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La obtencion de muestras de saliva para el presstielio se llevd a cabo durante el

trabajo de campo del estudio epidemiolégico dedsaital de los escolares de la

Comunidad Valenciana en el afio 2010. La realizad@nste estudio ha sido financiada

mediante los proyectos:

Convocatoria de ayudas para proyectos de invegiig@n programas de salud,
prevencion y prediccion de la enfermedad, convaeaa la Orden de 21 de
diciembre de 2009, de la Conselleria de Sanitat GBOnum. 6175, de
30.12.2009) y adjudicadas por la resolucién, de essmo organismo, de 5 de
julio de 2010 (DOGV num. 6319, de 27.07.201).

Ayudas de la Universitat de Valencia-VicerectoraidoInvestigacion: Estudio
Epidemiolégico de Salud Bucodental en la Pobla&iéoolar de la Comunidad
Valenciana 2010: (UV-INV-AE11-40221) Investigadoringipal Dr. José

Manuel Almerich Silla.

El presente estudio ha sido financiado por la RicgtGeneral de Salud Publica
de la Conselleria de Sanitat de la Generalitat a#ama, con la concesion del
proyecto de investigacion “ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO ED SALUD
BUCODENTAL EN LA POBLACION ESCOLAR DE LA COMUNIDAD
VALENCIANA — 2010” (016/2010). Investigador pringp Dr. José Manuel
Almerich Silla.
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1.- INTRODUCCION

Caries y enfermedades periodontales son las dadog&ts orales con mayor
prevalencia. Existen una serie de consideraciosgsce&les a tener en cuenta al hablar

de estas enfermedades.

Guardan una fuerte relacion con la edad, pues adoesumenta la intensidad y

la prevalencia.
- Existen en todas las poblaciones, variando soravedad y prevalencia.

- Una de las enfermedades, la caries dental, eseigible y por ello la
informacion sobre el estado actual proporciona -dato solo respecto a la

importancia de la enfermedad existente sino taméi@renfermedad anterior.

- Existe amplia documentacion sobre la variacion ake gerfiles de la caries
dental en grupos de poblacién de distintos nivedesioeconémicos y

condiciones ambientales.

- Se efectian numerosas observaciones con medicmmewlizadas para cada
sujeto, esto es, para cada diente (0 sus respeciiygerficies) en el caso de la

caries y para los seis sextantes de la boca emlaaeion periodontal.

Los importantes cambios de politica sanitaria dadsdental, principalmente
orientados a la poblacion infantil, obligan a prafizar en el conocimiento del estado
de salud de las enfermedades orales.

Ademas, debido al fuerte fenémeno de la inmigragide se ha dado en nuestro
pais en los ultimos afios y también en la Comunidaédnciana es necesario realizar
encuestas de salud oral ya que muchos de los iaméy proceden de paises con altos
indices de caries y un estado periodontal defieidrd caries dental es una enfermedad
gue presentaba una tendencia a disminuir en nupaig Pero, ante la llegada de
poblacion inmigrante se ha observado una variag@ios indices de caries e indices
periodontales. Ello implica cambios importantesekastado de salud de la poblacion y
hace que sea necesario evaluarlos para poder attepsrvicios de salud a esta nueva
situacion.

13
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1.1.- ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las encuestas sobre salud bucodental en una deselanpoblacion tienen por
objetivo recoger los datos sobre salud bucodentedoesidades de tratamiento, datos
imprescindibles para la planificacion y gestiériageprogramas de cuidados orales.
Tienen como funcidn basica proporcionar una ideacderjunto sobre salud y
necesidades de tratamiento poblacional con eldiwigilar la evolucién de las tasas de
morbilidad. Nos permiten conocer:

- La medida en que los servicios odontolégicos temtes responden a las
necesidades de la poblacion.

- Los recursos necesarios para implantar, mantemementar o reducir los
programas de salud bucodental, estimando las wWeckes cuantitativas y el tipo de
personal requerido.

La epidemiologia es el estudio de la distribucidation) y determinantes (factores) de
estados o eventos relacionados con la salud deabiacion humana determinada y la
aplicacion de los hallazgos para el control de dosblemas de salud. Se trata, en

definitiva, de monitorizar las tendencias en eh@stde salud de la poblacion estudiada.

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) recométadrealizacion de las encuestas
de salud oral periddicas con objeto de monitori@aarvolucion del nivel de salud oral
de las poblaciones y analizar los cambios ocurriib€onsejo General de Dentistas de
Espafia ha organizado y financiado las ultimas émesuestas de este tipo a nivel
nacional, en 1993, 2000 y 2005. Anteriormente abzaron otras encuestas nacionales
en 1971, 1983 y 1990. En la Comunidad Valencian@aserealizado hasta el momento
encuestas en los afos 1986, 1991, 1998 y 2004.

Los estudios epidemiolégicos de salud bucodental escolares constituyen un
instrumento basico en la planificacion de los paogas de prevencion y de asistencia
dental. Conocer la evolucién de la salud oral infantil ierescindible para poder
valorar la eficacia de medidas adoptadas y quéasuaportaciones deben realizarse en

los programas de salud bucodental.
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Por otro lado los importantes avances en diagrsiicetiologia bacteriana mediante
técnicas de PCR nos han abierto puertas para codgréa etiologia multifactorial de
la enfermedad. La presencia de las bacteBeptococcus MutangéS. Mutans) y
Streptococcus SobrinugéS. Sobrinus) es considerada como los principateEntes
etiologicos en la enfermedad de la caries dentaprievencion de la caries actualmente
requiere un nuevo enfoque, consistente en deternusandividuos de alto riesgo, en
los cuales las medidas clasicas de prevencion @nuso de fluoruros, medidas de

higiene dental y dietéticas, selladores de fiswgtrsse han mostrado ineficaces.

Dentro del génerdMiutans Streptococcse encuentran dos especi€treptococcus
mutans (serotipos ¢, e y f) yBtreptococcus sobrinugerotipos d y g), fuertemente
implicados en el inicio de la caries dental en huwsa Recientes estudios
epidemiolégicos han mostrado que la prevalenci&tieptococcus sobrinuse haya
mas fuertemente asociada a una alta actividad descque Streptococcus mutans
(Hirose et all, 1993; Okada et al, 2002, 2005). Ralo ello se considera que la
determinacion de estas dos especies en la infemorana podria ser importante en la

prediccion y prevencion de la caries dental.

Se ha demostrado que las muestras de saliva paedegpresentativas de la microbiota
existente en placa dental y de la tendencia a mdlsardiversas enfermedades orales
(Sakamoto et al. 2003, Paju et al. 2009). Por &lpresencia d8treptococcus mutans
y Streptococcus sobrinten muestras de saliva puede ser indicativa deolaapilidad

de desarrollar caries. Igualmente, la detecciéotdetipo de bacterias cariogénicas que
pueden estar asociadas al desarrollo de la cakees €t al, 2008) o la deteccion de
bacterias periodontopatdogenas en estas muestrds pelede gran utilidad en el ambito
preventivo y diagnéstico. Por ello, nuestro grup®m idvestigacion desarrolld, en
muestras de saliva, la aplicacion de PCR (Polireef@sain Reaction-Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) del gen rRNA-16S con adapgs de pirosecuenciacion para
la secuenciacion masiva de alto rendimiento. Urmegtuvo el protocolo a punto, se
analizaron muestras de saliva para la determinat@da diversidad bacteriana total en
dichas muestras, teniendo por tanto acceso a iafaém sobre la presencia de todas las
bacterias con potencial cariogénico y periodontogetico, entre otros.

15
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1.2.- REVISION BIBIOGRAFICA

1.2.1. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DE SALUD BUCODENTEALESPANA

El primer estudio sobre prevalencia de enfermedhadeales realizado en Espafia, y de
ambito nacional, fue realizado en 1969 por Gimea&@dnde y publicado en 1971. Su
utilidad comparativa es limitada ya que los estsidjoe se han realizado posteriormente

han utilizado una metodologia diagndstica difer¢@ieneno de Sande, 1971).

En el afio 1983 se realiz6 un segundo estudio detamécional. EI Ministerio de
Sanidad y Consumo encargé a la OMS un informe dalsalud bucodental en nuestro

pais. Los resultados de la encuesta nacional adalifieron publicados por Cuenca.

En 1990, Sicilia y cols., publicaron el tercer egtunacional, con trabajo de campo

realizado en 1987.

Noguerol y cols, en 1993 realizaron el trabajo a®mo del cuarto estudio publicado en
1995 (Noguerol, 1995). En 2000 (Llodra, 2000) s#diza el quinto estudip el Gltimo
estudio de ambito nacionabrresponde al afio 2005 (Bravo, 2006), ambos sshiiz
por Bravo y cols., para comparar los resultados losnobtenidos en las anteriores
encuestas de 1993 y 2000 (Bravo-Pérez, 2006).

Cabe destacar que desde el estudio realizado € [89criterios de disefio, tamarfo
muestral y la preparacion de los exploradoresdidm totalmente idénticos con el fin

de facilitar la comparacion de los resultados abten

1.2.2. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DE SALUD BUCODENTAN LA
COMUNIDAD VALENCIANA

El primer estudio realizado en la Comunidad Valenaise realizo en el afio 1986 para

establecer la linea base de partida de la saluo-therctal antes de instaurar el Plan de

Salud Buco-dental.
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El segundo estudio se lleva a cabo en 1991 (ESBUDe®&nN el fin de determinar la
prevalencia y el grado de intensidad de la caristal, el nivel de higiene y las
necesidades de tratamiento en la poblacion infdatibs municipios seleccionados. Por
otra parte, también sirvio de base para el estddiwiabilidad de la localizacion de

futuras plantas de fluoracion de las aguas potables

En 1998 se realiza el tercer estudio epidemiol6ga@ evaluar la situacion de la
poblacion diana del programa de salud buco-dentallgrar las medidas desarrolladas
hasta el momento y adaptar las medidas preventidagpromocion de la salud. En este
estudio se vio que los indices de salud bucodesgasituaban en niveles bajos vy
similares a los de otras comunidades (Almerich9199

El dltimo estudio realizado, se corresponde al 20@4 en el que se evalua la salud
bucodental de los escolares de la Comunidad Vaeag se valora su evolucion en el
periodo 1998-2004.

1.2.3. ENFERMEDADES PERIODONTALES Y CARIES.

Las dos patologias méas prevalentes y habitualés @vidad oral son la enfermedad de
caries y el grupo de enfermedades periodontalagi(gfis y periodontitis).

La caries continua situandose en Espafna entreffasmedades mas prevalentes. Pese a
esta alta prevalencia, el indice CAO. D a los 1@sase sitla en niveles muy bajos,
segun la clasificacién de la OMS, habiéndose candegdisminuir la gravedad de la
patologia en las edades infantiles, situando aftaspdentro del grupo minoritario de

paises con indice CAO.D muy bajo (1.33).

ICAO.D 12 afios Nivel de severidad
0-1.1 Muy bajo
1.2-26 Bajo
27-44 Moderado
45-6.5 Alto
>6.5 Muy alto

17
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Tabla 1: Criterio OMS para clasificar la severided CAO.D a los 12 afios

1.3.- CARIES DENTAL

La caries es una enfermedad infecciosa que se igsdaifpor la desmineralizacion de
los tejidos dentarios (lesion de caries) debidosadtaques acidos producidos por el
metabolismo bacteriano (bajadas del pH bucal). tA esfermedad se le atribuye una
etiologia multifactorial. Segun el esquema clasie Keyes (1960), los elementos
basicos que intervienen en el proceso de carieslapraracteristicas del individuo, la
placa bacteriana cariogénica (biofilm), y el sustgaresente en el medio bucal (dieta,
saliva, etc.) en el tiempo para ejercer la enfeadedl conjunto de estos elementos
forma un sistema que debe mantenerse equilibragleeyal desequilibrarse, determina
la aparicion de la caries dent&ke inicia con una desmineralizacion del tejido aent

reversible en sus estadios iniciales, que puedeopan su destruccion con la

consecuente aparicion de la lesion de caries.

Una tendencia actual para entender el desarrolltadmries es la expresada en la
hipotesis ecolégica de la placa dental, que impiea la enfermedad es consecuencia
de cambios en el equilibrio de la microflora ordidente en la placa dental. Bacterias
potencialmente cariogénicas pueden estar presentgacientes sanos, pero sin niveles
clinicos relevantes. De vez en cuando, un camistasaial en el habitat puede causar
un desajuste en los mecanismos homeostaticos nanas) alterando el equilibrio de la
microflora residente habitual. Consecuentementg,unacambio hacia una comunidad
dominada por bacterias gram positivas con propesiadidogénicas (pueden absorber
y metabolizar carbohidratos, con la produccion oamtante de acido lactico) que
erosionan la dentina, y acido-tolerantes (c@nmutany S. sobrinusque son capaces
de habitar en medios acidos), provocando un desaiph y por lo tanto mas nichos
para microorganismos cariogénicos, que inicialmemtdiferan pero posteriormente,

reducen la complejidad de la comunidad microbiankaglaca dental (Jiang, 2010) .

Estudios recientes basados en el andlisis del Didétebano han confirmado la
asociacion des. Mutansy Lactobacilluscon la caries dental en la poblacion infantil,
aungue estas especies no son suficientes paraaxgdos los casos de caries. No se

conocen las caracteristicas de las comunidadesrlzazs en condiciones de salud,

18
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incluida la importancia de las especies que praducempuestos basicos que
disminuyen el ph y especies que metabolizan ebdéictico en acidos con menor pka
(Gross y cols, 2010).

En un estudio realizado por Gross y cols (2010hatodo muestras de placa dental de
esmalte sano en pacientes sin caries (18 indivjdyossmalte sano, mancha blanca,
lesiones cavitadas y dentina careada de pacieatesaries dental (21 individuos) se
observé que la diversidad bacteriana disminuia @didaeque la caries progresaba desde
las zonas sanas a lesiones cavitadas y mas prefend#dentina. La microbiota varia de
unos individuos a otros a medida que la cariesrpsag algunos presentan elevados
niveles deLactobacillus otrosS. mutansotros ambos y en algunos, ninguno de los dos
tipos. Los niveles d&. Mutanseran elevados en muchos sujetos sanos, coincaiend
con otros estudios que han demostrado la baja iGspled de S. Mutanscomo
predictor de caries. El porcentaje S§eMutansera mayor en los biofilm de la mancha
blanca, incluso mayor que en la lesiones cavitddagye correlaciona su papel clave
reconocido en la etiologia de la caries. No obstastis niveles eran menores en
lesiones en dentina que en lesiones cavitadasasHesiones de mancha blanca, Becker
y cols (2002) observaron elevados niveles en placgal deActinomyces gerencseriae

y A. viscosussugiriendo su papel iniciador de la lesion cajos Aas y cols (2008)
observaron adem&treptococcus no-mutams estadios iniciales de la caries. Por otro
lado, las especies deactobacillusmas comunmente aisladas en el estudio de Gross
(2010) fuerorL gasseri-L.johnsoniy L.casei-L.paracaselos niveles dé.actobacillus
incrementaban a medida que la caries progresaluaraeterizan por ser acidogénicas-
acidouricas y se encuentran solo en pacientes aaesc raramente en zonas sanas de
estos pacientes, lo que indica su papel en la gsagr de la caries. En cambio, en
lesiones cavitadas, los niveles tantoSlemmutanscomo delLactobacillusaumentan; y
para muchos individuos, en dentina, los niveleSaeutansgdisminuyen mientras que
los deLactobacillusaumentan. Una explicacion de este fenOmeno seridapdébil
adherencia de lofactobacillus los cuales dependen d&&mutansy otras especies
productoras de acido para iniciar la caries qusuesicho ideal. Becker y cols (2002)
observaronBifidobacteriumen lesiones cavitadas y profundas en dentina ceimo
patdgeno mas numeroso, proponiendo su papel eandaegion de la caries. Aas y cols
(2008) observaron en lesiones bancas y dentingleaados niveles d&. parasanguinis

y S.salivariusen ambas denticiones; y en lesiones profundadeatina dominaban
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S.mutans, Lactobacillus spp., Propionobacterium &MA 5 y Atopobium
genomospecies Cdn denticion permanente y en denticién tempdiicobacterium
spp. También se ha observado que los lactobacillugtigmopiedades antimicrobianas
que pueden inhibir el crecimiento 8e mutans(Simark-Mattson y cols, 2007; Strahinic
y cols, 2007).

Existen otras especies productoras de acido laeticmedios con pH bajo y han sido
observados elevados niveles de especies producterasido en el estudio de Gross y
cols (2010), comaSelenomonas, Neisseria Streptococcus mitislos cuales suele
aparecer en aquellos individuos donde no se obsémaetobacillusni Smutans. Las
implicaciones cariogénicas de estas especies deisseriaes capaz de metabolizar
glucosa, producir acidos organicos y utilizar add@dico, estas actividades dependen
de las condiciones de crecimiengelenomonasstan implicadas en caries radiculares
de pacientes ancianos y caries coronales de pesigienes, son capaces de fermentar
glucosa vy utilizar acido lactico, sugiriendo su glapn la progresion de la caries;
Streptococcus mitipuede producir amoniaco e incrementar el pH, sgraaes de
producir acido rapidamente incluso a bajo pH, l@ gleterminaria su papel en la

enfermedad, aunque elevados niveleS aeitisestan relacionados con estados de salud.

Otras especies menos frecuentemente asociadaa canids dental sovieillonella, la
cual no se encontré relacion significativa consthdo de caries en el estudio de Gross
(2010), pero esta asociada con caries en poblaofantil y en combinacién con
S.mutansy V.alcalescensproducen mas acido que otras especies por si; splas
PropionobacteriumFMAS5 que se observd solamente en lesiones avasizpd@de
metabolizar azUcares y su sustrato preferido ésctlto, aunque se encontré en bajos
niveles. Estas dos especies incrementan la praifuabe acido por otras especies
cuando estan presentes. La ultima especie relatdcing Campylobacterque al igual
queVeillonellay Propionobacteriumutiliza acidos organicos como fuente de energia 'y
contribuye en la caries como sumidero de &cido.akKary cols (2010) también
encontraron relacion entkéillonellay Granulicatella elegangn un estudio realizado

en niflos sanos y con caries severas.

Se ha sugerido la existencia de bacterias asoc#édalsid o protectoras de la caries, ya

que sus niveles disminuyen a medida que la caregrgsa. Algunas de éstas son

20



1. INTRODUCCION

Streptococcus mitis-S.pneumoniae-S.infantis, Chaeterium matruchotii,
Streptococcus gordonii, Streptococcus cristatus, pridaytophaga gingivalis,
Eubacterium IR009, Campylobacter rectyd_achnospiraceae sp C{Gross, 2010).
Kanasi y cols (2010) observaron que la microbiotalas nifios sin caries estaba
asociada con elevadas proporcione€dgingivalis, Abiotrophia defectiva, s. critatus,
S. sanguinig/ Lachnospiraceae spdOT-100 clones; asi como la colonizacién for
sanguinisprevio aS.mutanssupone un retraso en la infeccion @mutansy en la

deteccion de caries.

En la actualidad no existe duda sobre los efecwmseficiosos del flhor para la
prevencion de la caries dental. Cuando el fludnadka presente en la saliva y la placa,
tiene un efecto bactericida a altas concentracjafesto de aumento de resistencia del
diente ante el ataque acido y efecto remineralizgde permite frenar las reacciones de
desmineralizacion que se producen en la supedigieesmalte y, ademas, acelerar la
remineralizacion de las pequefas lesiones incggene caries. Las reacciones de
desmineralizacion/ remineralizacion se sucederoded continua en la superficie del
esmalte. Cuando la fase de desmineralizacion deng@ excesivamente y de forma
repetitiva por la concurrencia de otros factoresielsgo o por el fallo de mecanismos
de defensa aparece la lesion de caries.

Por otra parte, el papel de la dieta como faciolégfico de la caries dental ha quedado
bien establecido y la evidencia acerca del papaiotsumo frecuente de hidratos de
carbono simples es concluyente. Los hidratos dboocar y mas especialmente los
azucares, interaccionan con la placa bacteriana sitesmalte dental y se produce la
liberacion de &acidos que desmineralizan el esmdiatario al provocar una
disminucién brusca del pH normal de la saliva. ladisnentos con mas potencial
cariogénico son los que contienen azlcares refinpdgajosos, teniendo en cuenta, que
la frecuencia de la ingesta es mas determinantelajwantidad, sobre todo si se
consumen entre comidas tal y como se observé estetlio de Vipeholm en 1954.
Cabe mencionar el efecto cariogénico de las beb&fasscantes y algunos zumos de
fruta que bebidos con mucha frecuencia y sin estampafiados de medidas higiénicas
adecuadas pueden facilitar la aparicion de lesiateearies. Debido al papel que
ejercen los azucares en el desarrollo de la cdeietal se ha sugerido recientemente, un

cambio en la cantidad de azucares extrinsecoppewanir la caries. De esta manera se
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establecio la cantidad de 60 gramos por persoria pata adolescentes y adultos y de
30 gramos para niflos y preescolares sin excedefremancia de consumo de 4 veces

al dia.

Asi pues, ademas del mantenimiento de una adecsalda oral, las medidas
preventivas van dirigidas también, por una pantenaineralizar el esmalte a través del
fldor y por otra a disminuir la ingesta de alimentzucarados regulando los habitos

dietéticos.

1.3.1. DATOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE LA CARIES DENTAL

Si se analizan los datos de las ultimas encuestagonales, con respecto a la
prevalencia de caries en denticion temporal, fmascson totalmente superponibles para
las tres encuestas de 1993, 2000 y 2005 en el gieipe6 afios de edad (38% en 1993,
33% en 2000 y 36% en 2005). En relacién a la peendh de caries en denticion
permanente y para todas las cohortes etarias,iffas de las dos ultimas encuestas
nacionales (2000 y 2005) son superponibles. Eredagles infantiles y referido a la
denticion permanente, se produjo una disminuciopomante de la prevalencia de
caries, pasando del 68% (1993) al 43% en el afi6.2BMb indica que en tan solo 7
afos la prevalencia de caries en denticion perntarenlas cohortes infanto-juveniles
se ha reducido muy considerablemente. Actualmestéecdra esta estabilizada en torno
al 47% en el grupo de 12 afios. La situacion essimyar para el grupo de 15 afios. El
cao.d a los 5-6 afios en el periodo 1993-2005 stthikzado en valores comprendidos
entre 0,97- 1,23 sin que existan diferencias diatif/as entre los valores. EI CAO.D
actual a los 12 afios (1,33) nos sitla en nivelgss luke caries segun los criterios de la
OMS, mientras que el indice de la encuesta del 200@) nos situaba en niveles muy
bajos. Por lo tanto, después de una reducciénndée CAO.D a los 12 afios en el
periodo 1993-2000, en este ultimo periodo analizé2{@00-2005) asistimos a una
estabilizacion del CAO.D, situando a Espafa emuelos paises que han alcanzado un
CAOD cercano al valor 1. En todos los demas grupmsedad se asiste al mismo
fendmeno: disminucion en el intervalo 1993-200Gstakilizacion en el periodo 2000-
2005.
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En conclusion, en el periodo 2000-2005 se ha pidduma estabilizacion de la caries
en todas las edades analizadas. Los esfuerzos frdatcaries dental deben continuar
dirigiéndose a la prevencion y tratamiento en tedes infanto-juveniles. Las politicas

desarrolladas en numerosas Comunidades Autonomasvesa linea de actuacion.

