micra Spain 30 0.45 (1.41) 0.00 (0.00) 30 0.24 (0.79) 0.00 (0.00) 3(10.0)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 18 3.97 (2.59) 5.26 (5.79) 18 5.84 (9.33) 3.35 (5.89) 13 (72.2)
Fusobacterium nucleatum  Spain 30 4,03 (1.29) 425 (1.03) 30 354 (3.63) 2.39 (3.40) 28 (93.3)
<0.001 0.443 0.521
Colombia 18 5.23 (0.65) 5.25 (0.91) 18 3.78 (2.99) 2.73 (5.05) 18 (100)
Campylobacter rectus Spain 30 0.37 (1.14) 0.00 (0.00) 30 0.29 (1.11) 0.00 (0.00) 3(10.0)
0.171 0.171 0.282
Colombia 18 0 0 18 0 0 0(0.0)
Eikenella corrodens Spain 30 0.64 (1.31) 0.00 (0.00) 30 0.08 (0.23) 0.00 (0.00) 6 (20.0)
0.134 0.138 0.325
Colombia 18 1.69 (2.49) 0.00 (4.68) 18 0.80 (1.37) 0.00 (1.51) 6(33.3)
Capnocytophaga spp. Spain 30 0.42 (1.28) 0.00 (0.00) 30 0.23 (1.02) 0.00 (0.00) 3(10.0)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 18 5.59 (0.49) 5.59 (0.78) 18 8.42 (8.00) 5.06 (7.39) 18 (100.0)
Actinomyces odontolyticus  Spain 30 0 0 30 0 0 0(0.00)
<0.001 <0.001 <0.001
Colombia 18 5.97 (0.60) 5.99 (0.95) 18 1854 (10.23) 2121 (15.54) 18 (100.0)

n, number of patients; n (%), number and percentage of positive samples. ¢, Mann-Whitney test. », Chi-square test.
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