Estudios Prevalencia caries Prevalencia de
_ Edad | ICAO.D Ico.d _
nacionales permanente caries temporal
_ 5-6 0.04 3,10% 1.02 37,97%
Estudio 1993
12 2.32 68,33%
_ 5-6 0.07 3, 7% 1.06 33,3%
Estudio 2000
12 1.12 43,3%
5-6 0.04 3,5% 1.23 36,3%
Estudio 2005
12 1.33 47 2%

Tabla 2: Resultados de las Ultimas encuestas dd sationales.

Si analizamos los ultimos datos obtenidos en la@udad Valenciana observamos que
la prevalencia de caries en denticion temporalsa6lafios en 2004 se mantiene en
niveles similares a los obtenidos en 1998 (32,2982y8% respectivamente). En
denticion permanente, la prevalencia de cariessalb afios disminuye ligeramente
(42,5% y 45,9%), y a la edad de 15-16 afios se whse@ clara mejoria ya que se pasa
de un 55,9% en 1998 a un 55,9 en 2004. Para lacientemporal estos datos son
superponibles a los obtenidos en la encuesta redcd®l afilo 2000 (prevalencia de
caries en denticion temporal a los 6 afios del 38,8% los observados en el estudio de
Navarra 2002 (35,4%). El indice co.d a los 6 afeopdsado de 1.0 en 1998 a 1.08 en
2004, este pequefio ascenso también se reflej6 earida2002 y se atribuye a la
influencia de la poblacion inmigrante. En cuanta denticion permanente, a la edad de
12 afios la prevalencia de caries también es simi@iobservada en Espafia 2000 y a la
de Navarra en 2002. La marcada tendencia descendeiniCAO.D a los 12 afios se ha
frenado en el periodo 1998-2004 donde el indiceapee ha movido, pasando de 1.08
a 1.07. En el ultimo estudio realizado en Canaga®006 la prevalencia de caries en
denticion permanente fue de 51,9% a los 12 afokyg &4 afios de 56,5% y el indice
CAOQO.D obtuvo una cifra de de 1.51 a los 12 afiosl® 2 los 14 afios. El efecto de la
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inmigracion en los indices de caries en la dentipérmanente es capaz de elevar entre
una y dos décimas los indices CAO.D a la edad dg 12 afos, debido a los altos

indices que presentan a pesar de representarebti®bo de la muestra total.

Estudios C. Prevalencia caries Prevalencia
_ Edad | ICAO.D Ico.d _
Valenciana permanentes caries temporales
6 0.32 12,9% 1.80 52,1%
1986
12 2.53 70,2% 0.34 18,2%
0.02- 0.22-
6 0%-24,33% 10%-43,9%
0.26 2.00
1991
0.75- 0.14-
12 37,78%-80,36% 6,9%-23,21%
2.85 0.41
6 0.06 5% 1.00 32,8%
1998
12 1.08 45,91% 0.25 14,01%
6 0.053 3, 7% 1.08 32,2%
2004
12 1.07 42 5% 0.19 11,5%

Tabla 3: Resultados de las encuestas realizadas@Gamunidad Valenciana.

1.3.2- CARIES y PIROSECUENCIACION

La caries dental es una de las enfermedades masesran los nifios. Esta enfermedad
se desarrolla tanto en la corona dental como emila de los dientes, y puede
desarrollarse de forma agresiva afectando loseBgmtimarios en niflos y neonatos. El
riesgo de caries incluye factores fisicos, biolégjcambientales, comportamentales, y
de estilo de vida tales como numero elevado deebastcariogénicas, flujo salival
inadecuado, insuficiente exposicion al flaor, pobhéyiene oral, métodos de
alimentacion inadecuados, y pobreza. La placa Hamtacomplejo biofilm microbiano

altamente organizado y estructurado, es impreddegara la formacion de caries
dental.

Existen tres hipotesis sobre la etiologia de laesadental: hipétesis especifica de la

placa dental, hipbtesis no especifica de la placdad] e hipotesis ecoldgica de la placa.
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Varios estudios han demostrado que la caries denéale ser causada por comunidades

microbianas altamente patogénicas mas que un atggno.

La familia Mutans StreptococdfStreptococcus mutansStreptococcus sobrinugstan
intimamente relacionados con el desarrollo de tesalental en el ser humano. Estas
bacterias son los patégenos mas comunmente aisldelolR placa dental y su
prevalencia ha sido demostrada en varios estudimemioldgicos (Hamada y cols,
1980; Whiley y cols, 1998).

Los primeros métodos de diferenciacion entre esgpecies cariogénicas se han basado
en su morfologia de colonizacion en mitis-salivariMS) o Agar MS-Bacitracina. Sin
embargo, este método convencional es, a vecesedmpr ademas de que consume
mucho tiempo y es laborioso. Por otro lado, ha sidmostrado que el medio MS-
bacitracina inhibe el crecimiento @&treptococcus sobrinugvoreciendo la extension
en éste delStreptococcus mutand?or ello, es de gran importancia distinguir la
presencia de estas dos especies de forma separadeopseguir diagnostico preciso y

una prevencion efectiva de la caries dental enifuss.

Varios métodos han sido descritos para la detec®#dns patégenos orales, incluyendo
microscopia  directa, cultivos, tests enzimaticos,nsagos enzimaticos

inmunoabsorbentes y pruebas de ADN especificaspbries.

Actualmente, es aceptado que la metodologia de &CRBn medio mas sensible de
deteccion de las bacterias propuestas, al compa@e las técnicas de cultivo
convencionales, es capaz de detectar nimerosoirgerde bacterias a 25-100 células
(lgarashi y cols 1996, 2000), es rapido y relatigata simple de utilizar. Ademas, los
estudios con PCR se ajustan perfectamente a lacitaiee identificacion de las

bacterias cariogénicas humanas, c@treptococcus mutarysStreptococcus sobrinus

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (Q®RJPcon los primers especificos
puede proporcionar un método sensible y exacto lpad@teccion y cuantificacion de
especies individuales y poblaciones bacterianasaaso el total de bacterias. En qRT-
PCR, la amplificaciéon, medida y cuantificacion @s productos de la PCR ocurren

simultaneamente en el mismo tubo de reaccion. Ademd es necesario realizar
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manipulacion post-PCR y el riesgo de contaminad&rproducto remanente de la PCR
se minimiza y las muestras permanecen establestdueagos periodos en frio. QRT-
PCR tiene un rango dindmico muy grande de la d@texidon del objetivo de molécula
ya que la medicion en tiempo real del producto @R Ppermite cuantificar los

productos amplificados en la fase de registro dedacion. (Choi y cols, 2008).

QRT-PCR combina la PCR Standard con el uso de ohaires fluorescentes para medir
la cantidad de DNA bacteriano amplificado por PGRadte la fase de amplificacion
exponencial, por ello, esta técnica proporcionaltados mucho mas precisos, exactos
y fiables comparados con la PCR convencional. Desdi@troduccion a mediados de
los afios 90, qPCR ha incrementado su uso en eli@ste la microflora oral. Psoter y
cols (2010) detectaron niveles mayores Steeptococcus Mutang Aggregatibacter
Actinomycetemcomitarmeediante gPCR que con PCR convencional (67'3% %%5’
con (gPCR, respectivamente; y 388% y 440% con PERnvencional,
respectivamente), por lo que este método debenacsesiderado para estudios

epidemioldgicos orales.

La utilizacién del método qPCR con posterior pioegaciacion es debido a recientes
estudios en metagendémica han demostrado que losarganismos asociados con el
cuerpo humano son aproximadamente, diez veces mmasrosos que nuestras propias
células y que contienen cien veces mas genes. édgumicroorganismos causan
enfermedad, aunque la mayoria de ellos son inogyaegan un papel importante en
los procesos fisiolégicos humanos, incluido la espa inmune, la digestion y la
creacion de vitaminas. En la cavidad oral, exisggan numero de bacterias que
desempeian un papel importante en la salud gemdgahos de ellos estan asociados
con enfermedades sistémicas tales como la endtisabdicteriana, la neumonia, el

nacimientos de nifios con bajo peso, y enfermedamtesarias.

Las técnicas rutinarias de clonacion y secuengiaoidsumen mucho tiempo, son muy
laboriosas y solo detectan los miembros predomasané la comunidad estudiada. En
el estudio realizado por Zongxin et al (2010) seagara el analisis de microorganismos
orales en saliva y placa bacteriana mediante P@Rec@ional y las nuevas técnicas de
pirosecuenciacion observando que con PCR solo setde los microorganismos

predominantes Streptococcus, Prevotella, Neisseria, Haemophild$jiomonas,
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Veillonella, Atopobium, Rothia, Actinomycgsautropig mientras que el analisis con
pirosecuenciacion reveld mayor nidmero de comungldohcterianas, hasta 41.905
filotipos reconocidos mediante esta técnica metgéa que no han sido revelados

con la PCR convencional.

Mas recientemente, la diversidad bacteriana eradhstos sanos fue examinada con
nuevas tecnicas de pirosecuenciacion demostrandgrdsencia de la mayor

complejidad en los genotipos bacterianos estudiadsta la fecha. Las mejoras en la
pirosecuenciacion han permitido un crecimiento dt&o en el analisis de muestras
numerosas con procesamientos mas limitados y dermeste. Sin embargo, la medida
global de la diversidad bacteriana en las difeceiefermedades orales no ha sido

estudiada ampliamente.

La pirosecuenciacion con el gen 16sRNA para cepetehanas orales permite obtener
mayor numero de datos y con mayor sensibilidadogunela PCR tradicional. Este tipo
de andlisis de muestras ofrece una metodologialaagcondmica, automatizada y
depurada para conocer de manera mas sensibladdagmicrobiolégica de la cavidad
oral. Permite un enfoque de alto rendimiento y phafundidad en el andlisis de las
secuencias del gen 16S rRNA y explorar la divedsigla los diferentes microhabitats,
por lo que puede ser usado en la deteccion de @obés minoritarias en la microflora

oral.

Keijser y cols (2008) estimaron la variedad y rzpele las distintas especies de la
microflora oral de pacientes adultos sanos y detemon los diferentes filotipos y su
abundancia en saliva y placa supragingival medipmtesecuenciacion. Tres géneros
constituian el 50 % de la microflora saliv&@treptococcus, Veillonellg Prevotella
siendo este ultimo el mas diverso), mientras quelaca supragingival, el 50 % de
todas las secuencias era de 6 génevmslignella, Corynebacterium, Actinomyces,

Fusobacterium, Rothig Streptococcussiendo éste el género mas diverso).

1.3.3- CARIES y MUTANS STREPTOCOCCI.

Desde que se conoce que la caries dental es usraneafad infecciosa, los tests para los

biomarcadores microbianos de caries pueden ayudadantificacion de los nifios con
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alto riesgo de caries y con mayores necesidadesidado y tratamiento.

Los primeros patdégenos asociados con la cariesaldsah Streptococcus Mutang
Streptococcus Sobrinutos llamados Mutans Streptococci. Otras espeasesiadas a
caries son loStreptococcus no-Mutans, Lactobacillus, ActinomyBétdobacteriumy
especies d¥eillonella(Van Houte, 1993). Estudios sobre la microbioladgda caries
temprana en edad infantil mediante técnicas devouit técnicas moleculares han

ampliado el rango de especies detectadas en caries.

Mutans Streptococaon los patdgenos mas comunmente aislados dada pacteriana

y considerados los mayores agentes etioldgicosfdeneedad de caries. Las cepas de
Streptococcus mutartsan sido clasificadas en 3 serotipos (c, e y B gspecificidad
serolégica viene definida por el polisacarido ghaoamnosa de la pared bacteriana
(Loesche y cols, 1986). Varios estudios epidemiotigy han registrado que
Streptococcus Mutanss mas prevalente q@&treptococcus Sobrinuen placa dental,
pero también se ha mostrado que la prevalenci@tagtococcus Sobrinussta mas
estrechamente relacionada con altos indices descé@kada M y cols 2002, 2005).
Existen varias hipotesis sobre la posibilidad dedaelacion entre la caries dental y la
presencia de varias especies de Streptococcus @wvildad oral. Seki y cols (2006)
realizaron un su estudio longitudinal sobre 432sifle 3-4 afios de edad, los cuales
fueron explorados recogiendo placa bacterianaiyasab estimulada, y tras 6 meses, se
repitio dicha exploracion a 416 de los 432 inigaleroponen como factor de riesgo la
presencia de caries en la primera exploraciénpydaencia de 2 grupos de colonizacion
combinada de Mutans Streptococci (“colonizacion luimada de varios serotipos de
Streptococcus mutarfserotipos ¢, fy e)” y “colonizacion combinada $eeptococcus
sobrinus y Streptococcus mutai)s Se observaron diferencias estadisticamente
significativas (P<0.001) de aumento de caries eniaén primaria en aquellos nifios
que presentaban colonizacion combinada de Mutaapt8tocci respecto a aquellos sin
Streptococcus en las muestras, los que presensilarStreptococcus sobrinug
aquellos con un solo serotipo d&reptococcus mutansParece que la infeccion
combinada esté relacionada con los habitos diegtincluido el consumo de azlcares,

apoyando la teoria ecoldgica de la caries.
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Sin embargo, existen estudios que comparten laateler la infeccion combinada por
Streptococcus Mutany Streptococcus sobrinugomo un factor importante de
desarrollo de caries, como el de Franco e Franamly (2007) en el que no se
encontraron diferencias estadisticamente signif@sientre la prevalencia de caries y la
infeccidbn con ambas especies de streptococcusu Estadio, no se encontré ningun
paciente (42 nifos de 5-6 afos) con ambas espeéeestreptococcus en placa
bacteriana, mientras que los nifios infectados o@nsola especie, tan&ireptococcus
Mutanscomo Streptococcus Sobrinupresentaban un elevado riesgo de desarrollo de

caries.

Ademas de estas dos especies de Streptococcus, haro sido propuestos como
beneficiosos para la cavidad oral, como el grupadisMBtreptococci. Estudios
epidemiolégicos han demostrado que una colonizaeidprana y elevados niveles de
S. sanguinign la cavidad oral se correlacionan significativateeon una colonizacion
tardia porS. mutansDe la misma forma, elevados niveles Qlemutanggeneralmente
causan bajos niveles & sanguinisEn un estudio realizado por Jiang (2010) sobre las
diferencias entre la placa bacteriana de nifiosssaaquellos susceptibles de caries
(CAOS>10) y con niveles de caries moderadas (4<Gf)ediante PCR, observo
23 especies de streptococcus orales, de las cBalsanguinis, S. Mitig S. oralis
muestran mayor prevalencia en nifios sanos (p<Omightras que los niveles de S.

mutans y S. sobrinus no varian mucho entre losiBoy.

La gran colonizacion pdstreptococcus Mutares probable que sea consecuencia de un
consumo frecuente de carbohidratos fermentablda wccion simultanea de varias
cepas con diferentes potenciales cariogénicos bleosente aumentaria el riesgo de
caries. En el proceso de caries, el consumo fréewknhidratos de carbono, sobretodo
sacarosa, conduce a una sucesion microbiana eifinbhacia un incremento del
namero de bacterias con mayor capacidad acidoggmoapiedades acido-Uricas.

Los distintos genotipos detreptococcus Mutandifieren en su habilidad para formar
biofilm en un medio rico en sacarosa Y resistidegafio acido. Lembo y cols (2007)
observaron que los genotipos Seeptococcus Mutarsitamente resistentes al ataque
acido son mas prevalentes en nifios con cariesaactjue en nifios sanos, lo que
explicaria las diferencias en la actividad de sadbservadas en los nifios infectados

por Streptococcus Mutans.
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Existen genesespecificos de Mutans Streptococci que permitenidsatificacion
mediante gPCR, algunos de ellos expresan impostéatéores de virulencia congfB

y gtfU los cudles estan relacionados con la glucosyfeeasa (Choi y cols, 2008).En
cambio, Argimén y Caufiel (2011), no encontraromigilrtas de una estructura de la
poblacion que podria sugerir una correlacion esltrestatus de las caries y la historia

evolutiva de los geneagfB o gtfC, asociados con la cariogenicidadSienutans.

Existen estudios que no solo valoran la cantidad Sdeeptococcus Mutany
Streptococcus Sobrinen saliva y placa dental, sino que valoran laias@mn de estas
dos especies con otras especieStleptococcuy su papel en el desarrollo de caries.
Ge y cols (2008) en un estudio realizado en 14:ddm caries tempranas rampantes y
8 niflos sanos observaron que la presetei8. mutanpor si sola puede no ser el Gnico
indicador de mayor riesgo de caries, sino que t@amigieren que un efecto interactivo
de S.mutang/ S.sanguiniguede jugar un papel importante en la experieteiaaries

de la poblacién infantil. Otros factores de riesigocaries que se observaron fueron la
combinacion deS. Mutansy S. Sobrinusque ademas, aumentan con la edad
presencia d&. Mutanganto en prevalencia (mas nifios con caries tempnampantes
los presentan) como en cantidad de bacteria (fi@srgon caries tempranas rampantes
presentan mayor numero 8eMutan$y los niveles totales de streptococci.

La correlacion positiva entre caries y la cantidadacterias totales cultivables sugiere
que otras especies bacterianas pueden tambiénbcimén el diferente desarrollo de la
caries ya que la media & Mutansn el total de streptococci de la microflora esone
del 5% y la cantidad dstreptococcies menor del 10% del total de la placa dental.
(Thurnheer et al., 2001)

Existen diversos genotipos @&reptococcus mutanlonizando la cavidad oral, con
caracteristicas genéticas distintas que deterndnanvel de virulencia. Pieralisi y cols
(2010) estudiaron la diversidad genotipica @eptococcus mutansen la placa
bacteriana de 28 pre-escolares brasilefios con gacms caries activa. Estudiaron 140
aislados dé&.mutangle cada grupo y observaron una fuerte asociapd.@01) entre
la diversidad genotipica y la experiencia de carlesbiendo mas genotipos de
Streptococcus mutamen el grupo con caries activa que en los sanosoirdinacion de
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varios genotipos con distinta virulencia podriar@meentar el riesgo de caries; esto

podria ser consecuencia del consumo frecuenterdehidratos fermentables.

El estado de Salud Bucodental estd directamenteioebdo con los niveles de
Streptococcus Mutang Streptococcus Sobrinusnas concretamente con los indices
CAO (D) y CAO (S). Hata y cols (2006) detectarom worrelacion entre los niveles de
Streptococcus mutaren el total de placa bacteriana mediante PCRpydealencia de
caries dental en los pre-escolares japoneses.rbpsrpiones de t&eptococcus mutans
en el total bacteriano de los incisivos sanos, yosay/o obturados eran
significativamente inferiores respecto a los camsadi obturados, y careados,

respectivament@P< 0,01).

Rodis y cols (2009) realizaron un estudio transaleas399 escolares japoneses con
placa bacteriana y el método Cariostat® (test @duacion de riesgo de caries usado en
Japon en estudios clinicos y epidemiolégicos). &alen los cambios de color del test
en funcién del pH causado por la produccion deaddcie os microorganismos de la
placa bacteriana). Observaron una mayor prevaledei&treptococcus salivarius,
Streptococcus mutansStreptococcus sobrinten el grupo estudiad&treptococcus
salivarius es considerado una de las especies de streptecot@si abundantes en la
cavidad oral y también se encuentra sobre las ficiper dentales, especialmente
durante el desarrollo inicial de la placa dentahyconsumo repetitivo de sacarosa. Sin
embargo, no hay datos que confirmen el rol eticldgieStreptococcus salivariuen la
caries dental, incluso se sugiere una relacion réaveentre la abundancide
Streptococcus salivariug mutans streptococci. Por otro la®ireptococcus sobrinus
junto conStreptococcus mutansa sido implicado en el inicio de la caries yun
incremento elevado de la misma en sujetos Steptococcus mutans Streptococcus

sobrinusconjuntamente (Rodis y cols, 2009).

Estudios recientes valoran la prevalencia y retad® otras especies bacterianas con la
incidencia y riesgo de caries. Kanasi y cols (20d®)un estudio realizado mediante
PCR de la placa bacteriana de incisivos, molasagegrficie lingual de 195 nifios de 1 a
6 aflos de edad observaron una asociacion positinie eactobacillus gasseri,

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus vaginalis,treftococcus mutans vy
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Streptococcus sobrinuscaries dental. Por otro lado, algunas especidaatebacillus
como Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilusctobacillus plantaruny
Lactobacillus reuterilos cuales son utilizados como prebibticos etérien nifios y/o

tratamientos anticaries, mostraban una asocia&gativa con la caries.

1.3.4- SALIVA Yy MUTANS STREPTOCOCCI.

La saliva se toma como elemento a analizar en eeplatca bacteriana porque ésta
altima no es totalmente fiable en la prediccionaderevalencia d&utans Streptococci
respecto a la flora bacteriana oral total debitbbgran variedad de colonias bacterianas
entre superficies (Lindquist and Emilson, 1990). ditdto demostrado que la saliva, al
estar en contacto con todos los dientes, reflejgornla colonizaciéon deMutans
Streptococcen toda la denticion (Emilson, 1983).

El grado de infeccidon paviutans Streptococaen la cavidad oral puede ser estimado
por los niveles salivales ddutans Streptococcy ha sido sugerida una relacion entre
los niveles de Mutans Streptococci y el nimero efeogpos deStreptococcus Mutans
Sin embargo, esta hipotesis no ha sido confirmadsstidios epidemiolégicos como el
de Lembo y cols (2007) en el cual se tomaban maseske saliva no estimulada y de
placa dental del dorso de la lengua y biofilms ulgesficies dentales sanas y careadas
en nifos sanos y con caries activas (10 y 11 iddos, respectivamente) en el que de
31 de 51 genotipos (62,7%) fueron detectados evasd¢l total analizado, por lo que
no existia una asociacion estadisticamente sigtifec entre el nimero de genotipos y
los niveles déViutans Streptococ@n saliva.

Nurelhuda y cols (2010) en su estudio realizadsaiva de escolares sudaneses para
determinar la correlacion entre la experiencia deies y la cuantificacion de
Streptococcus Mutang Streptococcus Sobrinusbservaron una asociacion positiva
entre Streptococcus mutang Streptococcus sobrinuaunque con baja correlacion
respecto a la experiencia de caries. Estos haBazmymieren queStreptococcus
Sobrinuses la bacteria que se asocia con caries activaegepser considerada un

determinante de experiencia de caries en los essadadaneses.

Crielaard y cols (2011) estudiaron la composiciotreela microflora oral de muestras

salivales de 74 nifilos de 3 a 18 afos desde lacdentemporal a la permanente (la
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muestra se dividio en 4 grupos: denticion tempal@hticion mixta temprana, denticion
mixta tardia y denticion permanente) y relacionaebrperfil microbiolégico con su
estado de salud oral. Las cuatro especies domsamtetodos los grupos fueron
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobactegi@Actinobaceria Los pacientes en denticion
temporal presentaban mayor proporcion Ri®teobacteria (Gammaproteobacteria,
Moraxellaceag que Bacteroidetes mientras que en el resto de grupos Bacteroidetes
eran al menos, tan abundantes cérateobacteria. Bacteroidetémayoritariamente el
géneroPrevotellg, Veillonellaceae sp, Spirochaetgd M7 aumentaban con la edad, lo
que refleja la maduracion del la microbiota impd&sapor cambios biolégicos
producidos con la edad. Generalmente, se produceawmento de patdogenos
periodontales anaerobios estrictos con la edad¢uates se encuentran en su mayor
abundancia en la edad adul@ateroidetesmayoritariamente el géneferevotellg,
Spirochaetesy TM7). Un estado de salud oral libre de carie$a easociado
significativamente corNeisseria flavesceng Porphyromonas catoniaesugiriendo
estas especies como marcadores de salud Pogbhhyromonas catoniase asocia
negativamente con CAO-S y, en pacientes libresalles; con bolsas periodontales
poco profundas y dientes periodontalmente sanosmas, producep-lactamasas
(enzima que inactiva los antibiéticfislactamicos) que podria ser un reservorio para
genes de resistencia transferibles a otros patég@fdntnen y cols, 2000) o para
permitir a microorganismos comensales habitar Védeal oral después del consumo de

antibioticos y prevenir el sobrecrecimiento de pats oportunistas.

1.3.5- ENFERMEDAD PERIODONTAL y MUTANS STREPTOCOCC

La enfermedad periodontal y la caries dental sedertificado como las enfermedades
orales mas frecuentes en el ser humano. Ha sigu@sta una relacion inversa entre
ambas entidades nosoldgicas con estudios que lanaveediante altos niveles de indice
periodontal en poblaciones libres de caries. Poo ¢tado, algunos registran una
correlacion positiva entre la enfermedad periodon@ indice CAO de la OMS. Iwano
y cols (2010) observaron mayor prevalencia R@phyromonas Gingivalien los
pacientes periodontales sin caries que los pertattoante sanos con caries; en cambio,
Streptococcus Mutansra mas prevalente en los pacientes con cariegp ta
periodontalmente sanos como enfermos, que los rgasieeriodontales sin caries.

Ademas, los niveles dePorphyromonas gingivalisen saliva disminuian tras el
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tratamiento periodontal, mientras que losSteeptococcus Mutangumentaban. Esto
sugeria una relacion inversa entre enfermedaddmerial y caries en términos clinicos
y hallazgos bacterioldgicos, asi como una corréteciegativa entr@orphyromonas

gingivalisy Streptococcus mutans

El conocimiento actual muestra que la microflor@casla con las localizaciones
periodontalmente sanas es diferente de la presantas zonas inflamadas. En las
lesiones periodontales se han detectado con maymuehncia poblaciones de
Aggregatibacter actinomycetemcomitan@a), Porphyromonas gingivalis (PQ),
Tannerela forstythia(Tf), Treponema denticolgTd), Prevotella intermedia(Pi),
Fusobacterium nucleatuifr-n), Campylobacter rectu€Cr) y Eikenella CorrodensgEc).

Por otro ladoStreptococcus mutartg sido generalmente aceptado como el principal
agente etioldgico de la caries dental y elevadeoeles de esta bacteria han sido

asociados con elevado riesgo de caries (Cortebis;, 2009).

Existen varios estudios que relacionan la placardgen periodontopatogénico con la
cariogénica. Cortelli y cols (2009) en un estudamsversal a 156 nifios de 6 a 12 afios
de edad observa que el germen periodontopatogérds@revalente é3orphyromonas
gingivalis (99.0%), seguido d&annerela forstytla (587%), Prevotella intermedia
(58'2%), Aggregatibacter actinomycetemcomital’'3%) y Campylobacter rectus
(40'8%). La prevalencia dé&treptococcus mutankie de 71'9%, pero no existen
diferencias estadisticamente significativas respeat indice de hemorragia ni
asociacion détreptococcus mutareon las bacterias periodontopatdogenas pero si con
el indice CAO (D).
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2. OBJETIVOS

2.-OBJETIVOS

En la realizacion del presente estudio nos henmmupsto los siguientes objetivos:

2.1. - OBJETIVO GENERAL

Determinar la composicion de la microflora oral lansaliva de una

muestra de nifios de 12 afios de la Comunidad Valeaci

2.2. — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar el analisis metagenomico de la microfloral a partir de
muestras salivales mediante pirosecuenciacion alduptos de PCR del
gen 16S rRNA.

Analizar la relacién existente entre los microoigamos orales y la
caries dental mediante técnicas de microbiologia lecotar

(pirosecuenciacion de productos de PCR del gerrRBI&).
Estudiar la existencia de diferencias en la congomside la microbiota

oral y la biodiversidad entre dos métodos de retzgalival (estimulada

y no estimulada) de los pacientes estudiados.
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La obtenciéon de muestras de saliva para el presstielio se llevd a cabo durante el
trabajo de campo del estudio epidemiolégico dedsaital de los escolares de la
Comunidad Valenciana en el afio 2010. La realizad@aste estudio ha sido financiada
mediante los proyectos:

- Convocatoria de ayudas para proyectos de invegiigan programas de salud,
prevencion y prediccion de la enfermedad, convaeaa la Orden de 21 de
diciembre de 2009, de la Conselleria de Sanitat GBOnum. 6175, de
30.12.2009) y adjudicadas por la resolucién, de essmo organismo, de 5 de
julio de 2010 (DOGV num. 6319, de 27.07.201).

- Ayudas de la Universitat de Valencia-VicerectoradoInvestigacion: Estudio
Epidemiolégico de Salud Bucodental en la Pobla&éoolar de la Comunidad
Valenciana 2010: (UV-INV-AE11-40221) Investigadoringipal Dr. José
Manuel Almerich Silla.

- El presente estudio ha sido financiado por la RitgtGeneral de Salud Publica
de la Conselleria de Sanitat de la Generalitat adaa, con la concesion del
proyecto de investigacion “ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO ED SALUD
BUCODENTAL EN LA POBLACION ESCOLAR DE LA COMUNIDAD
VALENCIANA — 2010” (016/2010). Investigador prin@p Dr. José Manuel

Almerich Silla.

Los resultados generales del estudio epidemioldggrosido publicados en el informe
de salud ESTUDIO DE SALUD BUCODENTAL INFANTIL EN LACOMUNITAT
VALENCIANA N° 133.

3.1.- DISENO DEL ESTUDIO.
Se procedié a realizar un estudio descriptivo,ipe transversal o de corte, también
llamado de prevalencia. En él se analizaron, mégiana exploracion directa, los

principales rasgos y variables que definen el estiedsalud bucodental dentro de una

determinada poblacion y en un momento dado.

41



3. MATERIAL Y METODO

Se seguieron, en todo momento, las recomendaaditenksOrganizacion Mundial de la
Salud para la realizacion de Encuestas de saluntlbatal en referencia a los apartados
basicos en este tipo de estudios, dichas recomienéacse refieren a: la determinacion
de objetivos, planificacion, organizacion, obténcide autorizaciones, formacion y
evaluacion de los examinadores, duplicacion dexa@snenes, zona y condiciones para

el examen, cumplimentacion de los formularios dduacion y andlisis de los datos.

3.1.1- SELECCION DE LA MUESTRA.
La poblacion objeto de nuestro estudio fue la pmbra escolar de la Comunidad
Valenciana en su totalidad. La muestra se seleg¢giama poder inferir conclusiones

fiables para este grupo de poblacion.

a) Edad.

Los criterios para la seleccion de las edades domxpfueron estrictamente los
recomendados por la Organizaciéon Mundial de lads&lste organismo recomienda los
siguientes grupos: 5 afios para los dientes prisiadl@ y 15 para los dientes
permanentes. No obstante, la OMS también permitdiliaacion del grupo de los 6
afos, dado que en ciertos paises se produce ekingn la escuela a esta edad, como

sucede en el nuestro.

b) Tipo de muestreo.

El principal requisito para que un estudio de épt sea fiable es que la muestra sea
totalmente representativa de la poblacion dianaestd que se quieren inferir las
conclusiones a partir de los datos obtenidos, @ldwaes necesario la seleccion aleatoria
de un grupo de individuos que representaran, agiegescala, y con muy ligeras
variaciones debidas al azar, el conjunto de laguidrh objeto del estudio. Una muestra
de este tipo se denomina muestra de sesgo corrolad

En nuestro caso, cuando los individuos de una pidileestan organizados en grupos
pequefios (aulas), dado que son escolares, el @épmuwkstreo mas adecuado es el
denominado muestreo por conglomerados. Este @puukstreo tiene la ventaja de que
disminuye el coste y mantiene la precision de Esnaciones respecto del muestreo
aleatorio simple, siempre y cuando los conglomesasan tan heterogéneos como las

variables a estudiar lo sean dentro de la poblagederal.
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c) Tamaro de la muestra.
El tamafio muestral fue determinado basandonos prelalencia de la caries en 2004
en los diferentes grupos de edad, para un nivebdéanza del 95% y una precision del

0.04, con un error del 4%.

Edad Prevalencia caries en 2004 Thamauestra Precision
6 afnos 34% 539 0.04
12 afnos 48% 600 0.04
15-16 afos 56% 592 0.04

El muestreo mas adecuado cuando los individuosidgablacion estan organizados en
grupos pequefios (aulas), es el denominado muegiozo conglomerados. Se

consideraron a las aulas de 1° de primaria, 1°S4@ ¥4° de ESO como conglomerados
de nifios de edades representativas. Este tipo dstrea disminuye el coste y mantiene
la precision de las estimaciones respecto al ne@siieatorio simple, siempre que los
conglomerados sean tan heterogéneos como las learemlestudiar lo sean dentro de la

poblacion general.

Con el fin de hacer mas eficiente el muestreo sadarupos con aquellos centros que
tienen menos de 30 nifios. El tamafio de estos aoeghalos estaba alrededor de los 60

alumnos aunque varia segun los centros que agrgpemo

En la Comunidad Valenciana existen 678 centrosdgsicon al menos 30 alumnos) en
cuanto a primero de primaria y 667 centros pequéfms menos de 30 alumnos). La
mayoria de estos centros pequefios fueron agrupados si 0 a otros centros del
municipio. Con los 187 restantes se formaron 57gloonerados en funcion de la
distancia entre ellos. En total, para primero dmaria, habia 908 conglomerados. En
primero de ESO teniamos datos de 701 centros (&6®lgs y 133 pequeiios) quedando
605 conglomerados. Finalmente, para cuarto de ESi@mos 685 centros (490 grandes

y 195 pequefios) que quedan agrupados en 552 coargidos.
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A partir de los datos de prevalencia de cariesnitdeen el estudio epidemioldgico de
2004 en cada una de las edades y del tamafio dgbomerado, se calcul6 el nUmero de

conglomerados a explorar, siempre para una predfsibor de estimacion definido por

nosotros) del 4% y con una confianza del 9580(05).

Poblacion | Tasa Poblacional Tamafo muestrg Nu_mero
Estrato . . Estimado
escolar (prevalencia04) estimado
Conglomerados

1° Primaria 48626 0.342 534.38— 540 17.81> 18
1°E.S.O. 51928 0.483 592.72— 600 19.76-> 20
4°E.S.O. 39064 0.561 582.51— 600 19.42-» 20
TOTAL 139618 - - 58

Tras ello se procedié a realizar el muestreo sebtetal de los centros escolares en
cada uno de estos estratos utilizando la estrategisseleccion con probabilidad
proporcional a su tamafio (nimero de alumnos) priizar la seleccion de la unidad
primaria (centro escolar o conglomerado). Asi pwes,cada estrato, se extrajo un
primer numero aleatoriamente que ha fijado el primenglomerado y después se

seleccionaron el resto de centros escolares medianinuestreo sistematico.

3.1.2-EXAMINADORES.

Se emplearon 3 equipos de exploracion formadosip@xaminador y por un anotador

todos ellos licenciados en odontologia.

- Calibracion previa al estudio:

Tal y como apunta el manual de encuestas epidegnal® de la OMS (42 edicion), para
asegurar la fiabilidad y validez de los resultadesrealizara una calibracién de los
exploradores. Si bien los examinadores puedenirdifgeramente en su evaluacion del
estado de salud bucodental de los individuos exados, deben mostrar estrecha
concordancia al evaluar el estado de grupos deapiobl Cuando un equipo efectlua
una encuesta epidemioldgica, es primordial queek@minadores participantes sean
formados de modo que sus evaluaciones clinicascedwmentes.
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3.1.3- AUTORIZACIONES.

Para poder realizar las exploraciones a los nifgeguiere dar previamente la
informacion pormenorizada acerca de ellas a losegad tutores, que deben dar su
consentimiento y firmarlas. Una vez recibidas lago@zaciones firmadas de los
padres/tutores procedié a la exploracion. Cuandestldio concluyd, se remitié un

informe individualizado a los padres con los hgtazencontrados.

3.1.4-MATERIAL UTILIZADO.

Siempre bajo los criterios y recomendaciones dON&S para Encuestas de Salud
Bucodental, el material utilizado para la explodactonsistié en una sonda periodontal
tipo OMS y un espejo plano intraoral del n°5. Edacaxploracion se utilizé un par de
guantes de latex y mascarillas desechables. Alinarntia jornada de exploracion el
material se esterilizd en autoclave en la Clinicdo@olégica de la Universitat de
Valencia. Todas las parejas de exploradores digpodé un numero suficiente de

formularios y de encuestas-test.

a) Recogida de datos.

Todas las exploraciones se realizaron en el prGgiotro Educativo seleccionado en
cada ocasion, en el lugar designado por el resptnsde dicho centro. Los

exploradores fueron entrenados para realizar lagida de datos en las mejores
condiciones posibles de iluminacion, situaciongoeomia.

El examen se realizd con el nifio sentado en uie &n el cuello extendido y el

explorador enfrente sentado. Mientras el examingdocedia con la exploracion, el
anotador rellend la ficha de exploracion.

b) Procesamiento de datos y analisis estadistico.

Los datos recogidos en cada formulario fueron admados por cada equipo de
exploracién en una base de datos del programa ®&cdesMicrosoft® con el mismo
formato que en el propio formulario de papel, gadilitar el proceso.
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3.1.5-FORMULARIO DE EXPLORACION.

Por una parte, para el apartado de salud bucoidgamaral, el formulario presentaba
una serie de campos con distintas variables a cuepiar: identificacion, variables
socioeconOmicas, estado de caries, indice periadoomunitario, fluorosis dental y
ciertos rasgos de las maloclusiones. No era axacte el formulario OMS de
evaluacion de la salud bucodental de 1997, pernagoria de los campos coincidian
exactamente con él, como es el caso de la exphorate la fluorosis, del IPC, del
estado de la caries, incluso de las opacidadessdsllte.

La primera parte del cuestionario presentaba urasllas de cumplimentacion

absolutamente obligatoria para identificar al sugstplorado.

3.1.5.1- Criterios diagndésticos de exploracion

3.1.5.2.1.- ESTADO DE CARIES: CRITERIO ICDAS II

El International Caries Detection and AssesmenteByqgICDAS I1l) es un sistema de
diagndstico y evaluacion de caries que ha surgedtemtemente con la finalidad de

consensuar los criterios clinicos de deteccitradies.

La exploracion se realiza inicialmente con el diemiimedo y posteriormente se deben
secar las superficies con aire durante 5 segund@s qbservar posibles cambios de

coloracion.

Se exploran:
- Fosas y fisuras.
- Superficies lisas (M y D)
- Superficies lisas libres (V y Pt/L; M y D si nayhdiente adyacente)

En la Tabla 4 se recogen los siete cédigos (dél6) an funcion de la severidad de la

lesion:
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CODIGO | DESCRIPCION

Sano: tras secar el diente durante 5 segundos. La pmesete

0 hipoplasias, tinciones, atricion, abrasion o emsié considera “sang
(cbdigo 0).

Cambio visual inicial en esmalte:en el diente himedo no se obseryan
1 cambios de color pero tras secar existe una ophaddiscoloracion

(lesion blanca o marrén).

Cambio distintivo visual en esmalte sin secaral observar el diente

5 hamedo existe una opacidad (mancha blanca) y/oldrscion marron.
Esmalte fracturado de forma localizada: al secar se observa upa
3 pérdida de la estructura del diente pero NO edleisientina en las
paredes o en el suelo de la cavidad (Microcavitgcio
Sombra oscura de la dentina por debajo del esmaltese observa
4 sombra de dentina discoloreada a través del esowite sin pérdida de
continuidad.
Cavidad distintiva con esmalte visible:existe cavitacion franca can
> dentina expuesta.
Cavidad extensa con dentina visiblesse observa cavidad amplia|y
6 profunda con dentina claramente visible en pargdeglo. Afecta a grap

parte del diente y existe posibilidad de afectapidipar.

Tabla 4: Cddigos indice ICDAS Il segun la severidada lesion.
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ICDAS II: CODIGOS
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Figura 1: Arbol de decisiones ICDAS II.
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ICDAS |l: DOS DIGITOS

La version completa del sistema ICDAS incluyelaovation de la presencia de caries,
presencia y estado de sellados de fisuras o rastanes de cualquier tipo. Este registro
se compone de dos digitos:

1*"digito: identifica el tipo de restauracién/sellado.

2° digito: codigo de caries (0-6).

Los cddigos que clasifican el tipo de restauraci@ellado son los siguientes:

CODIGO | DESCRIPCION

Sano: sin obturacion ni sellado.

o

Sellado parcial.

Sellado total.

Restauracion estética.

Amalgama.

Corona de acero inoxidable.

Veneer o corona de oro, ceramometalica o de potara.

Restauracion rota o perdida.

Obturacion provisional.

©| O Nl O O | W| N|

Se emplea en las siguientes situaciones:

96 | Superficie no evaluable (se excluye).

97 | Diente ausente por caries.

98 | Diente ausente por otra causa.

99 | Diente no erupcionado.

Tabla 5: Cédigos indice ICDAS Il segun el tipo dstauracion o sellado.
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3.1.6- PROTOCOLO REALIZADO PARA LA RECOGIDA DE MIEASDE SALIVA

a) Recogida de saliva no estimulada:

- Material utilizado: puntas de papel del niumeroeS@&riles (Absorbent paper points
ISO color-coded, Dentply Maillefer, Baillagues, &erland), tubos eppendorf estériles
(Tubos estériles de 2ml, medidas 40x10.8 mm, tappresion, fondo conico. Sarstedt,
Numbrecht-Rommelsdorf), cajas de corcho para alnanento de los tubos eppendorf
(soporte estiroporo con tapa, capacidad para 20syasedidas 85x100x65) pinza de
boca estéril, hoja de recogida de muestra, rotuladeleble y nevera portatil.

- Procedimiento:

e Con guantes estériles abrir la caja de las putgepel y con la pinza coger dos
puntas de papel del numero 50 y colocarlas enedb gle la boca del paciente.
Posteriormente el paciente cierra la boca y espEam minuto para que la
punta de papel esté totalmente empapada de Sdigitar al paciente para que
no juegue con las puntas y no se vea alteradadgica de saliva.

e Recogemos las puntas de papel con la pinza. Premiamabriremos el tubo
eppendorf e introduciremos la punta de papel emedior del tubo con cuidado
de no tocar la boca del tubo. El tubo se cierraeycemprueba que esté
perfectamente cerrado.

e Anotamos con un rotulador indeleble el codigo dalignte.

e Anotamos en la hoja de recogida de muestras: fdeh@cogida, nombre del
paciente y codigo del mismo.

e Introduciremos el tubo con la muestra en el intede la caja de corcho
correspondiente y ésta en el interior de la nepertitil hasta que sea guardada
en un congelador. Es importante que la muestraecnmgnezca a temperaturas

superiores a 5 grados centigrados.

b) Recogida de saliva estimulada:

- Material utilizado: tabletas de parafina (Parafifellets de Ivoclar Vivadent.,
Liechtenstein), tubos de recogida de muestrasilestéie 15 ml (medidas 76x20 mm,
fondo plano y tapén roscado, fondo interior coni¢Barstedt, Numbrecht-
Rommelsdorff, Alemania), hoja de recogida de masstrotulador indeleble y nevera
portatil.

- Procedimiento:
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e Con guantes estériles se entregara a 500 pacidatésrma aleatoria un tubo
estéril de recogida de muestras salivales de 15 ml

e EIl paciente masticara la tableta de parafina dar&iminutos y escupira la
saliva formada durante ese tiempo en el tubo eskHritubo se cierra y se
comprueba que esté perfectamente cerrado.

¢ Anotamos con un rotulador indeleble el codigo dalignte.

e Anotamos en la hoja de recogida de muestras: fdeh@cogida, nombre del
paciente y codigo del mismo.

e Introduciremos el tubo con la muestra en el intede la caja de corcho
correspondiente y ésta en el interior de la nepertitil hasta que sea guardada
en un congelador. Es importante que la muestraenmanezca a temperaturas
superiores a 5 grados centigrados.

e Desechar la tableta de parafina una vez pasaddsrosutos y haber recogido

la muestra.

Las muestras fueron almacenadas en neveras mxtébih elementos mantenedores de
frio y transportadas por los equipos de odontdldgata los congeladores de la Clinica
Odontologica de la Fundacion Lluis Alcanyis de dawtat de Medicina i Odontologia

de la Universitat de Valenciaa—20°C.

3.1.7.-PROTOCOLO DE SELECCION DE MUESTRAS DE SANWASTIMULADA

PARA ESTUDIO CON PIROSECUENCIACION

Tras la extraccion de ADN de las muestras recogisasprocede a la seleccion de

muestras segun el cadigo de caries ICDAS y la ddagdaciente.

Los pacientes destinados al andlisis medianteqaitesnciacion tienen 12 afios de edad
durante la exploracion bucodental. Se toma estd @éddo que la denticidn permanente
ya ha emergido y se puede valorar su estado dd baltodental mediante el indice

ICDAS-IL.

Los pacientes seleccionados se dividen en 6 grupos:

51



3. MATERIAL Y METODO

1.- Grupo 1. Cddigo ICDAS 00 (Libres de caries, siantecedentes de la

enfermedad): cero puro (O puro).

1° digito (0): Sano sin obturacién ni sellado. Mmé historia anterior de

caries.

2° digito (0): Aquellos pacientes que tras secaliezite durante 5 segundos,
esta sano. La presencia de hipoplasias, fluorisgsones, atricion, abrasion

0 erosiéon se considera sano.

2.- Grupo 2. Codigo ICDAS X 0 (Libres de caries aales, con antecedentes

de la enfermedad): cero con antecedentes (0+obts).

1° digito (X): 1: Sellado parcial, 2: sellado total Restauracion estética, 4:
Amalgama, 5: Corona de acero inoxidable, 6: Vereaorona de oro,

ceramometalica o de porcelana.

2° digito (0): Aquellos pacientes que tras secdaliezite durante 5 segundos,
esta sano. La presencia de hipoplasias, fluorisgsones, atricion, abrasion

0 erosion se considera sano.

3.- Grupo 3. Codigo ICDAS 01 (Paciente con lesies iniciales de caries sin
antecedentes)lesiones iniciales de caries (codigo 1 y 2 de ICPAIS antecedentes

de caries, sin obturacionés puro).

1° digito (0): Sano sin obturacién ni sellado. Mmé historia anterior de

caries.

2° digito: Incluye codigos 1 6 2:
- Cddigo 1 Cambio visual inicial en esmalteen el diente
hamedo no se observan cambios de color pero tcas sgiste

una opacidad o discoloracion (lesion blanca o nmuro

52



3. MATERIAL Y METODO

- Caodigo 2 Cambio distintivo visual en esmalte sin secat:
observar el diente hUmedo existe una opacidad (madnlanca)

y/o discoloracién marrén

4.- Grupo 4 Cédigo ICDAS X 1 6 2 Lesiones iniciales de caries (codigo 1y

2 de ICDAS) con antecedentes de caries, con obtuiaees (Mxbl+obts).
1° digito (X): 1: Sellado parcial, 2: sellado tol Restauracion estética,
4: Amalgama, 5: Corona de acero inoxidable, 6: ¥ewecorona de oro,

ceramometalica o de porcelana.

2° digito: Incluye codigos 1 6 2:

- Caodigo 1 Cambio visual inicial en esmalteen el diente
hamedo no se observan cambios de color pero tcas eriste
una opacidad o discoloracion (lesion blanca o nmurd

- Caodigo 2 Cambio distintivo visual en esmalte sin secat:
observar el diente hUumedo existe una opacidad (madolanca)

y/o discoloracién marron.

5.- Grupo 5. Cadigo ICDAS XY (Paciente con lesiones de caries con pérdida
de continuidad con antecedentgsLesiones cavitadas (codigos 3 a 6 de ICDAS) con

antecedentes de caries, con obturaci¢@Gas+obts).

1° digito (X): 1: Sellado parcial, 2: sellado tota&l Restauracion estética, 4:
Amalgama, 5: Corona de acero inoxidable, 6: Vereaorona de oro,

ceramometdlica o de porcelana.

2° digito (Y): Incluye cddigos de caries del 3 al 6
- Cadigo 3: Esmalte fracturado de forma localizadal secar se
observa una pérdida de la estructura del diente N® es visible
dentina en las paredes o en el suelo de la ca{diadocavitacion).
- Cddigo 4: Sombra oscura de la dentina por debajb ekmalte
Sombra de dentina discoloreada a través de esomlte sin pérdida

de continuidad.
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- Cadigo 5: Cavidad distintiva con dentina visiblgavitacion franca
con dentina expuesta.

- Cadigo 6: Cavidad extensa con dentina visilBavidad amplia y
profunda con dentina claramente visible en pargdaslo. Afecta a

gran parte del diente y exigtesibilidad de afectacion pulpar.

6.- Grupo 6. Codigo ICDAS 0Y (Paciente con lesiorale caries con pérdida
de continuidad sin antecedentes)Lesiones cavitadas (codigos 3 a 6 de ICDAS) sin

antecedentes de caries, sin obturacig@es sin obts).

1° digito (0): Sano (sin obturacion ni sellado). fame historia anterior de

caries.

2° digito (Y): Incluye cddigos de caries del 3 al 6

- Cadigo 3: Esmalte fracturado de forma localizadal secar se
observa una pérdida de la estructura del diente N® es visible
dentina en las paredes o en el suelo de la ca{diadocavitacion).

- Cddigo 4: Sombra oscura de la dentina por debajb ekmalte
Sombra de dentina discoloreada a través de esomlte sin pérdida
de continuidad.

- Cadigo 5: Cavidad distintiva con dentina visibl@avitacion franca
con dentina expuesta.

- Cadigo 6: Cavidad extensa con dentina visiiBavidad amplia y
profunda con dentina claramente visible en pargdaslo. Afecta a

gran parte del diente y exigtesibilidad de afectacion pulpar.

El nimero de muestras por grupo tras la divisiggusdas caracteristicas anteriormente

descritas son:

- Grupo 1 (00): 46 muestras.
- Grupo 2 (X0): 20 muestras.

- Grupo 3 (01): 50 muestras.

54



3. MATERIAL Y METODO

- Grupo 4 (X 1 6 2): 25 muestras.
- Grupo 5 (XY): 24 muestras.

- Grupo 6 (0Y): 45 muestras.

3.1.8.-PROTOCOLO SELECCION DE MUESTRAS DE SALIVANASLADA PARA
ESTUDIO CON PIROSECUENCIACION

Seleccion de pacientes y Toma de muestras

Del grupo de 110 muestras de saliva no estimusglgeleccionaron 10 individuos de
12 aflos de edad explorados en la Encuesta de Balwbental de la Comunidad
Valenciana del afio 2010, ocho de los cuales prasamtun indice ICDAS Il igual 00
(Libres de caries, sin antecedentes de la enfemheddos dos restantes con indice
ICDAS 11 X0 (Libres de caries actuales, con antecdes de la enfermedad). En la tabla

6 se muestran los pacientes seleccionados coeflaemcias de las muestras de saliva

comparadas.
Subgrupo
Id 0 CD%S ﬁ’l) N°e MUESTRA
0540 00 NO EST 540 EST 540
0544 00 NO EST 544 EST 544
0548 00 NO EST 548 EST 548
0552 00 NO EST 552 EST 552
0557 00 NO EST 557 EST 557
0612 00 NO EST 612 EST 612
0613 00 NO EST 613 EST 613
0618 00 NO EST 618 EST 618
0578 X0 NO EST 578 EST 578
0579 X0 NO EST 579 EST 579

Tabla 6: Pacientes seleccionados para el estudipam@ativo entre saliva estimulada y

no estimulada.

Andlisis de los datos
Este estudio se realizo siguiendo los mismos pdrémg protocolos que el resto de la
muestras anteriormente descrito. Esta parte delepto se realizo para conocer si

existian diferencias entre la microbiota oral dedlva estimulada y no estimulada de
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los pacientes tomada en el mismo momento, y pdefgarl a un resultado concluyente

sobre la representacion de dicha microbiota enidarde la muestra recogida.

3.1.9-EXTRACCION DEL ADN A PARTIR DE MUESTRAS SALERS.

Previo a la realizacion de las PCR de las cepatefimtas a estudiar, es necesario

extraer el ADN de las puntas de papel. Se utiliZétale extraccion de ADN “RTP®

Bacteria DNA Mini Kit”, el protocolo para la extreién de ADN, siguiendo las

instrucciones del fabricante es el protocolo 4&lesguiente:

Colocar la punta de papel en el Tubo de Extrackcion

Afadir 400 microlitros de Resuspension Buffer Rektubo de Extraccion L y
agitarlo levemente.

Incubar la muestra en un termobloque durante 1Qutosna 37°C y a 65°C
durante 10 minutos (agitar la muestras de formairaoe incrementa el proceso
de lisis, después de 8 minutos es posible conettdoque a 65° C y colocar la
muestras en él; si el bloque no agita a menos @eptft minuto, se debe incubar
durante 12 minutos, si el bloque es mas lentogbe thcrementar el tiempo de
incubacion).

Colocar el tubo de Extraccion L en un termobloquecabar a 95° C durante 5-
10minutos (agitar la muestra de forma continuaementa la eficacia de la
lisis).

Después de la lisis, centrifugar la muestra a maxietocidad durante 1 minuto
para precipitar la punta de papel.

Transferir el sobrenadante completamente a undelreaccion de 1,5 ml.
Afnadir 400 microlitros de Binding Buffer B6 a la psaira y agitar levemente.
Cargar la muestra en el RTA Spin Filter Set e iacuburante 1 minuto.
Centrifugar a 9.300 x g (10.000rpm) en una cergefestandar durante 1
minuto. Desechar el filtrado y recolocar el RTArspilter en el RTA Receiver
Tube.

Anadir 500 microlitros de Wash Buffer | y centriirga 9.300 x g (10.000rpm)
en una centrifuga estandar durante 1 minuto.

Desechar el filtrado, y el RTA Receiver Tube.

Colocar el RTA Spin Filter en un nuevo RTA ReceiVabe.
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e Afadir 600 microlitros de Wash Buffer Il y centgfar a 9.300 x g (10.000rpm)
en una centrifuga estandar durante 1 minuto. DasegHfiltrado, recolocar el
RTA Spin Filter en el RTA Receiver Tube y centréwglurante 3 minutos a la
méaxima velocidad para eliminar el etanol completatee

e Colocar el RTA Spin Filter en un tubo Receiver ¢ hl nuevo y anadir 200
microlitros de Elution Buffer D (cuando se hayamd®s una o dos puntas) o
afadir 400 microlitros de Elution Buffer D (cuang®hayan usado tres o cuatro
puntas), Incubar durante 1 minuto a temperaturaeante

e Centrifugar durante 1 minuto a 5.900 x g.(8.000rpm)

El ADN también puede ser diluido con volimenes riofes de Elution Buffer D
(depende de la produccién de ADN bacteriano espgrad

Si se ve un pellet blanco en la elucidn, se pueshritugar de nuevo la muestra a
maxima velocidad y transferir el sobrenadante tauba nuevo.

Una vez se ha extraido el ADN, este se almaceriord® separada en 2 tubos, uno de
ellos con 100 microlitros (el cual fue almacenad@kCentro Superior de Investigacion
en Salud Publica a — 80 © C para proceder a sdiestan PCR) y los 300 microlitros
restantes fueron almacenados en otro tubo en méc€lOdontoldgica de la Fundacion
Lluis Alcanyis de la Facultat de Medicina i Odoatpa de la Universitat de Valencia a
—-80°C.

Se decide tomar 20 muestras por cada grupo, ldssce@ seleccionaron en funcion de
la concentracién de ADN tras concentrar los 40Qralitcos iniciales con el speed-vac,
hasta conseguir 45 microlitros por muestra. Lasstnag se colocaron en el speed-vac a

55°C durante 4-5 horas, segun el ritmo de conagaira

Posteriormente, se obtuvo la concentracion de ADM muestra utilizando el
Nanodrop®, y se seleccionaron las muestras con m@aymcentracion de ADN por
microlitro. EI Nanodrop es un espectrofotdmetroazape medir la concentracion y
pureza de muestras ADN, ARN y proteinas, de entte y02,0 microlitros. La
sistematica de trabajo consiste en:
o Se abre el programa Nanodrop 2000 y se selecciopadion: Nucleic
Acid.
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o Limpieza del lector del Nanodrop con agua destilas#acolocan 1pl
sobre el sensor y se baja la tapa. Posteriormsatselecciona la opcidon
“Blank”. Esta operacién se realiza 2 veces, unaa danpieza y la
siguiente para crear el blanco, o referencia destree sin ADN
(limpio).

o Posteriormente, se procede al andlisis de cadatrau8g coloca 1ul de
la muestra en el lector cuidadosamente para guse riormen burbujas.
Se escribe el numero de la muestra y se seleclaamacion “Measure”.
Aparece la concentracion de ADN (ng, i), la pungta contaminacion
por proteinas, RNA.

o Asi, sucesivamente hasta completar todas las raseatranalizar. Es
recomendable realizar un lavado o “re-blank” conaadestilada cada 10

muestras, para asegurar una medicion fiable y adeooente calibrada.

A partir de este momento, las muestras estan @measpara ser estudiadas mediante la

reaccion en cadena de la polimerasa con el get6@PCR 16S)

3.1.10-DETERMINACION DE MICROORGANISMOS ORALES MBDE PCR

Secuencia de preparacion de PCR del gen del 16S

0o Se tomaron 10 muestras por PCR, las cuales est&@0°€ y se dejan a
temperatura ambiente para poder tomar 1ul de qzala u

0 Se prepara el mix que contiene:

Mix Volumen X muestras (13) Orden
Agua 378 ul 491,4 ul 6°
Buffer 50 ul 65,0 pul 50

dNTPs mix 1,0 ul 13,0 ul 30
MgClI2 3,0 ul 39,0 ul 40
Primer 1 (533R +
1,0 pl 13,0 pl 1°
adapt)
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Primer 2 1,0 pl 13,0 pl 20

Enzima 0,2 ul 2,6 pl 7°

Tabla 7: Material necesario y proporciones de eddmento para la preparacion de la

mezcla para la PCR.

Para preparar el mix, se coloca todo en el misro, texcepto el Primer 2 que sera un
pimer especifico y distinto para cada muestra porgs el adaptador para el
pirosecuenciador. Cada uno de estos primers seepuszdl en cada octavo de placa del
pirosecuenciador, pero sin coincidir en un mismtawe dos muestras con el mismo

primer porque se solaparian y no obtendriamoséadisede éstas.

Los adaptadores son secuencias de 8 nucledtiddes,uted distinto de los demas, para
diferenciarlos en el analisis mediante pirosecw@n. Fueron usados los siquientes

40 adaptadores:

Numero adaptador(primer) Secuencia de nucleétidos
01 AACCAACC
02 AACCGGAA
03 AACCTTCC
04 AAGCCGAA
05 AAGCGGAT
06 AAGGTTCC
07 AATACGCC
08 ACACCACA
09 ACATCTCT
10 ACAGACTC
11 ACCAACCA
12 ACCAAGCT
13 ACCTAGGT
14 ACCTTCCA
15 ACGAAGCA
16 ACTCGACA
17 ACTCGAGT
18 ACTGACAC
19 AGACGACA
20 AGAGTCTC
21 AGCACAAG
22 AGCATCGT
23 AGGTACGA
24 AGTCTGTG
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25 ATAAGGCG
26 ATATCGGC
27 ATCCGGAT
28 ATCGCCAA
29 ATGGATCG
30 ATTAGGCC
31 CAAGACGA
32 CAAGGTTC
33 CACACACA
34 CACTACTC
35 CACTTGAG
36 CACTTGAG
37 CAGAGACA
38 CATGTCCT
99 CCAACGTA
40 CCAAGGAA

Tabla 8: Primers adapatadores para el estudiordggouenciacion y secuencia de

aminoacidos a la que corresponden.

Se rotulan 12 tubos eppendorf de 10 ul (uno porsiraieuno para el positivo y otro
para el negativo). Se coloca el Primer 2 (nGmergsposteriormente se ponen 1 pl de

DNA en cada tubo del paciente correspondienteyatriiente, 47’8 pl del mix.

Se colocan los 12 tubos en el termociclador cositagentes temperaturas y tiempos:

94°C 94°C 52°C 68°C 68°C 8°C
2 min 10 min 30 seg 26 seg 7 min
< 25 ciclos >

Tabla 9: Programa con los estadios, temperatuesspds y ciclos de la PCR del gen
del 16S.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se proaexbrgar el gel de Agarosa. Se
coloca Agarosa al 1'4 % en un recipiente rectanmgobsm los peines que forman los
pocillos para depositar el producto de PCR coniglda carga (2,0 pl de Gel Red por

cada 100,0 pl de buffer loading x3). Este se defasmdose durante 45 minutos.
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Después, se coloca en una batea con TBE 1X yis& eéfpeine. La cantidad de TBE

1X debe ser suficiente para cubrir los pocillosug o queden burbujas.

Se colocan 4,0 ul del mix de carga por cada muestnana gradilla y se mezclan con
4,0 ul por muestra. Se cargan estos 8,0 ul enmacido dejando libre el 1° y el dltimo
para colocar 4,0 ul del mix de carga con 1,0 piuter de 100 kpb.

Una vez estan todos los pocillos llenos, se corlachatea a la corriente eléctrica con
voltaje 120V/700 durante 18 min. Despues, se limiamediante luz UV y se registra

la imagen.

Purificacion de los productos de PCR

El proceso de purificacionde productos de PCR se realiza para obtener el AN
doble cadena que hay en cada muestras, que e lel quirosecuenciador analizara

permitiendo obtener las secuencias genomicas. &8@spa seguir son:

1. Tomar una placa para purificaciéon de 96 pocillos,duales poseen una
membrana en el fondo a través de la cual se pn@datiacio y donde
guedaran retenidas aquellas moléculas con tama@icua 100 kpb.

2. Transferir el producto de PCR de cada muestra a jpadillo sin tocar la
membrana directamente. Cada producto de PCR ega-80 I, ya que
4 ul fueron usados para hacer la PCR.

3. Rotular tubos de 1'5 ml con el n° original de la eswa. Aqui
depositaremos el resultado de la dilucién de lo spi@btenga tras el
vacio de la placa de purificacién afladiendo 35gudgla purificada.

4. Colocar la placa de purificacion en la camara degov&®romega® 10
minutos, hasta que no haya nada en el pocillo.

5. Calentar agua a 75°C y 300rpm en el termocicla8ernecesitan 35 pl
por muestra.

6. Se afiaden 35 pl de agua en cada pocillo.

7. Colocar la placa de purificacion en el termocictado50°C, 500 rpm

durante 8 minutos.
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8. Recuperar la muestra de cada pocillo (35-40 plepoditarla en los

tubos de 1'5 ml rotulados previamente.

Medicién de ADN corPICOGREEN

El Picogreen es un aparato capaz de medir la coacem del ADN mediante el uso de
un colorante fluorescente que se une al ADN deedchdlena (PicoGreen®, Molecular
Probes) y su cuantificacion en un fluorimetro. Raada muestra se obtienen medidas
para 2 diluciones seriadas. Se ha demostrado gadéesica es mucho mas sensible
gue la medida de la absorbancia a 260 nm, y quaifgedetectar hasta 25 pg/ml de
DNA.

Para realizar la medicion se prepara un mix con |il98e TE 1X + 1 ul de primer
fluorescente de picogreen. Estas son las propasipara 8 muestras. Este preparado

debe almacenarse en ausencia de luz para eviatigacion.

Para medir con el picogreen, se rotulan tubos pexgueon el n°® de la muestra original
y depositar 1 pl de la muestra en cada uno. Semeiadiz, se colocan 24 pl de TE 1Xy
finalmente, 25 pl de la mezcla de picogreen. Una peparado cada tubo, deben

almacenarse en ausencia de luz durante 3 minutos.

Pasados los 3 minutos, se transfieren los 50 plcatta tubo en una columna
transparente especifica para picogreen. La coluseneoloca dentro de la ranura del
picogreen y se procede a medir (Measure FluoresdeNiA2). El valor obtenido se

muestra en ng/pl.

Este valor debe ser multiplicado por 50, porquelssmicrolitros de que disponemos

de cada muestra.

Preparacion de las muestras para pirosecuenciar

Tras medir con el picogreen, ya disponemos de lacardracion de DNA en

nanogramos por microlitro. Para preparar las maggiara el pirosecuenciador, todas
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ellas deben estar a la misma concentracion, pgudoaplicaremos la siguiente formula,

obteniendo asi la concentracion de moléculas parmiitro (molec/ul):

Na/ul x 6'02 - 1¢°
656'6 - 10 x 590

Una vez obtenida la concentracion en molec/ul, meiseconocer la cantidad de buffer
TE 1X que hay que afadir para diluir la muestragseguir la misma concentracion

para todas las que seran analizadas en el misrp tub

Molec/ul 1 = pl de buffer TE 1X
10°

Seguidamente, se preparan tubos pequefios conelmuielstra y se afiaden tanto pl de

buffer TE 1X como hayamos calculado segun la féanauterior.

Finalmente, transferimos el resultado de cada mauest un mismo tubo de 1’5 ml, el

cual sera analizado en el pirosecuenciador.
En cada tubo contiene entre 20 y 25 muestras paaadisis, para obtener sobre 2000
secuencias por cada una. De este modo, se conggtrer40.000 y 50.000 secuencias

por tubo. En nuestro estudio, utilizamos 5 tuboslassiguiente distribucion:

- RUN 43: estudio preliminar saliva estimulada-nanegiada.

N°® MUESTRA PRIMER I (DILUCION)
540 3 35.5
544 4 3.67
548 5 2.11
552 7 2.11
557 10 0.22neg
612 11 6.78
613 12 13.78
618 13 13
578 26 9.1
579 27 541

EST 540 14 23.11
EST 544 15 22.33
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EST 548 16 20.78
EST 552 17 11.44
EST 557 18 33.2
EST 612 19 21.56
EST 613 20 38.67
EST 618 21 23.9
EST 578 22 23.11
EST 579 23 19.2

Tabla 10: Muestras analizadas en el run 43, pritiezado para la secuenciacion del
gen del 16S y microlitros necesarios de cada rmaestra la dilucién de la mezcla para

el estudio mediante pirosecuencacion.

- RUN 45: saliva no estimulada (1° octavo de placa)

N° MUESTRA PRIMER pl (DILUCION)
317 11 4.44
432 29 1.33
542 32 0,22neg
554 10 0.55
1088 14 24.64
1095 26 2.88
1098 15 19.2
1106 30 0,22neg
1173 16 6.77
1178 33 33.19
1184 38 4.44
1188 17 8.32
1197 39 0,22neg
1221 18 0,22neg
1229 19 1.33
1230 20 4.44
1312 4 7.55
1313 5 19.2
1315 21 16.09
1316 22 23.9
1317 7 9.1
1318 23 17.65
1320 24 13
2010 25 2.11

Tabla 11: Muestras analizadas en el run 45, pritikzado para la secuenciacion del
gen del 16S y microlitros necesarios de cada nmaesira la dilucion de la mezcla para

el estudio mediante pirosecuencacion.
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- RUN 48: saliva no estimulada (2° octavo de placa)

N° MUESTRA PRIMER (I (DILUCION)
5 25 3.66
21 24 6.77
241 26 5.21
580 28 0.55
581 29 9.1
587 30 0,22neg
610 12 6.77
611 11 1.33

1093 16 0,22neg
1094 17 9.1
1097 31 15.32
1170 22 5.21
1182 18 9.88
1183 32 2.88
1187 34 20.76
1189 35 9.1
1190 37 9.1
1191 38 7.55
1209 33 2.88
1216 3 8.32
1220 27 2.88
1226 40 16.87
2006 15 2.11
2021 19 1.33

Tabla 12: Muestras analizadas en el run 48 (2vode placa), primer utilizado para la
secuenciacion del gen del 16S y microlitros netesae cada muestra para la dilucion

de la mezcla para el estudio mediante pirosecuancac

- RUN 48: saliva no estimulada (3° octavo de placa)

N° MUESTRA PRIMER I (DILUCION)
1 22 4.44
6 13 3.66
11 28 6
13 30 5.22
20 31 9.88
189 23 11.43
243 6 8.32
315 14 5.22
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429 12 0,22neg
434 5 1.33
558 25 2.88
1079 15 0,22neg
1080 11 0.55
1084 35 15.32
1085 37 5.22
1096 30 34.7
1162 32 8.32
1163 20 6.77
1169 21 13
1185 19 6
1193 40 7.55
1217 4 18.42
1225 29 0,22neg
2009 16 0,22neg
2017 18 2.11

Tabla 13: Muestras analizadas en el run 48 (3vode placa), primer utilizado para la
secuenciacion del gen del 16S y microlitros nedesae cada muestra para la dilucion

de la mezcla para el estudio mediante pirosecuancac

- RUN 53: saliva no estimulada (4° octavo de placa)

N° MUESTRA PRIMER pl (DILUCION)
14 3 0.22neg
234 24 4.44
239 16 0.55
430 4 2.11
440 32 1.33
441 21 0.22neg
442 20 1.33
444 22 13.76
447 10 10.65
546 35 0.22neg
559 37 2.11
616 13 0.22neg
620 23 11.43
1081 33 6.77
1082 34 11.43
1086 38 19.97
1103 27 12.98
1160 31 0.55
1196 5 8.32
1203 19 21.53
1231 15 0.55
1314 39 4.44
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2015 17 0.55

2019 40 1.33

Tabla 14: Muestras analizadas en el run 53, pritiezado para la secuenciacion del
gen del 16S y microlitros necesarios de cada nmaesira la dilucion de la mezcla para

el estudio mediante pirosecuencacion.

Amplificacion del ADN y Pirosecuenciacion

Se realizaron amplificaciones por PCR mediante & de primers universales
modificados del gen 16S rRNA para bacterias (3zaitdn los primers 8-27F y 533R).
A estos primers se les afiadid previamente los adaggs A y B del sistema Titanium
del pirosecuenciador FLX de 454-Roche, siguiend&&tma y cols (2008), los cuales
permitieron la union de los amplicones obteniddssamicrobolas de captura asi como
su secuenciacién. Ademas, cada muestra se ampfiictiante un primer forward que
contenia una secuencia identificativa distinta gai@s de bases (pb), de tal manera que
esta secuencia pudiera servir de “codigo de bapasi separar las distintas muestras
(Andersson y cols. 2008) por un sencillo progranfarmatico de elaboracion propia.
Ello permiti6 mezclar los productos amplificados d&ias muestras en una sola
reaccion de pirosecuenciacion, que se llevd a oatoel Centro Superior de
Investigacion en Salud Publica (Valencia), mediasitaso de 1/8avos de placa. Cada
uno de estos 1/8avo produce por término medio 80s@@uencias de unas 400 pb de
longitud. Por ello, la combinacion de 20 muestraspgocillo mezcladas en cantidades
equimolares, daban lugar a unas 2,000 secuendiggnigor muestra. Los productos
de PCR con los primers modificados se corrierogetrle agarosa, purificando el ADN

con el kit Ultrapure DNA de Roche.

Las secuencias se recogen en tablas de Excel €aiglaentes valores:

67



3. MATERIAL Y METODO

- RUN 45: saliva no estimulada (1° octavo de placa)

Secuencias eliminadas por

Long o
. Desviacio
total seqs | media de n standar| primer
muestra | secuencig después seq P N count | > 250 bp| calidad
.| delong | trimmer
S del corte | después
de seq
del corte

317 6232 4837 439 69,75 10 628 757 0
432 7581 5666 431 68,77 1 883 1031 0
554 6835 5119 408 64,28 5 724 987 0
1088 5375 4157 440 70,47 3 599 616 0
1095 6151 4490 409 64,5 2 604 1055 0
1098 9305 7058 429 68,24 4 1042 1201 0
1106 3516 2544 409 65,28 3 453 516 0
1173 7108 5248 427 70,03 8 1138 714 0
1178 5707 4297 420 69,1 8 668 734 0
1184 4370 2652 369 74,51 4 352 1362 0
1188 1188 839 439 69,15 0 173 106 0
1197 986 702 394 54,68 3 80 201 0
1221 1086 685 431 67,71 1 168 232 0
1129 7502 5504 431 68,84 10 1215 737 0
1230 6599 4629 391 55,86 4 705 1261 0
1312 3549 2691 425 67,67 3 335 520 0
1313 6708 4906 420 71,48 1 697 1104 0
1315 5761 4352 435 67,49 7 702 700 0
1316 4836 3761 436 69,48 7 457 611 0
1317 5512 4178 427 67,97 3 593 738 0
1318 4703 3458 433 68,15 3 770 472 0
1320 5386 3970 404 62,37 2 476 938 0
2010 5935 4637 444 68,39 7 544 747 0

Tabla 15: Total de secuencias obtenidas tras dbenéon RDP, nimero de secuencias

tras el corte, longitud media de las mismas y @éesn estandar de dicha longitud, y

motivos por los cudles han sido eliminadas lasesezias descartadas del RUN 45.
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- RUN 48: saliva no estimulada (2° octavo de placa)

3. MATERIAL Y METODO

Secuencias eliminadas por

Long o
. Desviacio
total seqs | media de n standar| primer
muestra | secuencig después seq P N count | > 250 bp| Calidad
...| delong | trimmer
s del corte | después d
e seq
del corte

5 676 128 378 61,94 29 60 418 41
21 1674 491 367 74,41 18 52 1017 101
241 2907 1054 401 74,69 8 191 1354 30(
580 741 201 373 71,81 12 30 428 70
581 1717 322 361 73,07 42 51 1188 114
587 1228 460 378 73,92 3 69 558 138
610 1595 593 350 74,45 34 76 755 137
611 2529 872 412 80,76 20 123 1278 23¢
1093 198 27 372 59,2 35 8 113 15
1094 1211 232 341 64,55 200 57 661 61
1097 2414 752 396 77,24 78 105 1272 20]
1170 804 199 350 55,75 42 39 469 55
1182 908 160 370 75,58 84 37 550 77
1183 880 147 326 51,05 26 60 601 46
1187 2770 886 365 73,5 70 153 1431 23(
1189 115 22 343 68,87 18 5 56 14
1190 2360 682 389 78,9 119 72 1339 14§
1191 440 184 356 69,17 16 18 194 28
1209 1888 367 361 67,01 332 36 1022 13]
1216 936 210 369 64,81 34 75 530 87
1220 678 175 346 68,21 17 19 445 22

Tabla 16: Total de secuencias obtenidas tras ésmnéon RDP, niUmero de secuencias
tras el corte, longitud media de las mismas y @desi estandar de dicha longitud, y
motivos por los cudles han sido eliminadas lasesetias descartadas del RUN 48 (2°

octavo).
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- RUN 48: saliva no estimulada (3° octavo de placa)

3. MATERIAL Y METODO

Secuencias eliminadas por
Long | Desviaci6
total seqs | media de n .
muestra | secuencig después seq standard | "M€" | N count | > 250 bp| Calidad
s del corte | después| de long trimmer
del corte | de seq

1 5570 4301 424 69,87 2 553 714 0

6 5358 3627 439 69,32 0 384 1347 0
11 5831 3760 452 64,26 2 383 1686 0
20 4341 2709 450 63,24 0 289 1343 0
189 3172 2063 449 67,35 0 254 855 0
243 5533 3538 456 66,35 4 340 1651 0
315 1885 1102 404 70,13 0 223 560 0
429 2353 1662 423 76,21 0 200 491 0
434 6739 4265 424 72,9 2 648 1824 0
558 1179 876 415 76,07 0 180 123 0
1079 9066 5706 448 67,14 2 684 2674 0
1080 7009 4524 444 68,55 7 485 1993 0
1084 5343 3394 428 72,25 1 525 1423 0
1085 6567 3805 425 70,19 2 649 2111 0
1096 4105 2652 440 67,66 2 314 1137 0
1162 6071 3699 436 70,76 8 471 1893 0
1163 3663 2450 417 73,18 1 531 681 0
1169 5856 3654 440 69,51 4 417 1781 0
1185 5372 3604 438 69,02 7 480 1281 0
1193 4433 2767 444 69,79 3 316 1347 0
1217 5888 3914 443 70,27 3 473 1498 0
1225 39498 25989 446 66,74 21 3348 10140 0
2009 978 739 419 75,4 1 107 131 0

2017 227 156 412 77,45 0 40 31 0

Tabla 17: Total de secuencias obtenidas tras ésBnéon RDP, nimero de secuencias
tras el corte, longitud media de las mismas y @des estandar de dicha longitud, y
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octavo)
- RUN 53: saliva no estimulada (4° octavo de placa)
Secuencias eliminadas por
Long | Desviacio
total seqs | media de n .
muestra | secuencig después seq standard | ,P"™M€" | N count | > 250 bp| Calidad
S del corte | después| de long trimmer
del corte | de seq

14 1089 881 490 20,87 0 196 12 0
234 942 782 477 42,78 0 152 8 0
239 754 603 491 12,81 0 139 12 0
430 1579 1216 490 10,23 1 254 108 0
440 2111 1808 486 26,76 2 294 7 0
442 837 675 481 38,84 0 154 8 0
444 914 664 480 27,56 1 244 5 0
447 189 118 485 11,16 0 24 47 0
546 416 324 483 26,64 3 75 14 0
559 1806 1435 483 15,83 0 364 7 0
616 1216 1025 490 16,27 2 175 14 0
620 1063 896 487 18,46 0 161 6 0
1081 1115 869 484 23,58 1 219 26 0
1082 1215 1068 483 23,68 1 135 11 0
1086 347 275 485 8,57 0 67 5 0
1103 885 629 485 22,35 0 234 22 0
1160 1067 764 483 10,22 1 292 10 0
1196 1399 1093 486 23,58 0 299 7 0
1203 2622 1945 482 31,58 4 367 306 0

1231 16 10 488 7,21 0 4 2 0
1314 794 626 487 13,6 1 163 4 0
2015 928 779 460 78,31 0 129 20 0
2019 1124 969 482 34,96 0 144 11 0
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Tabla 18: Total de secuencias obtenidas tras ésmnéon RDP, niUmero de secuencias
tras el corte, longitud media de las mismas y @desi estandar de dicha longitud, y
motivos por los cuéles han sido eliminadas lasesezias descartadas del RUN 53.

Analisis de datos

Las secuencias se separaron en base a los codifpasrels para determinar la muestra a
la que pertenecian, mediante un script en PERUat®m®acion propia. Se eliminaron
del analisis las secuencias menores de 250 pbéilasjgue no cumplian los minimos
de calidad con parametros standard del softwarebMevRoche). Las secuencias se
compararon mediante el clasificador de la Ribosomaktabase Project (RDP)
(DeSantis. 2006), bajando hasta el nivel de famdiande en simulaciones previas,
establecio que con una longitud de 400 pb, lalftu en la adscripcion taxonomica es
superior al 95%, y de género, donde la fiabilidad@perior al 90%. Si la asignacién a
un determinado nivel taxonémico era igualmente iB@tiva a mas de un grupo
bacteriano, la asignacion se realizaria al nivebidmico inmediatamente superior,
siguiendo Sogin y cols, 2006 (Cole, 2009).

La clasificacion se ha hecho en base a la baseatds de la Ribosomal Database
Project, con un intervalo de confianza del 80% (qulasifica correctamente
practicamente el 100% a nivel de clase, que sorefadtados obtenidos, y mas del 90%
a nivel de género) (Cole, 2009).

Tras la obtencién de datos, se eliminaron las slde&terianas correspondientes a
bacterias fotosintéticas como cianobacterias, plastos, que son amplificadas por los
primers universales y son artefactos.

Posteriormente, se agruparon los datos obtenidoslgse y genero taxondmico para la
creacion de tablas mediante el programa MicrosefeE2000. Se realizaron graficas
por clase y por género de muestra de cada subglagpoesultados de las cuales se
unificaron para crear tablas comparativas.

Las curvas de rarefaccion se realizaran, a nivgléhero, con la aplicacion de la RDP,
calculando ademas mediante el indice Chaol el mitotal de géneros presentes; a
nivel de especie, se agruparan las secuencia®ab@ddentidad mediante el programa
CD-HIT, haciendo las curvas de rarefaccion con M@TUWa comparacion de las
muestras entre si se llevara a cabo mediante ianddiscorrespondencia mediante los

programas QIIME y UNIFRAC, desarrollados por el smmio del Microbioma
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Humano especificamente para analisis y comparatgopirosecuencias del 16S con
una aproximacion filogenética (Lozupone et al. 20@ando el nimero de secuencias
supere el maximo de esta aplicacion, se pediréretipo correspondiente y/o se llevara
a cabo el mismo tipo de analisis mediante el pagestadistico R. Las comparaciones
contra la base de datos del NCBI se realizaran anggliBLAST locales en nuestro

servidor de célculo de 4 hexacores, donde se azuabularmente la base de datos nr.
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4.1.- ESTUDIO EN MUESTRAS DE SALIVA NO ESTIMULADA.

En este grupo experimental se incluyeron 110 maestie saliva no estimulada
procedentes de nifios explorados en el Estudio Eyadiégico de Salud Oral de la
Comunidad Valenciana (EECV_2010).

Subgrupo N° muestras estudiadas
0 puro 20
O+obts 20
1 puro 19
Mxbl+obts 18
Cav+obts 17
Cav sin obts 16

Tabla 19: Distribucion subgrupos estudiados y nénder muestras por subgrupo.

4.1.1- RESULTADOS OBTENIDOS TRAS ESTUDIO DE PCREK BE
AGAROSA AL 1%.

1.- Grupo 1. Cddigo ICDAS 00 (Libres de caries, siantecedentes de la
enfermedad): cero puro (O puro).

Incluye el estudio mediante PCR del gen del rRNA1&S mediante PCR y posterior
comprobacion con gel de Agarosa al 1% visualizadolez ultravioleta de 20 muestras
de saliva no estimulada de nifios de 12 afios de sbfadesiones de caries ni

antecedentes de la enfermedad.

Ll I'T

Figuras 2 y 3: Gel de agarosa obtenido tras la 8@Rs muestras del grupo 1.
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Id. ADN (ng/uL) 1/8 PLACA PARA PRIMER
EECV 2010 PIROSECUENCIAR PIROSECUENCIADOR
1 1316 235.8 1 22
2 1221 194.4 1 18
3 544 154.3 est-no est 4
4 1088 143.1 1 14
5 552 137.2 est-no est 7
6 1318 128.2 1 23
7 1230 1174 1 20
8 1098 115.4 1 15
9 540 103.8 est-no est 3
10 548 95.9 est-no est 5
11 1173 89.7 1 16
12 612 84.3 est-no est 11
13 1320 82.8 1 24
14 1315 82.1 1 21
15 613 79.8 est-no est 12
16 1188 79.5 1 17
17 557 77.1 est-no est 10
18 2010 73.6 1 25
19 618 73.2 est-no est 13
20 1229 72.7 1 19

Tabla 20: Relacion de pacientes, nanogramos de AdON microlitro segun el
nanodrop, octavo de placa asignado en el pirose@dar y primer utilizado para la

secuenciacion del 16S.

2.- Grupo 2. Codigo ICDAS X 0 (Libres de caries aales, con antecedentes

de la enfermedad): cero con antecedentes (0+obts).

Incluye el estudio mediante PCR del gen del rRNA16S mediante PCR y posterior
comprobacion con gel de Agarosa al 1% visualizadolez ultravioleta de 20 muestras
de saliva no estimulada de nifios de 12 afios de smfadesiones de caries con

antecedentes de la enfermedad.

Figuras 4 y 5: Gel de agarosa obtenido tras la 8&Rs muestras del grupo 2.
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Id ADN (ng/uL) 1/8 PLACA PARA PRIMER
EECV 2010 PIROSECUENCIAR | PIROSECUENCIADOR

1 1313 307.7 1 5
2 1317 230.1 1 7
3 1312 227.5 1 4
4 317 222.1 1 11
5 1178 158.7 1 33
6 1162 157 3 32
7 554 141.7 1 10
8 1197 140.9 1 39
9 1226 139.5 2 40
10 578 110.8 est-no est 26
11 1189 110.5 2 35
12 587 98.9 2 30
13 1187 95.7 2 34
14 1097 90.7 2 31
15 1216 85.3 2 3
16 580 63.4 2 28
17 581 545 2 29
18 1191 54.3 2 38
19 579 52.6 est-no est 27
20 1190 40.2 2 37

Tabla 21: Relacion de pacientes, nanogramos de AdON microlitro segun el
nanodrop, octavo de placa asignado en el pirose@dar y primer utilizado para la

secuenciacion del 16S.

3.- Grupo 3. Codigo ICDAS 01 (Paciente con lesioséniciales de caries sin
antecedentes)lesiones iniciales de caries (codigo 1 y 2 de ICPAIS antecedentes

de caries, sin obturacionés puro).

Incluye el estudio mediante PCR del gen del rRNA1&S mediante PCR y posterior
comprobacion con gel de Agarosa al 1% visualizamolez ultravioleta de 19 muestras
de saliva no estimulada de nifios de 12 afios de edadlesiones de caries ni

antecedentes de la enfermedad.

4 K X R J -
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Figuras 6 y 7: Gel de agarosa obtenido tras la 8Rs muestras del grupo 3.

Id ADN (ng/uL) 1/8 PLACA PARA PRIMER
EECV_2010 PIROSECUENCIAR PIROSECUENCIADOR
1 20 292.5 3 31
2 13 205.9 2 30
3 1225 178.5 3 29
4 1170 164.2 2 22
S 11 154.6 3 28
6 1182 137.4 2 18
7 5 133.6 2 25
8 1093 131.7 2 16
9 21 130.2 2 24
10 1094 1255 2 17
11 435 122.3 2 13
12 241 121.1 2 26
13 1220 120.5 2 27
14 1169 120.4 3 21
15 1185 1134 3 19
16 1163 113.2 3 20
17 429 107.8 3 12
18 189 98.7 3 23
19 1079 97.5 3 15

Tabla 22: Relacion de pacientes, nanogramos de AN microlitro segun el
nanodrop, octavo de placa asignado en el pirose@dar y primer utilizado para la

secuenciacion del 16S.

4.- Grupo 4. Codigo ICDAS X 1 6 2 Lesiones iniciales de caries (cédigo 1y

2 de ICDAS) con antecedentes de caries, con obtuiates (Mxbl+obts).

Incluye el estudio mediante PCR del gen del rRNA16S mediante PCR y posterior
comprobacion con gel de Agarosa al 1% visualizadolez ultravioleta de 18 muestras
de saliva no estimulada de nifios de 12 afios de edadlesiones de caries y

antecedentes de la enfermedad.

Figuras 8 y 9: Gel de agarosa obtenido tras la 8Rs muestras del grupo 4.
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Id ADN (ng/iL) 1/8 PLACA PARA PRIMER
EECV_2010 PIROSECUENCIAR | PIROSECUENCIADOR

1 1231 155 4 15
2 1096 131.7 3 30
3 1085 124.2 3 37
4 1203 58.1 4 19
5 243 118 3 6

6 1084 112.8 3 35
7 1193 108.5 3 40
8 611 54.7 2 11
9 2007 103 2 24
10 244 101.4 17
11 1217 100.7 3 4

12 6 98.1 3 13
13 239 46.4 4 16
14 1086 91.8 4 38
15 1081 774 4 33
16 1082 735 4 34
17 1196 69.2 4 5

18 440 59.6 4 32

Tabla 23: Relacion de pacientes, nanogramos de AdON microlitro segun el
nanodrop, octavo de placa asignado en el pirose@dar y primer utilizado para la

secuenciacion del 16S.

5.- Grupo 5. Cdédigo ICDAS XY (Paciente con lesiones de caries con pérdida
de continuidad con antecedentgsLesiones cavitadas (codigos 3 a 6 de ICDAS) con
antecedentes de caries, con obturaci¢g8as+obts).

Incluye el estudio mediante PCR del gen del rRNA16S mediante PCR y posterior
comprobacion con gel de Agarosa al 1% visualizamolgz ultravioleta de 17 muestras
de saliva no estimulada de nifios de 12 afos de edadlesiones de caries y

antecedentes de la enfermedad.

.
e e EEE-E-S e

Figuras 10 y 11: Gel de agarosa obtenido tras R &€las muestras del grupo 5.
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Id ADN (ng/uL) 1/8 PLACA PARA PRIMER
EECV_2010 PIROSECUENCIAR PIROSECUENCIADOR
1 1209 336.4 2 33
2 620 295.1 4 23
3 1103 231.4 4 27
4 444 221.8 4 22
5 1160 145.3 4 31
6 234 130.2 4 24
7 559 128.6 4 37
8 1184 125.1 1 38
9 1183 120.3 2 32
10 442 117.1 4 20
11 1314 112.4 4 39
12 546 1111 4 35
13 1106 108 1 30
14 542 105.2 1 34
15 432 93.9 1 29
16 1095 80.3 1 26
17 2019 47.9 4 40

Tabla 24: Relacion de pacientes, nanogramos de AN microlitro segun el
nanodrop, octavo de placa asignado en el pirose@dar y primer utilizado para la

secuenciacion del 16S.

6.- Grupo 6. Codigo ICDAS 0Y (Paciente con lesiosale caries con pérdida
de continuidad sin antecedentes)Lesiones cavitadas (codigos 3 a 6 de ICDAS) sin

antecedentes de caries, sin obturacio@es 6in obts)

Incluye el estudio mediante PCR del gen del rRNA16S mediante PCR y posterior
comprobacion con gel de Agarosa al 1% visualizamolez ultravioleta de 16 muestras
de saliva no estimulada de nifios de 12 afios de edadlesiones de caries sin

antecedentes de la enfermedad.

Figuras 12 y 13: Gel de agarosa obtenido tras R &€las muestras del grupo 6.
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Id ADN (ng/ul) 1/8 PLACA PARA PRIMER
EECV_2010 PIROSECUENCIAR PIROSECUENCIADOR
1 315 412.5 3 14
2 616 339.9 4 13
3 610 325 2 12
4 430 301.5 4 4
5 2017 298.5 3 18
6 558 289.1 3 25
7 2021 262.3 2 19
8 2015 215.6 4 17
9 1080 210.5 3 11
10 2006 189.1 2 15
11 1 183.3 3 22
12 14 182.4 4 3
13 2009 177.4 3 16
14 447 174 4 10
15 441 159.9 4 21
16 434 149.9 3 5

Tabla 25: Relacion de pacientes, nanogramos de AN microlitro segun el
nanodrop, octavo de placa asignado en el pirose@dar y primer utilizado para la

secuenciacion del 16S.
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4.1.2- RESULTADOS OBTENIDOS TRAS ANALISIS Y
PIROSECUENCIACION.

Tras el estudio mediante la base de datos Ribos@atdbase Project (RDP), se
obtuvieron las secuencias de cada una de las rasesttudiadas, las cudles fueron
clasificadas a nivel de clase y género. En cadadenestas categorias, se almacenaron
los resultados en formato Excel, para su postéigtribucion en graficas porcentuales,

las cuales son recogidas a continuacion:

1.- Grupo 1. Caodigo ICDAS 00 (Libres de caries, simntecedentes de la

enfermedad): cero puro (O puro).
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Figura 14: Analisis taxonomico a nivel de clasdademuestras de saliva no estimulada
de pacientes sanos sin antecedentes de la enfermed@

puro).
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Figura 15: Andlisis taxonémico a nivel

de género lde muestras de saliva

estimulada de pacientes sanos sin antecedentasdétmedadd puro).
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4. RESULTADOS

2.- Grupo 2. Cddigo ICDAS X 0 (Libres de caries daales, con antecedentes
de la enfermedad): cero con antecedentes (0+obts).
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Figura 16: Andlisis taxondmico a nivel de clasdademuestras de saliva no estimulada

de pacientes sanos con antecedentes de la enfelr{@gabts)
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Figura 17: Analisis taxondmico a nivel de clasdademuestras de saliva no estimulada

de pacientes sanos con antecedentes de la enfel (fDedhts)
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3.- Grupo 3. Cdbdigo ICDAS 01 (Paciente con lesiogéniciales de caries sin
antecedentes)lesiones iniciales de caries (cddigo 1 y 2 de ICDAIS antecedentes

de caries, sin obturacion€k puro).
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Figura 18: Andlisis taxonémico a nivel de clasdademuestras de saliva no estimulada

de pacientes con lesiones iniciales de la enferchgdin antecedentés$ puro).
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Figura 19:

Andlisis taxondmico a nivel de género lde muestras de saliva no

estimulada de pacientes con lesiones inicialesadmnfermedad y sin antecedentks

puro).
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4.- Grupo 4. Cbdigo ICDAS X 1 6 2 Lesiones iniciales de caries (codigo 1y

2 de ICDAS) con antecedentes de caries, con obtuiaees (Mxbl+obts).
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Figura 20: Andlisis taxonémico a nivel de clasdademuestras de saliva no estimulada

de pacientes con lesiones iniciales de la enferchedia antecedentébixbl+obts).
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Figura 21: Analisis taxonémico a nivel de género lde muestras de saliva no
estimulada de pacientes con lesiones inicialesadenfermedad con antecedentes
(Mxbl+obts).
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5.- Grupo 5. Codigo ICDAS XY (Paciente con lesiones de caries con pérdida

de continuidad con antecedentgsLesiones cavitadas (cédigos 3 a 6 de ICDAS) con

antecedentes de caries, con obturaci¢g@as+obts)
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Figura 22

de pacientes con lesiones cavitadas con anteced@atet+obts)

: Analisis taxondmico a nivel de clasdatemuestras de saliva no estimulada
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Figura 23: Andlisis taxonémico a

nivel de

género lde muestras de saliva no

estimulada de pacientes con lesiones cavitadaardesedenteCav+obts)
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4. RESULTADOS

6.- Grupo 6. Codigo ICDAS 0Y (Paciente con lesiosale caries con pérdida

de continuidad sin antecedentes)Lesiones cavitadas (cédigos 3 a 6 de ICDAS) sin

antecedentes de caries, sin obturacig@es sin obts)
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Figura 24: Andlisis taxonémico a nivel de clasdademuestras de saliva no estimulada

de pacientes con lesiones cavitadas sin anteced@ae sin obts)
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Figura 25: Analisis taxonémico a nivel de género lde muestras de saliva no

estimulada de pacientes con lesiones cavitadass#cedenteCav sin obts)
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7.- Comparativa subgrupos a nivel de clase y de gémo taxonémico.
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Figura 26: Comparativa entre subgrupos a nivelasedaxondmica.

La clase taxondmica Bacilli es el mas abundanttodos los grupos estudiados, desde
un 42'2% en el subgrupo de pacientes con lesioa@tadas sin antecedentes a un 73’8
%, en las muestras de saliva no estimulada deadogntes con lesiones iniciales de la
enfermedad con antecedentes.

Betaproteobacteriabscila entre un 3'1% y 6'5%, correspondiendo aafauestras de
pacientes con lesiones iniciales de la enfermedachntecedentes y a las del subgrupo
de pacientes con lesiones cavitadas sin antecadente

Gammaproteobacteriees mas abundante en las muestras de pacientes sano
antecedentes de la enfermedad con un 22'14%, rageqtre la menos proporcion de
esta clase se da en las muestras del subgrupccemtea con lesiones iniciales de la
enfermedad sin antecedentes con un 4'82%.

Flavobacteriaaparece en mayor proporcion en las muestras denpe€ sanos sin
antecedentes de la enfermedad con un 20’3% miegtrassu presencia es la menos
representativa en el subgrupo de pacientes sanasntecedentes de la enfermedad con
un 4’19%.
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Los niveles deActinobacteriaoscilan entre el 2'77% y 0'70%, en las muestras de
subgrupo de pacientes sanos sin antecedentesdtetanedad y las correspondientes a
aquellos con lesiones iniciales de caries sin adites, respectivamente.

La claseClostridia es mas abundante en el grupo de pacientes condssniciales con
antecedentes de la enfermedad con un 4'23%, mseqire el valor mas bajo, 0'95%, se
observa en los pacientes con lesiones inicialearggcedentes.

Las muestras pertenecientes al subgrupo de pexiexie lesiones cavitadas sin
antecedentes de la enfermedad presentan la mayoeorpion deBacteroidiacon un
10'71%, en cambio, el subgrupo de sanos con argateside la enfermedad presenta el
valor més inferior, siendo este de 2'96%.

Los niveles mas elevados &esobacteriase observan en los pacientes con lesiones
cavitadas sin antecedentes con un 15'59% del toiahtras que los mas bajos se dan
en los pacientes sanos sin antecedentes en losscunal se detecto dicha clase
bacteriana.

Las clases bacterianadphaproteobacteria, Epsilonproteobacteria, Sphiogcteria,
Erysipelotrichia, Spirochaeteg Mollicutesaparecen en proporciones inferiores al 1%,
destacando su ausencia en el subgrupo de pacisates sin antecedentes de la
enfermedad y mayor abundancia en el subgrupo dentes con lesiones cavitadas sin

antecedentes de la enfermedad.
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Figura 27: Comparativa entre subgrupos a niveléheigp taxonémico.

El géneroStreptococcugs el mas abundante en todos los subgrupos, dosoireamel

las muestras de pacientes con lesiones inicialeardecedentes de la enfermedad con
un 63'93% del total, y con menor proporcion, peasi siendo el 50% total (49'40%)
en el subgrupo de pacientes con lesiones cavitilantecedentes de la enfermedad.
Esto sugiere una predominancia de dicho génera saliva no estimulada de todos los
pacientes, determinando que este tipo de muestra esdio habitual de presencia de
StreptococcusEn los subgrupos con lesiones iniciales de laremddad aparece con
mayor abundancia, lo que sugiere que un aumentosdeiveles deStreptococcuen
saliva no estimulada podria ser un indicador degdede sufrir lesiones iniciales de

caries.

El génercActinobacillusse observa con mayor predominio siendo el segandmanto
a proporcion en los subgrupos de pacientes sanosargiecedentes, sanos con
antecedentes y con lesiones cavitadas con anteesd@n’40%, 11'26% y 12'53%).
En cambio, en los subgrupos de pacientes con kEsigmciales sin antecedentes,

lesiones iniciales con antecedentes y lesionesackas sin antecedentes, los valores son
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menores (1'22%, 1'71% y 2'66%, respectivamente)e Egnero bacteriano parece
disminuir cuando los pacientes se encuentran epriageras fases de la enfermedad,
con lo que su descenso en el total bacteriano dalila estimulada puede indicar una

situacion de riesgo de lesiones iniciales.

El géneroPorphyromonasparece con mayor abundancia en los subgrupoesiones

cavitadas, tanto con antecedentes como sin antgesde(4'03% y 7'77%,

respectivamente), lo que sugiere que la preserciasibnes abiertas de caries favorece
un aumento de los niveles Berphyromonan saliva no estimulada. En los subgrupos
de pacientes con lesiones iniciales de cariesy sion antecedentes, los valores son
inferiores (1'63% y 1'54%, respectivamente), aghocen los pacientes sanos sin y con
antecedentes (1'64% y 2'58%, respectivamente)pgrcliales no existen cavidades de

caries.

El géneroGemellaoscila en proporciones entre 7°'98% en el subgdgpacientes con
lesiones iniciales con antecedentes de la enfemmng@d74% en aquellos con lesiones
cavitadas con antecedentes de la enfermedad, Isugiere que la saliva no estimulada
es un medio habitual de colonizacion por parte d&e @énero bacteriano sin

variabilidad en funcion del estado de salud canoge

El género TM7_genera_incertae_sedis se observaraggorgiones muy bajas, entre
0'09% y 0'43%, pero presente en todos los subgrigstsdiados, pese a su origen

periodontal, aparece representado en saliva nowdatia.

En los subgrupos de pacientes con lesiones casitada antecedentes, el género
Capnocytophagas el 2’11% y 3'06%, valores ligeramente supes@ los observados
en los otros subgrupos (1'19%, 1'77%, 061% y 1'3}7%ugiriendo una posible
relacion entre la presencia de lesiones cavitadad gumento de los niveles de

Capnocytophagan saliva no estimulada.
Los subgrupos con antecedentes de la enfermedadnpae niveles superiores del

generoAggregatibacter (1'1%, 1'07% y 0'81%), que los observados endobgrupos
sin antecedentes (0'56%, 0'37%, 0'71%).
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Los pacientes sanos sin y con antecedentes presents niveles dé@revotellaen
saliva no estimulada de 0'84% y 1'17%, mientras gusubgrupos de lesiones iniciales
y con lesiones cavitadas, tanto sin como con adégtes de la enfermedad, se observa
una mayor proporcion de este género bacteriandaondo entre 2'20% y 3'03%. Este
resultado sugiere un posible aumento del géReswotellaen saliva no estimulada en
aquellos pacientes que presentan la enfermedanl ¢ésnsus estadios iniciales como

cavitados.

La misma situacién se produce en el gér@ranullicatella en el que los pacientes
sanos sin y con antecedentes de la enfermedadnfaesenos niveles inferiores en
saliva no estimulada (2'93% y 2'97%) respecto apasientes con lesiones iniciales y
cavitadas tanto sin como con antecedentes, dosderdgporciones d&ranullicatella
oscilan entre 3'49% y 7'12%. Esto puede sugerir posible relacién entre el aumento
del génerdGranullicatellaen saliva no estimulada y la presencia de lesideesaries,

tanto iniciales como cavitadas.

El géneroSoowooaaparece en su mayor nivel en el grupo de paciesdas sin
antecedentes de la enfermedad (8'82%). Por otm, lad los pacientes con lesiones
iniciales y cavitadas, sin y con antecedentesyddsres son inferiores (1'39%, 2'26%,
4'81% y 4'39%, respectivamente). Podrian relacis@ariveles bajos de este género en
saliva no estimulada cuando existe presencia dmksde caries iniciales o cavitadas.

4.1.3- .CURVAS DE RAREFRACCION.

Grupo Secuencias

Saliva Estimulada 18023

Saliva no estimulada 19893
O puro 59877
O+obts 39306
1 puro 54031
Mxbl+obts 28796
Cav+obts 23660

Cav sin obts 20551

Tabla 26: Numero de secuencias obtenidas en eta@dnento del RDP.

100



4. RESULTADOS

Los valores obtenidos correspondientes a las cudeasarefraccion de los seis
subgrupos estudiados segun el estado cariogérdconisron utilizando el programa

aRarefactWin para crear una grafica con todasuass juntas:

2500
e mXbl
2000 1_puro
1500 cav_obts
3 =0 puro
» 1000 .
,2 cav sin obts
(@)
500 Oobts
0
0 20000 40000 60000 80000
Secuencias

Figura 28: Curva de rarefaccion de las muestrasatiea no estimulada de todos los
pacientes estudiados.

Subgrupo estudiado N° secuencias OTUs 3%
0 puro 60000 2250
0+obts 40000 2100
1 puro 55000 2000

Mxbl+obts ~30000 2000
Cav+obts 25000 1500
Cav sin obts 20000 1350

Tabla 27: Subgrupo estudiado con el nimero de se@seobtenidas tras el analisis con
RDP y numero de OTUs reconocidos a un nivel delitiahidel 3%.

La Figura 28 muestra las curvas de rarefaccionodast las muestras de saliva no

estimulada en los distintos grupos de pacientesli@stos. El eje horizontal muestra el

namero de secuencias que han sido obtenidas medibastudio de pirosecuenciacion

101



4. RESULTADOS

del gen del 16S y el eje vertical el nimero de Haéd Taxondmicas Operacionales
(OTUs) a un nivel de similitud del 3% de las secigs entre si, lo que representa una
aproximacion del nimero de especies segun el esfdersecuenciacion realizado.

La curva que representa los pacientes sanos snealentes de la enfermedad (0O puro)
se estabiliza a 2250 OTUs con 60000 secuenciastrands la mayor diversidad
bacteriana de todos los grupos. Las curvas de) dstgrupos se estabilizan a menor
namero de secuencias y menor numero de OTUs, ydieminuyendo de forma
progresiva, con lo que la diversidad bacteriananisgye a medida que empeora el

estado de salud.
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42.- ESTUDIO EN MUESTRAS DE SALIVA ESTIMULADA-NO
ESTIMULADA.

Tras el estudio mediante la base de datos Ribos@atdbase Project (RDP), se
obtuvieron las secuencias de cada una de las masiesttudiadas, las cuales fueron
clasificadas a nivel de clase y género. En cadadenestas categorias, se almacenaron
los resultados en formato Excel, para su postdigtribucion en graficas porcentuales,

las cuales son recogidas a continuacion:

4.2.1- RESULTADOS OBTENIDOS TRAS ANALISIS Y
PIROSECUENCIACION.

Saliva No estimulada

Clase B Spirochaetes
B Sphingobacteria

100% . Opitutae
90% B Mollicutes
B Gammaproteobacteria
80%
70% B rlavobacteria
Erysipelotrichia
60% iy .
Epsilonproteobacteria
50% Deltaproteobacteria
- L
40% Clostridia
Chloroplast
30% M Betaproteobacteria
B Bacteroidia

Bacill
I B Alphaproteobacteria
- — = B Actinobacteria
7 8 9

10

B rysobacteria

20%
10% I
1 2 3 4 5 6
Muestras
Figura 29: Analisis taxondmico a nivel de clasdademuestras de saliva no estimulada
de los pacientes seleccionados para el estudioaratyo entre saliva no estimulada y
estimulada de la EECV-2010.
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Saliva Estimulada
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Figura 30: Andlisis taxonomico a nivel de clasdademuestras de saliva estimulada de
los pacientes seleccionados para el estudio cothmgamntre saliva no estimulada y
estimulada de la EECV-2010.

A nivel de clase, se observan diferencias en lailli€ion de las especies bacterianas
entre las muestras de saliva estimulada y no estitaulLa proporcion d8acilli en
saliva estimulada varia de un 15 a un 40 %, nasrque en las muestras de saliva no
estimulada de los mismos pacientes, son predonesaniperando un 50% del total en
7 de los 10 pacientes estudiados (Figura 29 y 30).

En el analisis de la saliva estimulada, hay undrilblision variable deBacilli,
Bacteroidia, Betaproteobacteria, Clostridia Gammaproteobacteriasiendo estos los
grupos dominantes.Actinobacteria aparece en menor proporcion junto con
FusobacteriaFigura 30).

Por otro ladoBacilli es la clase dominante en la mayor de las muedé&asaliva no
estimulada, excepto en algunas muestras donde servab un aumento de
Gammaproteobacteria (muestra 5), combinacion desammaproteobacteriay
Betaproteobacterig4, 6, 8 y 10) y un aumento didavobacteria(muestra 9) (Figura
29).
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Estos resultados muestran una sobrerrepresentdeidigrupo Bacilli en saliva no
estimulada respecto a la estimulada donde exisée riayor variabilidad entre la

distribucién de las especies microbianas.
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Figura 31: Andlisis taxondmico a nivel de género lde muestras de saliva no
estimulada de los pacientes seleccionados parstielie comparativo entre saliva no
estimulada y estimulada de la EECV-2010.
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Figura 32: Andlisis taxondmico a nivel de génerdademuestras de saliva estimulada
de los pacientes seleccionados para el estudioaratiy® entre saliva no estimulada y
estimulada de la EECV-2010.

En cuanto al género, los resultados se correlaciooa los obtenidos a nivel de clase.
Steptococcuscupa entre un 20-35% del total de las especiesnéradas, seguido de
Neisseria(7-25% del total)Prevotella(2-25%) yVeillonella (6-22%). Cabe destacar la
presencia de Fusobacteria, sin sobrepasar el 1D8étale y dePorphyromonassiendo

el maximo detectado un 7 % del total, las cualessstbgingivales, asi como TM7 el
cual aparece entre el 0.15 y 1.27 %(Figura 31)asEsspecies aparecen en menor
cantidad en el andlisis de saliva no estimuladguk hace sospechar de una liberacion
de placa bacteriana subgingival durante la masficade la parafina en la recogida de
saliva estimulada.

En cambio, el génerStreptococcugs el mas abundante en las muestras de saliva no
estimulada superando el 50% del total excepto enmmlaestras 4 y 8, en las que el
género Neisseria alcanza un 25 % de abundancia, y en la muestran5 Ies
Actinobacilluslos que aparecen en un 28 % del total (Figural38y.proporciones de

Porphyromonasy Fusobacteriason inferiores a la obtenidas con saliva estinaulad
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(entre 1-5% y 0-6%, respectivamente), y el géndwy entre 0 y 1.39%Gemella
oscila entre el 1% (muestra 5) y casi un 16% (maexten saliva no estimulada y un 2
a 8% en estimulada (muestras 2 y 3, respectivamesiemdo esta variabilidad muy

ligera.
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4.2.2- CURVAS DE RAREFRACCION.

Curvas Rarefraccion SALIVA est vs no est
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Secuencias

Figura 35: Curva de rarefaccion comparativa darlasstras de saliva estimulada y no

estimulada.

En la Figura 35, se compara mediante dos curvaardéccion con los datos para la
divergencia del 3% del gen del 16S para estabkdoefimero aproximado de especies
(filotipos u OTUSs). La curva de saliva no estimalase estabiliza a 700 especies
bacterianas, mientras que la saliva estimuladastbiéza a mas de 2000, indicando
que con este tipo de muestra existe una mayorgiilge bacteriana, superior al triple

gue con saliva estimulada.
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4.2.4-TABLAS LOCALIZACIONES ORALES DE LOS TIPOSTBEATANOS.

Localizacién
. Cara
Genus Propormon Dorso lateral Paladar | Paladar | Muco Pb Pb
(1:2000) lengua Lengua Blando duro sas | supra | sub
Streptococcus 519.6206 X X X X X X
Neisseria 105.99254 X X X X X X X
Gemella 70.945624 X X X X X X X
Actinobacillus 46.52027 X
Rothia 33.980458 X X X X X
Granulicatella 27.15163 X X X X X X X
Fusobacterium 20.623977 X X X X
Haemophilus 20.41756 X
Soonwooa 19.936815
Veillonella 19.878733 X X X X X X X
Porphyromonas| 16.588514 X X X X X
Leptotrichia 15.303516 X X X X
Actinomyces 13.746371 X X
Coryn?nbacteriu 13.055682 X
Capnocytophaga 10.008979 X X
Abiotrophia 8.5395479 X X
Aggregatibacter| 7.6374741 X X
Prevotella 6.1875023 X X X X X X
Kingella 5.501045 X X
Others 4.1519201
T'\(fgaggi‘seégé” 3.9473565 X X
Cardiobacterium  2.4678039 X
Sphingomonas 1.948715%
Campylobacter 1.1617676 X X X X X

Tabla 28: Procedencia de los géneros bacteriangsaiméndantes en las muestras de

saliva no estimulada.
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Localizacion
. Cara
Genus Propormon Dorso lateral Paladar | Paladar | Muco | Pb Pb
(1:1000) lengua Lengua Blando duro sas | supra | sub
Streptococcus 253.0726916 X X X X X X X
Neisseria 155.427331b X X X X X X
Veillonella 99.65263701 X X X X X X X
Prevotella 97.52180099 X X X X X X X
Fusobacterium 64.68747204 X X X X X X
Haemophilus 54.6156670Q X
Rothia 52.57207564 X X X X X
Porphyromonas 46.90576377 X X X X X X X
Gemella 46.53449692 X X X X X X X
Granulicatella 27.9186713b X X X X X X
Leptotrichia 16.69270149 X X X X X
Actinobacillus 10.62993872 X
Actinomyces 10.61787095 X X
TM7_genera}_incerta 6.516386153 X X
e_sedis
Capnocytophaga 5.948814067 X X
Campylobacter 5.78331939 X X X X X X
Aggregatibacter 5.763002989 X X
Others 5.352912731
Oribacterium 3.161129818
Abiotrophia 3.103611597 X X
Peptostreptococcus| 3.065217449 X X X
SR1_genera_incenty 5 15419959
ar_sedis
Megasphaera 2.855688134 X
Solobacterium 2.756133212 X X X X
Corynebacterium 2.643953763 X
Atopobium 1.98882609¢ X X
Kingella 1.971309032 X X
Catonella 1.62722774 X X
Selenomonas 1.558687298 X
Parvimonas 1.536887655 X X X X
Eubacterium 1.51418008p6 X X X X
Moryella 1.226943026

Tabla 29: Procedencia de los géneros bacteriangsaiméndantes en las muestras de
saliva estimulada.

La procedencia de los géneros taxondmicos encargrad saliva no estimulada y

estimulada aparece reflejados en las tablas 28 y&fbs los encontrados en saliva no
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estimulada aparecen también en la estimulada pamodestintas proporciones, las
cuales ya han sido descritas anteriormente (T233s29).

Cabe destacar que los géneros detectados en |atrasude saliva no estimulada han
sido previamente aislados en las distintas locabres (Aas y cols, 2005; Paster,
2001; Tanner, 2006; Preza, 2009). La procedenciaestes microorganismos es
generalmente de dorso y cara lateral de lenguadaaturo y blando, mucosas y placa
bacteriana supra y subgingival. Cabe destacar @se génerosActinomyces
Corynebacterium Capnocytophagay Abiotropia son especificos de la placa dental,
supragingival todos ellos y de ambos, los dos okinAdemas, aparecen dos géneros
bacterianos de origen subgingiva#ic{inobacillusy Cardiobacterium en saliva no
estimulada (Tabla 28).

Entre los géneros bacterianos que han sido detectadlo en saliva estimulada,
proceden del dorso de la lenguBeptostreptococcus, Solobacterium, Atopobium,
Catonella, Parvimonas, Eubacteriyrcara lateral de la lengu®&€ptostreptococcus,
Eubacteriun), paladar blandoSplobacterium, Catonella, Eubacteriynpaladar duro
(Atopobium, Parvimonas, Eubacterium)nucosas Nlegasphaera, Solobacterium
Parvimona$, placa supragingivalSplobacterium, Parvimonas) y de placa subgingival
(Peptostreptococcus, Solobacterium Parvimonas, Eigioiam).El dorso de la lengua y
el origen subgingival es compartido Raptostreptococcus, Solobacterium Parvimonas,
Eubacteriumsiendo estas dos procedencias las mas comunes g@neros bacterianos

qgue han sido detectados en saliva estimulada gtimadada (Tabla 29).
4.3- . ESTUDIO ESTADISTICO
4.3.1. SALIVA NO ESTIMULADA
Se realizd un estudio estadistico descriptivo nmteial programa SPSS version 19.0
comparando los datos mediante pruebas no paraag(icuskal-Wallis) y analisis de

medias.

4.3.1.1 Andlisis descriptivo de los porcentajes lae distintas clases bacterianas
obtenido tras el estudio mediante RDP.
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Cav sin Cav +
0 puro 0 + obts 1 puro
] ) ) Mxbl+obts obts obts P<
Clase Media Media Media ) ) )
Media (ds) | Media Media 0,05
(ds) (ds) (ds)
(ds) (ds)
o 44,84 57,91 63,06 62,01 41,79 35,66
Bacilli 0,050*
(30,86) (26,05) (30,03) (25,84) (29,19) (32,69)
) 6,17 3,87 5,7 5,99 2,9 2,78
Betaproteobacteria 0,464
(8,01) (5,48) (7,19) (6,9) (3,08) (4,4)
| 15,73 16,22 8,63 4,38 11,37 6,51
Gammaproteobacteria 0,015*
(21,17) (20,86) (10,99) (6,22) (17,69) (11,86)
) 22,68 3,41 6,58 5,44 18,54 15,46
Flavobacteria 0,019*
(31,08) (6,5) (14,32) (9,97) (24,81) (25,64)
] ) 2,91 1,61 0,88 1,69 2,26 0,8
Actinobacteria 0,050*
(5,22) (2,72) (1,27) (2,49) (8,25) (2,03)
1,49 0,88 0,63 5,37 2,03 1,64
Clostridia 0,006*
(1,87) (0,92) (1,49) (7,09) (1,98) (1,67)
. 3,1731 5,3952 4,8799 3,9262 7,7089 10,8086
Bacteroidia 0,074
(4,24767)| (7,82898)| (10,39301)| (4,38671) | (7,26987)| (15,79168)
2,67 54 3,43 4,95 6,6 6,76
Fusobacteria 0,161
(3,57) (6,67) (5,05) (5,06) (6,87) (13,63)
0,13 0,2 0,03 0,13 0,2 0,43
Alphaproteobacteria 0,626
(0,32) (0,45) (0,05) (0,29) (0,31) (0,96)
] . 0,15 0,08 0,42 0,17 0,6 0,3
Epsilonproteobacteria 0,080
0,2) (0,16) (1,6) (0,29) (1,12) (0,61)
] ) 0,02 0,003 0,005 0,002 0,01 0,01
Sphingobacteria 0,148
(0,04) (0,01) (0,02) (0,007) (0,03) (0,04)
) 0,01 0 0 0 0 0
Deltaproteobacteria 0,020*
(0,02) (0) 0) ) ) ©)
) o 0,01 0,004 0,002 0,02 0,004 0,003
Erysipelotrichia 0,618
(0,01) (0,01) (0,007) (0,07) (0,017) (0,012)
) 0,01 0,006 0,18 0,02 0,08 0,03
Spirochaetes 0,937
(0,02) (0,01) (0,74) (0,04) (0,29) (0,076)
0 0 0 0 0 0,002
Mollicutes 0,331
) (0) (0) ©) ©) (0,006)

Tabla 30: Media de porcentajes (%) a nivel de cldssviacion estandar y significacion

estadistica (Kruskal

significativas).

Wallis,*

p< 0.05 presenta mifcias estadisticamente
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La tabla 30 muestra los distintos porcentajes almig clase. En ella podemos observar
variaciones entre las distintas clases en funciéh suibgrupo estudiado, siendo
representadas en la gréfica 1 las que presentagrenifas estadisticamente

significativas:

70

60 I S—

\ —e—Bacilli
=—Gammaproteohacteria

50

40

== Flavobacteria

20 .LT.L\ f=Clostridia
10 /;‘?: Celtaproteobacteria

— T T T —

30
== Actinonacteria

0 puro 0+ obts lpuro Mxbl+cobts Cavsin  Cav+ abts
obts

Figura 36: Se representa las medias de los pojesnda las clases bacterianas que
poseen diferencias estadisticamente significagvdi®e los subgrupos estudiados entre
Si.

En la Figura 36 se observa un patron para la @aséli con aumento de la misma en
los pacientes con lesiones iniciales de cariesu(b g mxbl+obts) superando el 60%,
respecto a los pacientes sin lesiones actuales eleférmedad (O puro y 0+obts, 45% y
59%, respectivamente), y descenso acusado endenfEs con lesiones cavitadas (41
% y 37%, respectivamente) respecto a los sanos lesmnes iniciales.

La clase Gammaproteobacteria presenta niveles te&ades en los pacientes sin
lesiones actuales de la enfermedad, desciendeueticgque poseen lesiones iniciales
y sufre un ligero aumento en los pacientes coonesi cavitadas (18%, 10%-5% y 11-
7%).

La clase Flavobacteria presenta un patron diséiriess demas, con su maximo valor en
los pacientes sanos y sin antecedentes (alreded2i2%); descenso brusco en aquellos
sin lesiones actuales pero con antecedentes defdaredad (3%); ligero aumento
(sobre 8%) en los pacientes con lesiones inicia@s y sin antecedentes de la
enfermedad; y finalmente, ascenso hasta 19-15%sgoalcientes con lesiones cavitadas

sin y con antecedentes.
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Las clases bacterianas Actinobacteria, ClostridiBejtaproteobacteria aparecen en
proporciones muy bajas pero con diferencias esttaainente significativas entres los
subgrupos. El grupo de pacientes sanos posee dlrrpaycentaje de Actinobacteria
respecto al resto de grupos, siendo los menorgsadsntes con lesiones iniciales sin
antecedentes y aquellos con cavidades y anteceddrdeclase Clostridia muestra
diferencias estadisticamente significativas porgneel subgrupo de pacientes con
lesiones iniciales y antecedentes de la enferm@dabl+obts) su valor es muy superior
a los demas grupos (5,37% respecto a valores 2/@t80,88%). Finalmente, la clase
Deltaproteobacteria solamente aparece en los gasisanos sin antecedentes y no el

resto de grupos, aunque en una proporcion muy(04ja%).

4.3.1.2- Analisis descriptivo de los porcentajeslake distintos géneros bacterianos

obtenidos tras el estudio mediante RDP.

Cav sin Cav +
0 puro 0+obts| 1puro
3 ] ] ] Mxbl+obts obts obts P<
Género Media Media Media ] ) ]
Media (ds) Media Media 0,05
(ds) (ds) (ds)
(ds) (ds)
10,65 | 8,99 3,55 1,01 8,03 357 | oowr
Actinobacillus 2253) | (1678) | (7.19) | @63 | azos) | @on |
4489 | 5328 | 6042 61,29 433 382 |
Streptococeus (26,75) | (21.66) | (24,55) | (17.17) | (25.14) | (26,10) |
1,03 1,86 1,27 2,43 3,27 L6 | o
Leptotrichia 207 | (258 | (@31 (3,51) 3.98) | (183 |
524 3,19 4,89 3,03 1,36 250 | o
Neisseria 772) | @24 | (721 | 642 | @5) | @58 |
1,66 351 2,02 2,16 41 285 | oo
Fusobacterium 15 | @on) | @8 | @39 | 614 | @61 |
0,68 0,13 0.1 0,13 0,01 002 |
Corynebacterium (1,66) | (0,22) | (0,27) (0,24) (0,04) (0,04) '
1,89 2,21 2,21 1,51 5,45 Tar |
Porphyromonas 204 | @27 | 393 (1,53) (5,71) (11,1) ’
1,77 1,53 06 1,46 2,29 0,78
Rothia 0,056
3,05 | (2,65) @ 2.4) 856 | (2,11)
0,16 0,12 0,03 0,07 0,06 007 [
Cardiobacterium 033 | 020 | ©008) | (013 | ©o75) | ©2 |
476 9,67 8,32 6,86 3,55 83 |
Gemella 422) | (1368) | (9.13) (5.3) 3.76) | (431 |
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0,97 0,16 0,08 0,14 0,26 0,49

TM7_genera_incertae_sedis 2.12) (0,25) (0,15) (0,27) ©0.3) (1) 0,098
1,82 1,16 0,57 1,00 2,74 4,75

Capnocytophaga @73) | @we) | @45 | (143 363) | 697 | 07
0,41 0,74 1,304 0,66 05 0,28

Aggregatibacter 0,64) | (1524) | (5,245) | (1,36) w13 | o7z | M
1,36 0,62 0,7 5,77 1,77 2,55

Veillonelia (1,79) | (0,84) (1,8) (7,97) (1,61) (3,99) 0.001"
1,14 0,46 0,59 0,16 0,222 1,36

Haemophilus 213) | ©s58) | wod) | (022 | (0422 | (@ | °°%
0,24 0.2 0,04 0,12 0,31 0,17

Kingella (0,35) (0,5) (0,09) (0,23) (0,72) 0,36) | 0,302
0,02 0 0 0,01 0,01 0,01

Herbaspirillum (0,08) ©) ) 0014y | ©o02 | ©oa |2
1,69 1,17 2.37 2,44 2,85 4,99

Prevotella 4,63) | (1,33 | (7.73) (3,79) 4,13) | (10,66) 0.0227
0,69 0,07 0,08 0,18 0,06 0,14

Actinomyces @75 | ©14) | (026) | (0,25) ©021) | (024 | 2%
0,24 0,15 0,51 0.2 0,81 0,59

Campylobacter 041) | (026) | (@87) (0,33) (1,31) (1,11) 0.193
0,39 0,75 0,62 0,87 0,42 0,56

Abiotrophia 0,45 | (0,95 | (0,98) 1,77) (0,37) woe | 2810

N 0,05 0,01 0,003 0 0 N .
©0,07) | (0,02 | (001 ©) ©) (0,03)
0,01 0,001 | 0,004 0 0 0,01

Undibacterium ©003) | ©01) | (0,02 ©) ©) o004 | O%°

N 0,05 0,02 0,04 0,03 0,03 S
©0,07) | (004 | (01 (0,09) 0,08) | (0,04)
0,02 0,005 0 0 0 0

Delftia 005 | (002 | (0 ©) ©) o | %
0,006 | 0,002 0 0 0 0

Bradyrhizobium ©003) | (0.008) ©) ©) ©) ©) 0,667
27 8,64 5.82 3,28 4,45 4,87

Granulicatella 261) | (13.13) | 4.81) 2,5) 671 | e | O
1442 | 037 273 273 11,27 9,73

Soonwooa 0,018+
(22,46) | (0,61) | (846) 741) | @172) | (19,05)
0,05 0.1 0,02 0,12 0,21 0,52

Sphingomonas ©007) | (031 | 004 | (029 03y | o) | 27
0,04 0,01 0 0,02 0,07 0,02

Oribacterium 0,11) | (0,03) 0) (0,078) (0,22) (0,07) 0.277

o 0,03 0 0 0,06 0,02 N
(0,07) ©) ©) ©0,2) 0,09) | (0,05)
0,85 0,75 1,02 1,26 2,59 1,28

Otros 0,008+
229 | (085 | (255) (2,23) 3.91) | (2.14)
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Tabla 31: Media de porcentajes a nivel de génearsyidcion estandar y significacion

estadistica (Kruskal Wallis,* p< 0.05 presenta mdifeias estadisticamente

significativas).

La tabla 31 recoge las medias de porcentajes d derggénero bacteriano en los

distintos subgrupos estudiados. Podemos destacaaricion porcentual del género

Streptococcusl cudl alcanza unos valores alrededor de 50%sepdoientes sanos con

y sin antecedentes de la enfermedad, aumenta sernpaje hasta 61% en aquellos con
lesiones iniciales con y sin antecedentes, y fieabe, desciende hasta un 43% en

aquellos con lesiones cavitadas.

16
14
== Actinobacillus
12 == Leptotrichia
10 .\._ == Corynebacterium

\ ====Porphyromonas
8 \ A/( —+t—Capnocytophaga
6 —0—\eillonella
\ /\\//( \ ' Prevotella
4

Pseudomonas

Soonwooa

0 puro 0+ obts 1puro  Mxbl+obts Cavsin obts Cav+ obts

Figura 37: Se representa las medias de los pojesrda los géneros bacterianos que
poseen diferencias estadisticamente significagvdi®e los subgrupos estudiados entre
Si.

El géneroActinobacillusposee valores superiores en los pacientes sam@stras que
estos descienden bruscamente en aquellos condssioiciales, para incrementar de
nuevo su valor en los pacientes con cavidadesnsat@dentes y volver a disminuir en
los que tienen lesiones cavitadas con antecedentes.

El géneroSoonwooaigue un patron similar a la clase Flavobactéfigufa 37 y Figura
36, respectivamente), ya que este género perteaedi&eha clase y confirma la

distribucion de porcentajes de Flavobacteria.
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Los génerog?orphyromonas, CapnocytophagaPrevotellaaumentan sus porcentajes
en los grupos de pacientes con lesiones cavitadasycsin antecedentes de la
enfermedad respecto al resto de grupos.

El géneroVeillonella destaca porque sufre un aumento brusco en logrgasi con
lesiones iniciales con antecedentes de la enfemnedspecto al resto de grupos

estudiados.
4.3.2. SALIVA ESTIMULADA VS NO ESTIMULADA

4.3.2.1 Andlisis descriptivo de los porcentajes lae distintas clases bacterianas

obtenido tras el estudio mediante RDP.

Clase Saliva e.stimulada Saliva no. estimulada P 0,05
Media (ds) Media (ds)
Actinobacteria 6,1 (3,65) 5,66 (6,27) 0,445
Alphaproteobacteria 0,003 (0,009) 0,26 (0,42) 0%008
Bacilli 29,31 (6,52) 55,68 (23,05) 0,028*
Bacteriodia 13,68 (7,53) 2,29 (1,23) 0,005*
Betaproteobacteria 15,19 (6,31) 12,57 (9,15) 0,241
Clostridia 0,004 (0,01) 0 (0) 0,317
Epsilonbacteria 11,14 (6,18) 2,16 (2,11) 0,005*
Erysipelotrichia 0,52 (0,34) 0,014 (0,025) 0,007*
Flavobacteria 0,25 (0,25) 0,11 (0,1) 0,173
Fusobacteria 0,68 (0,42) 0,016 (0,02) 0,005*
Gammaproteobacteria 8,02 (2,85) 4,35 (7,38) 0,074
Mollicutes 15,1 (6,57) 3,51 (3,82) 0,005*
Optitutae 0,003 (0,009) 13,36 (10,44) 0,005*
Shingobacteria 0 (0) 0 (0) 1,000
Spirochaetes 0 (0) 0 (0) 1,000
Deltaproteobacteria 0,02 (0,04) 0,03 (0,05) 0,398

Tabla 32: Media de porcentajes (%) a nivel de ¢ldssviacion estandar y significacion
estadistica (Kruskal Wallis,* p< 0.05 presenta mdifeias estadisticamente
significativas).

En la tabla 32 se recogen las medias de los pajesrd nivel de clase de las muestras
de saliva estimulada y no estimulada de los mispamsentes. Cabe destacar que la

clase bacteriana mas abundante es Bacilli en atipmss de muestra, pero el valor es
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casi el doble en saliva no estimulada respectoadestimulada (55,68 y 29,31,
respectivamente). Al igual que en el analisis mmusncias, los valores de cada clase
bacteriana difieren en funcion de la muestra salbraada, asi en saliva estimulada son
mas abundantesActinobacteria, Bacteriodia, Betaproteobacteria, o§ifidia,
Epsilonbacteria, Erysipelotrichia, Flavobacteriaugobacteria, Gammaproteobacteria
y Mollicuts. Mientras que en saliva no estimuladiphaproteobacteria, Bacilly
Optitutae.

Algunos de ellos poseen diferencias estadisticamsigiificativas al comparar las
distintas proporciones entre si. En la Figura 38reggesentan las medias de los
porcentajes de cada uno de los géneros con difaseastadisticamente significativas

entres ambos tipos de muestra:

Porcentaje Clase Est vs No est
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Figura 38: Se representa las medias de porcemtaj&s clases bacterianas que poseen
diferencias estadisticamente significativas dogesubgrupos estudiados entre si.

4.3.2.2. Andlisis descriptivo de los porcentajes lae distintas clases bacterianas

obtenido tras el estudio mediante RDP.

Saliva estimulada Saliva no estimulada
Clase ) ) P< 0,05
Media (ds) Media (ds)
Veillonella 9,97 (6,14) 1,99 (2,12) 0,005*
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Prevotella 9,75 (7,96) 0,62 (0,64) 0,005*
Neisseria 15,54 (6,85) 10,6 (9,07) 0,114
Streptococcus 25,31 (5,8) 51,96 (20,85) 0,028*
Porphyromonas 4,69 (2,35) 1,66 (1,26) 0,009*
Fusobacterium 6,47 (2,89) 2,06 (1,74) 0,007*
Gemella 4,65 (2,1) 7,09 (3,94) 0,139
Haemophilus 5,46 (3,47) 2,04 (2,79) 0,022*
Rothia 5,26 (4,33) 3,4 (3,53) 0,059
Leptotrichia 1,67 (0,84) 1,53 (2,84) 0,074
Granulicatella 2,79 (1,28) 2,72 (2,25) 0,646
Megasphaera 0,29 (0,45) 0 (0)
TM7_genera_incertae_sedis 0,65 (0,38) 0,39 (0,49) ,2030
Actinomyces 1,06 (0,5) 1,37 (2,32) 0,878
Kingella 0,2 (0,2) 0,55 (0,67) 0,285
Campylobacter 0,58 (0,37) 0,12 (0,11) 0,013*
Actinobacillus 1,06 (1,067) 4,65 (8,36) 0,047*
Abiotrophia 0,31 (0,17) 0,85 (0,53) 0,009*
Corynebacterium 0,26 (0,27) 1,31 (2,22) 0,169
Solobacterium 0,28 (0,28) 0(0) 0,012*
Atopobium 0,2 (0,32) 0(0) 0,028*
Selenomonas 0,16 (0,22) 0(0) 0,018*
Eubacterium 0,15 (0,14) 0(0) 0,012*
SR1_genera_incentivar_sedis 0,3 (0,42) 0(0) 0,008*
Peptostreptococcus 0,32 (0,29) 0(0) 0,012*
Capnocytophaga 0,59 (0,41) 1(0,51) 0,059
Oribacterium 0,32 (0,32) 0,09 (0,14) 0,017*
Parvimonas 0,15 (0,16) 0 (0) 0,012*
Aggregatibacter 0,58 (0,4) 0,76 (0,88) 0,646
Moryella 0,12 (0,1) 0(0) 0,018*
Mogibacterium 0,09 (0,1) 0(0) 0,018*
Catonella 0,16 (0,2) 0(0) 0,008*
Eikenella 0,08 (0,1) 0,09 (0,07) 0,678
Cardiobacterium 0(0) 0,25 (0,45) 0,018*
Sphingomonas 0(0) 0,19 (0,43) 0,028*
Herbaspirillum 0(0) 0,05 (0,11) 0,109
Pseudomonas 0(0) 0,06 (0,08) 0,018*
Undibacterium 0(0) 0,02 (0,05) 0,317
Delftia 0(0) 0,03 (0,08) 0,180
Bradyrhizobium 0(0) 0,02 (0,04) 0,180
Soonwooa 0(0) 1,99 (5,1) 0,028*
Ottowia 0(0) 0,1 (0,09) 0,018*
Otros 0(0) 0,02 (0,05) 0,109
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Tabla 33: Media de porcentajes (%) a nivel de généesviacion estandar y
significacion estadistica (Kruskal Wallis,* p< 0.pEesenta diferencias estadisticamente

significativas).

En la tabla 33 se muestran las medias de los pajesna nivel de género de las
muestras de saliva estimulada y no estimulada slenismos pacientes. Los géneros
con mayor abundancia porcentual en saliva estirutah: Veillonella, Prevotella,
Neisseria, Porphyromonas, Fusobacterium, HaemophillRothia, Leptotrichia,
Granulicatella, Megasphaera, TM7_genera_incertadise Campylobacter,
Solobacterium, Atopobium, Selenomonas, Eubacter&iRi,_genera_incentivar_sedis,
Peptostreptococcus, Oribacterium, Parvimonas, Mitay®&ogibacteriumy Catonella.
Mientras que en saliva no estimulada, son mas amiesiStreptococcus, Gemella,
Actinobacillus, Abiotrophia, Corynebacterium, Capwmwphaga, Aggregatibacter,
Eikenella, Cardiobacterium, Sphingomonas, Herbakpm, Pseudomonas,
Undibacterium, Delftia, Bradyrhizobium, Soonwoodto@iay Otros.

De estos géneros bacterianos, existen algunagniiies estadisticas entre ambos tipos

de muestra salival, las cudles se recogen en la urdig 39:
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Porcentaje Género Est Vs No est
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Figura 39: Se representa las medias de porcertajéss géneros bacterianos que poseen difererestadisticamente significativas entre los

subgrupos estudiados entre si.
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5.1.- CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA.

La obtenciéon de muestras de saliva para el presstielio se llevd a cabo durante el
trabajo de campo del estudio epidemiolégico dedsaital de los escolares de la
Comunidad Valenciana en el afio 2010.

Dicho estudio epidemioldgico es descriptivo, de ttpansversal o de corte, también
llamado de prevalencia. En él se analizaron, mégiana exploracion directa, los
principales rasgos y variables que definen el estidsalud bucodental dentro de una

determinada poblacion y en un momento dado.

El principal requisito para que un estudio de épt sea fiable es que la muestra sea
totalmente representativa de la poblacion dianaestd que se quieren inferir las
conclusiones a partir de los datos obtenidos, @ldwaes necesario la seleccion aleatoria
de un grupo de individuos que representaran, agiegescala, y con muy ligeras
variaciones debidas al azar, el conjunto de laguidrh objeto del estudio. Una muestra

de este tipo se denomina muestra de sesgo corrolad

Los criterios para la seleccion de las edades domxpfueron estrictamente los
recomendados por la Organizaciéon Mundial de lads&lste organismo recomienda los
siguientes grupos: 5 afios para los dientes prisladl@ y 15 para los dientes
permanentes. No obstante, la OMS también permitdiliaacion del grupo de los 6
afos, dado que en ciertos paises se produce ekingn la escuela a esta edad, como
sucede en el nuestro. El grupo estudiado fue dl2dafios de edad ya que los dientes
presentes en la cavidad oral son todos de la damjgermanente y permite valorar el

estado de salud oral mediante el criterio ICDAS II.

Durante la exploracion de los distintos parametids salud siguiendo las

recomendaciones de la OMS, se recogieron muestraaliya no estimulada de todos
los pacientes para realizar el estudio de la mamaforal salivar segun el estado de
salud bucodental. Al mismo tiempo y de forma aleatcse recogieron muestras de
saliva estimulada de algunos pacientes con el iobjele comparar ambos tipos de

muestra salival del mismo paciente.

En este grupo experimental se incluyeron 110 mastie saliva no estimulada

procedentes de nifios de 12 afios explorados enueli&&pidemioldgico de Salud Oral
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de la Comunidad Valenciana (EECV_2010), de losesjae seleccionaron de forma
aleatoria 10 muestras de saliva estimulada recsgideante el mismo estudio.

5.2.- ESTUDIO MEDIANTE PIROSECUENCIACION DE SALIVA NO
ESTIMULADA.

La cavidad oral esta compuesta por multitud deréigps cubiertas por gran variedad
de microorganismos, formando biofilms. Algunos dg®g microorganismos, entre ellos
las bacterias, estan implicados en enfermedadéssaramo la caries o la enfermedad
periodontal, las cuéles son una de las infecciamés comunes en el ser humano (Aas,
2008).

Diversos estudios han revelado que varias locatimas en la cavidad oral, como las
superficies dentales, las mucosas y espacios peitiglds, poseen comunidades
microbianas Unicas. El sistema ecolégico oral eft@maticamente influido por
fluctuaciones quimicas y fisicas debido a la irget comida o a las medidas de
higiene oral. Sin embargo, varios estudios han dé&ao una comunidad microbiana
relativamente estable en la cavidad oral, comparado las de la piel o el tracto
gastrointestinal (Aas, 2008; Zaura, 2009).

Es por ello que el medio elegido para nuestro estfue la saliva, la cual esta bafiando
todas las superficies de la cavidad oral y podziarepresentativa del estado de salud
oral de los pacientes. La recogida de saliva comestra a analizar es un medio
accesible y poco agresivo, flexible y util paralizeat un cribado o screening clinico
para distinguir los huéspedes con caries activamitorizar las medidas preventivas
llevadas a cabo para controlar la enfermedad (Y201).

Otros estudios también han elegido la saliva coradionde analisis, como el realizado
por Crielaard en 2011, el cual tomé saliva no adtuwha recogiéndola mediante babeo
sin utilizar puntas de papel como hemos hecho rasdEn dicho estudio, se tomaron
muestras de 74 nifios de 3 a 18 afios, mientrasagoros las tomamos de nifios de 12
afos exclusivamente, para valorar la relacion rhiara salival con el estado de salud
oral y nivel de caries dental. En su estudio, deraba el cambio de la microbiota oral
segun la edad del paciente y el estado de la d@ntigero era de caracter transversal.
Al igual que nuestro estudio, la clase bacteriaaa abundante fueron Ié&micuteso
Bacilli, seguidos dd3acteriodetes, Proteobacteria, Actinobacteyid-usobacteria lo

mismo ocurre con el género, siendo el mas prewaf&inéptococcagscoincidiendo con
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nuestros resultados. Las regiones estudiadas del dg¢ rRNA 16S mediante
pirosecuenciacion fueron V5-V6. Sin embargo, neesstudio, las regiones analizadas
fueron V1, V2, y en ocasiones, V3 en funcion dedaservacion de las secuencias.
Existen pocos estudios que analicen la saliva éesnmediante pirosecuenciacion,
siendo este uno de ellos pero con objetivos y nodagih distintos al nuestro.

El estudio del gen del rRNA del 16S mediante pirasaciacion proporciona una
deteccion sensible y discriminacion para una anfidigenia, que permite cuantificar la
abundancia relativa de los componentes bacterigniasvariacion estructural de las
comunidades. Sin embargo, las nueve regiones lapables (V1-V9) muestran una
variedad de secuencias considerable y diversa kastdiferentes bacterias, la exactitud
y fiabilidad de estas aproximaciones esta aun eigmbada y mejorada por una
seleccion cautelosa de la region secuenciada.

Otros estudios similares al realizado por nosatms el estudio transversal de Ling y
cols, 2010. Se tomaron muestras de saliva no dstimumediante el método de
“spitting” en 60 nifios de 3 a 6 afos, para esti@ativersidad bacteriana en cavidad
oral de nifilos con y sin caries mediante PCR-DGGAE54 pirosecuenciacion de la
region V3 del gen rRNA del 16S. El criterio segupira diagndstico de caries fue el de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mientcage nosotros utilizamos el
criterio ICDAS Il que incluye las lesiones inicialele caries. Al igual que nuestro
estudio, la mayoria de secuencias pertenecianFiraicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Spwetasy TM7. Por lo que respecta
al género, mediante la técnica de PCR-DGGE y se@man de regién V3 con una
media de secuencia de 145 bp, encontraé®tmeptococcus, Prevotella, Neisseria,
Haemophilus, Thiomonas, Veillonella, Atopobium, gt Actinomycesy Lautropia
constituyendo la microbiota predominante en salivalaca dental; de entre estos
géneros, se encuentran algunos potencialmentegéaitms comoStreptococcus,
Actinomycey Veillonella los cuales aparecen en grandes proporcionesngicriabiota
oral. Estos resultados coinciden con los obten@ioauestro estudio, aunque mediante
la técnica de pirosecuenciacion de las regione¥¥tealizada por nosotros, con una
longitud media de secuencia de 430-490bp, fuertectialos varios géneros en escasas
proporciones que pueden ser resultado del cambsomticiones en la cavidad oral que
lleven a la enfermedad o favorezcan el estado lde.sking y cols (2010) concluyen
que la microbiota salival no presenta diferencg&adisticamente significativas entre los

nifios sanos y con caries; asi como que la mic@beh saliva, constituida
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predominantemente por géneros constreptococcus, Prevotella, Neisseria,
Porphyromonas, Haemophilus, VeillonelfaRothia, contribuye a la formacién de la
placa dental pero no participa directamente enr@tgso de formacion de la caries
dental. En nuestro estudio se observa un aumerntgétero Streptococcusen los
grupos de pacientes con lesiones iniciales de farrmedad, mientras que estos
disminuyen cuando hay lesiones cavitadas; los géAatinobacillus, Capnocytophaga
y Neisseriatambién disminuyen en los pacientes con lesioniegies mientras que
Veillonella, Prevotellay Granullicatellaaumenta en lesiones incial@orphyromonas
aumenta en presencia de cavidades de -cariesggregatibacter Haemophylus,
Actinomycey Abiotrophiadisminuyen.

Otro estudio realizado mediante pirosecuenciadiendl llevado a cabo por Yang en
2011, pero el grupo de pacientes estudiados era &8ty 22 afios y comparaba 19
individuos con caries y 26 sanos, siguiendo ekkdtsegun los criterios OMS. La
muestra tomada fue de 2 ml de saliva sin especiicanétodo de recogida utilizado
(estimulada, no estimulada, con chicle de parafp#ting, babeo, pipeteado, puntas de
papel,...) y se observl que la saliva de pacientesssain caries, presenta patrones
mas uniformes en la distribucion de las especietebanas. Por lo tanto, existe una
microbiota estable en condiciones de salud qudtedasse el equilibrio, cambia en
funcion del individuo (Hipotesis ecoldgica de lagd). En nuestro estudio obtenemos
resultados similares en cuanto a que la diverslateriana, la cual disminuye a
medida que empeora la enfermedad. Asi, los pasiesai@os poseen mayor diversidad
bacteriana (mayor numero de OTUs y secuenciasaquellos con lesiones iniciales de
caries, y mas aun, que los que tienen cavidadesames. En el estudio de Yang, el
namero de OTUs que comparten sanos y enfermos £s0,88% y 0,08%,
respectivamente, coincidiendo con nuestros resdtaéEn este estudio destaca la
sobrepoblacion d@revotellaen pacientes con caries sobre los pacientes semos,
género asociado a caries, y en nuestro estudiodarsb observa un aumento de dicho
género en los pacientes con lesiones inicialeyjacks, aunque en menor proporcion,

respecto a los sanos.

Yang y cols (2011) secuenciaron todo el metagerdesramuestras (una de un paciente
sano y otra de un paciente con caries), analizEsdegiones V5-V6 del gen rRNA del
16S insertandolas erEscherichia coli posterior clonacion, amplificacion vy

secuenciacion. Esta técnica es la anterior a ts@auenciacion, en la que se obtienen

130



5. DISCUSION

2000-48000 secuencias, de las cuales alrededo@@® $on Utiles para clasificarlas a
nivel taxonémico. En nuestro estudio secuenciar20sniuestras de seis subgrupos con
diferentes estadios de caries analizando las regidi-V2 y V3 si la calidad era
adecuada mediante pirosecuenciacion. Por lo ténfmirosecuenciacion es un método
una metodologia rapida, econémica, automatizadepyrdda para conocer de manera
mas sensible la variedad microbiol6gica de la @aVidral. Permite un enfoque de alto
rendimiento y alta profundidad en el analisis de dacuencias del gen 16S rRNA y
explorar la diversidad en los diferentes microtabjtpor lo que puede ser usado en la
deteccién de poblaciones minoritarias en la miorafbral.

El analisis de secuencias de nuestro estudio fakzado utilizando la Ribosomal
Database Project Classifier, la cual detecta lasieseias en formato FASTA y
proporciona datos a nivel taxondmico de clase egeral igual que Yang y cols 2011
y Crielaard 2011. Con esta base de datos, obtuvidhatases, hasta 50 géneros, y entre
1350 y 2250 OTUs distintos en saliva no estimuladantras que con amplificacion y
secuenciacion obtienen 8 clases y 147 geénerosldf@rie2011) y 1450 OTUs (Yang,
2011).

Nuestros resultados sugieren la posibilidad dezatilla la microbiota salival como
marcador diagndéstico o barémetro de estado cariogguara asi desarrollar estrategias
preventivas y terapéuticas en pacientes con riglgcaries o que ya presentan la
enfermedad, aunque hay que tener en consideraei®ndiferencias que hemos

encotrado en la comparativa de saliva estimulaggpgesentamos a continuacion,

5.3.- ESTUDIO MEDIANTE PIROSECUENCIACION DE SALIVA
ESTIMULADA-NO ESTIMULADA.

Los componentes salivales pueden jugar un rol en sisceptibilidad vy

desmineralizacion del esmalte, asi como la remlizacadn y resistencia a la caries
dental (Okada, 2002). La caries dental se prodeceinslariamente al alterarse el
equilibrio ecolégico de los biofilms microbianosates. Es comprensible que los
cambios en la composicion salival produzcan de &oparalela alteraciones de la
microflora oral en el desarrollo de la caries, geviersa (Okada, 2005). En estudios
epidemiolégicos previos, se ha tomado saliva nomatida de forma habitual como

muestra representativa media de todo el ecosistienta cavidad oral (Parisotto, 2010;
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Jigjid, 2009). Sin embargo, no se han realizadedes$ comparativos con otros tipos de
muestras salivales como saliva estimulada conesha# parafina.

En este estudio hemos observado profundas difea®msitre muestras de saliva no
estimulada y estimulada de los mismos individudie. iBdica que el tipo de muestra a
utilizar en estudios epidemiolégicos puede ser iatupara obtener correlaciones
significativas entre estados de salud. Por ejeni@ldjversidad bacteriana en muestras
de saliva estimulada es casi el triple respecta aaliva no estimulada. La posible
explicacion de este fendmeno puede ser la remod®ros biofilms bacterianos

adheridos a las distintas superficies de la cavatall (placa bacteriana supragingival,
surco gingival y placa bacteriana subgingival, nsasp paladar duro y blanco, encia
queratinizada...) debido a la fuerza masticatoriaceja durante la masticacion del

chicle de parafina utilizado para la obtencionagerhuestras de saliva estimulada.

En un estudio realizado en muestras de saliva thowdada de 74 nifios (3 a 18 afios)
todas ellas dieron positivo para los cebadoregidos a los siguientes filotipos:
Actinobacteria (génerActinomycey Rothig), Bacteroidetes (géneRrevotellay orden
Bacteroidale} Firmicutes o Bacilli (géner&treptococcus, Veillonella, Lactobacillus,
Granulicatelld y Fusobacteria (génerd-usobacterium (Crielaard, 2011). Estos
resultados coinciden con los obtenidos en nuestad®, en el que dichos géneros
bacterianos son comunes en ambos tipos de muest@gdas (saliva estimulada y no
estimulada), pero con proporciones distintas, lal cpuede influir sobre las
conclusiones extraidas en este tipo de estudios.

En la formacion de la placa dental, los primerdsri@aadores son predominantemente
Streptococcqsy en menor proporciomNeisseria, ActinomycgsHaemophilus

Una vez estos han ocupado las primeras capas da pkntal,Fusobacteriumy
Veillonellaaumentan, con el consecuente descendtedseriay Streptococc{Wilson,
2005). Esto explicaria la relacion inversa entreptaporcion de Streptococcus y
Fusobacterium-Porphyromonas tanto en saliva nomektda como estimulada
observada en nuestro estudio. Tampoco hay queartiesan posible efecto antagonista
como el que ha sido descrito entre Streptococciugobacterium, debido a la

sensibilidad de estos ultimos al peroxido de hidnag(He, 2012).
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A nivel subgingival se produce un aumento de génaraerobios estrictos, respecto a
placa supragingival, comé&usobacterium, Prevotellay Treponemay una menor
abundancia relativa deialister, Eubacterium, Selenomongsarvimonas En cambio,
los grupos que incrementan sus niveles signifiaatente en la placa supragingival son
predominantemente géneros anaerobios facultativiosluyendo Streptococcus,
Capnocytophaga, Neisseria, Haemophilus, LeptotaichiActinomyces, Rothia,
Corynebacteriumy Kingella. Esto sugiere que en estas superficies dentadesieda
interaccion directa de las bacterias con las cgldil huésped se ve disminuida, la
disponibilidad de oxigeno - un factor ambientaluege ser un importante motor de
composicion de la comunidad microbiana (Hata, 20@®) interesante que en las
muestras de saliva no estimulada de este estugliarfeaausencia casi absoluta de los
géneros tipicamente subgingivales, los cuales aieapn (aunque en proporciones
limitadas) en las muestras de saliva estimulada.ld®tanto, estudios que traten de
relacionar la microbiota salival con diferentesadets de salud periodontal basados en

saliva no estimulada, carecerian de poder diagrasti

La placa bacteriana de superficies lisas, fisuragegproximal es predominantemente
Streptococcy Actinomycessiendo ésta mas del 50% de la flora cultivabtes. géneros
Veillonella, Neisseria y Lactobaciltambién aparecen en estas localizaciones, aunque

en menor proporcion (Wilson, 2005).

En el ultimo estudio realizado por el Human Micmwbe Project (HMP) Consortium

(Human Microbiome Project Consortium, 2012), saldstié que la saliva tenia la tasa
mas elevada de diversidad de unidades taxonOmpeaa@onales (OTUs) pero aunque
la saliva a nivel individual es ecologicamente yadiversa, la mayoria de miembros de
la poblaciébn compartian organismos similares. Sinbargo, como hemos visto en

nuestro estudio, el tipo de muestra salival condmiia la diversidad bacteriana, y las
muestras de saliva del HMP eran de los dos tipgsemtliendo del paciente, mostrando
de nuevo una falta de rigurosidad y homogeneidald émma de muestras en estudios

de microbiologia oral.

Por lo que respecta a la abundancia de especiles elistintos nichos orales (estudio
metagenomico), Streptococcus mitis representa 9a & mucosa bucal, un 10% en

dorso de lengua y un 20% en placa bacteriana sagregl (Wilson, 2005). En el
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estudio del 16Ss del Human Microbiome Project Cdnso, en cuanto a la
distribucion por género, en saliva, Streptococcegrasenta un 30% seguido de
Prevotella (30 %), Veillonella (20%), y Haemopkil20%). En mucosa bucal y
paladar duro, el género Streptococcus ocupa un B@Pstotal, mientras que la
proporcion de dicho género es menor en la enciatjnigada, saliva-dorso de lengua,
placa bacteriana supragingival y en placa bact@rgarbgingival, que es la de menor
proporcion (Human Microbiome Project Consortium,120 Estos datos podrian
explicar la sobrerepresentacion de Bacili o Fiutes (genero Streptococcus,
Veillonella, Lactobacillus, Granulicatella) en salino estimulada. También es posible
que este aumento se deba a un incremento de $treptis y colonizadores tempranos
de la placa en las muestras tomadas pocas hosasl icapillado. En cualquiera de los
dos escenarios, las proporciones de bacterias #adas en muestras de saliva no se
corresponden con las de placa supra- y sub-gindtgs podria ser el motivo de la falta
de correlaciones que tan frecuentemente se hamvaldseentre la microbiota oral y

distintas enfermedades orales cuando se han dolizaestras de saliva.

Segun el mismo estudio metagendmico del HMP, Laaplksmcteriana supragingival y
placa bacteriana subgingival poseen la misma cahtide Lactobacillus (10%),
Propionobacterium(20%), Bacteroides (10%) y Staphylococcug10%). En placa
bacteriana subgingival hay un 20%Steeptococcus?25% deCorynebacterium30% de
Prevotella, Haemophylug Veillonellaen un 20%. En placa bacteriana supragingival, se
observaria un 25% dgtreptococcus20% deCorynebacterium15% dePrevotellg
18% deHaemophylusy 15% deVeillonella (Human Microbiome Project Consortium,
2012). Estos géneros bacterianos fueron deteceadambos tipos de muestras tomadas
en nuestro estudio, tanto en saliva estimulada cwrestimulada. La saliva estimulada
ofrece una mayor variabilidad y riqueza microbiatég(Figura 41), ya que el efecto
masticatorio puede provocar la liberacion y deggimiento de la placa bacteriana
supragingival y subgingival. Géneros bacterianosmao Peptostreptococcuys
Solobacterium, SelenomongsEubacteriumhan sido detectados en placa bacteriana
subgingival y no en supragingival, y en dorso del®, exceptdGelenomonasuya
localizacion es especifica en la placa bacteriabgisgival.

Tras los resultados obtenidos en nuestro estudaemos recomendar la no utilizacion

de saliva no estimulada como muestra representiva microflora de la cavidad oral,
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ya que la diversidad bacteriana observada en kestie foral es casi tres veces menor
gue con la saliva estimulada. Dado que ambos tipasaliva no se correlacionan bien
con el biofilm bacteriano, seria recomendable tommalestras del tejido (esmalte,
dentina, cemento) o fluido (placa bacteriana supgienl, placa bacteriana subgingival,
fluido crevicular) en cuestion directamente asaziada enfermedad para conocer con

exactitud ante qué biofilm nos enfrentamos y ca&iecomposicion.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos tras el estdeéi las muestras salivales de nifios de
12 afios del estudio epidemiol6gico de escolareta deomunidad Valenciana 2010
mediante pirosecuenciacion de productos de PCBeilel 6S rRNA:

e La composicion de la microflora oral en la salivamfios de 12 afios
estd formada predominantemente por Bacill, Betapimacteria,
Gammaproteobacteria, Flavobacteria y Actinobactemasel de clase; y
a nivel de género porActinobacillus, StreptococcusNeisseria,

Fusobacteriuny Gemella.

e EIl analisis metagendmico de la microflora oral atipale muestras
salivales mediante pirosecuenciacion de productoB@R del gen 16S
rRNA permite explorar la diversidad en los difeemntnicrohabitats, por
lo que puede ser usado en la deteccion de pob&cimmoritarias en la

microflora oral.

e Al analizar la relacion existente entre los micgaorismos orales y la
caries dental se observan cambios en la composimiérobiana de la
saliva en funcion del estadio de la lesion de sarige observaron
diferencias estadisticamente significativas emtsesubgrupos estudiados
en las siguientes clases bacterianas: Bacilli, Gapnoteobacteria,
Flavobacteria, Actinobacteria, Sphingomonas, Qldistr vy
Deltaproteobacteria; y a nivel de género @treptococcus vy
Actinobacillus, Leptotrichia, Corynebacterium, Pbypomonas, Rothia,
Gemella, TM7_genera_incertae_sedis, Capnocytophageillonella,

Prevotella, Haemophilus, Actinomyces, Pseudomgr&sonwooa.

e Existen diferencias estadisticamente significateada composicion de
la microbiota oral entre dos métodos de recogitiaasdestimulada y no
estimulada) de los pacientes estudiados y la keosivad bacteriana de
la saliva no estimulada es casi tres veces mener ogm la saliva
estimulada. Por lo que la recogida de saliva esldau deberia

recomendarse de forma taxativa en la realizaciéfmtdeos estudios.
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ANEXO 1.
EQUIPOS DE EXPLORACION
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El trabajo de campo ha sido realizado por seisitieelos en Odontologia contratados
por la Universitat de Valencia como becarios dealmotacion. Las personas
seleccionadas fueron:

e José Enrique Iranzo Cortés

¢ Regina Parra Gadea

e Angel del Campo Rodriguez

e Maria Isabel Rodriguez Gomez
e Marta Pérez Rodenas

e Jorge Sanz Gallur
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ANEXO 2.
MODELQOS DE CARTAS INFORMATIVAS
UTILIZADAS
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FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA

Universitat de Valencia

Unidad Docente de Odontologia Preventiva y Comtiaita

Dentro de las actividades de la Unidad de OdonialoBreventiva y
Comunitaria, del Departamento de Estomatologiaanes$é desarrollando estudios de
vigilancia epidemioldgica sobre la salud oral de lescolares de la Comunidad
Valenciana.

Por ello solicitamos su consentimiento para realima exploracién buco-dental

y una encuesta sobre habitos relacionados cofulc gial.

Nombre y apellidos del alumno/a:

Firma del padre/madre o tutor/a: Fecha:
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VNIVERSITAT &  VALENCIA

Valencia, Septiembre 2010
Estimado Sr. Director/a:

La Unidad Docente de Odontologia Preventiva y Qutatia del departamento
de Estomatologia de la Universidad de Valéncia teempvido la realizacién de un
estudio epidemioldgico sobre la salud bucodentabdeescolares valencianos, con el
propésito de hacer un seguimiento de los indicaddeesalud dental de esta poblacion

gue actualmente se encuentra siguiendo el progilamsalud bucodental.

El centro que Vd. dirige ha sido seleccionado plcho estudio, que consistira
en un examen bucodental basico de los nifios dé®adios. La revision la llevaran a
cabo especialistas cualificados, bajo la supenvigié la Unidad de Odontologia
Preventiva y Comunitaria de la Facultad de Medicjn@dontologia. En fechas
préximas nos pondremos en contacto con Vd. paricarp detalladamente todos los

pormenores del trabajo de campo.

Atentamente,

José Manuel Almerich Silla

Director del Departamento de Estomatologia
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FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA
Universitat de Valéncia

Unidad de Odontologia Preventiva y Comunitaria

CARTA INFORMATIVA A LOS PADRES

ElI/La @lUMNO/A:. ... ..o e e e e e e e e

una vez realizada la exploracion buco-dental @#da por usted/es y llevada a cabo
por los equipos de odontélogos del proyecto “ENCUEPE SALUD ORAL DE
LOS ESCOLARES DE LA COMUNIDAD VALENCIANA-2010" preanta:

SANO

CARIES DENTAL

NECESIDAD DE ELIMINACION DEL SARRO

NECESIDAD DE ORTODONCIA

REFUERZO EN LA HIGIENE ORAL

Se recomienda la visita al odontdlogo para laragidon de la necesidad de tratamiento

de las patologias observadas en dicho alumno coayar brevedad posible.

Fecha:
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ANEXO 3.
MODELO DE FICHA DE EXPLORACION
UTILIZADA
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Encuesta de salud oral

Comunidad Valenciana, 2010

Fecha de la exploracion Examinador Lote N° de identificacion Original/Duplicado Nacionalidad
d d m m a a Muestras Saliva
Fldor  0=No Flaor 0=No
Peso(Kg) Altura (cm) colegio 1=Si (Afos) Fecha Nacimiento 1=Si

Sexo Afios de
Mes Afio residencia
Nombre:
1 =Hombre 2 = Mujer
Padre Madre PAIS

Ocupacion padres:

CARIES
Diente| M (@] D V L

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

Diente[ M (@] D V L

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47

ICDAS I

ler Digito: Cédigo de restauracion
0 = Sin sellado ni restauracion

1 = Sellado parcial

2 = Sellado total

3 = Obturacion estética

4 = Obturacién de amalgama

5 = Corona de acero

6 = Corona metal-porcelana, jacket, veneer
7 = Obturacién rota o perdida

8 = Obturacién provisional

0=

Ul WN PP
L I | T R I I

2° Digito: C4di  go de caries

Sano

Minimo cambio visual en esmalte tras secar
Cambio visual en esmalte con diente humedo
Fractura de esmalte (sin dentina expuesta)
Sombra en dentina (sin dentina expuesta)
Cavidad con dentina expuesta

Cavidad extensa (mas de ¥ de la superficie)

Dientes ausentes

96 =

No valorable

97 = Ausente por caries
98 = Ausente por otra causa

99 =

No erupcionado
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INDICE PERIODONTAL COMUNITARIO

0= Sano
1= Hemorragia
2= Calculo/Obt. Desbordante

HIPOPLASIA

0= Sano
1= Opacidad delimitada

16

11

26

46

31

36

14 13 12 11 21

N
N

23 24

2= Opacidad difusa
3= Hipoplasia |

4= Otros defectos 46
5= Opacidad delimitada y difusa
6=0Opacidad delimitada e hipoplasia
7=Opacidad difusa e hipoplasia
8=Las tres alteraciones

9=No registrado

FLUOROSIS

Dientes permanentes

0= Normal

1= Discutible

2= Muy ligera
3= Ligera

4= Moderada
5= Intensa

6= Excluida

7= No registrada

MATERIALES DE OBTURACION

N° de dientes con obturacion de AMALGAMA

Ne° de dientes con obturacién de COMPOSITE

NECESIDAD INMEDIATA DE ASISTENCIA'Y CONSULTA

Trastorno que amenaza la vida

Dolor o infeccién
Otro trastorno

ESPECIfICAr.....ce e

UTILIZACION DE SERVICIOS

¢Ha visitado alguna vez la consulta del dentista?

0=No

1= Si, publico.
2= Si, privado.
3= Si, ambos.

26

0= Ausente
1= Presente

9= No registrado
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ANEXO 4.
EJEMPLOS ICDAS Il
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Ejemplos:
Cddigo 0: Sano

Fosas y fisuras

Superficies lisas (M y D)
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Cadigo 1:Cambio visual inicial en esmalte

Fosas y fisuras

Diente himedo Diente seco

Superficies lisas (M y D)

seen only after air

Lesion at gum margin ] .
drying the surface

Superficies lisas libres (V' y Pt/L; M y D si no tdignte adyacente)
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Cadigo 2: Cambio distintivo visual en esmalte sinegar

Fosas y fisuras

Superficies lisas (M y D)
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Cddigo 3: Esmalte fracturado de forma localizada

Fosas y fisuras

Superficies lisas (M y D)

Smooth surface

Superficies lisas libres (V' y Pt/L; M y D si no tdignte adyacente)

Free smooth surface Free smooth surface
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Cddigo 4: Sombra oscura de la dentina por debajo flesmalte

Fosas y fisuras

Approximal surface example wet Approximal surface example dry

Superficies lisas libres (V y Pt/L; M y D si no tdignte adyacente)

Free smooth surface
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Cadigo 5: Cavidad distintiva con esmalte visible

Fosas y fisuras

Superficies lisas (M y D)
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Cddigo 6: Cavidad extensa con dentina visible

Fosas y fisuras
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Ejemplos ICDAS Il (Dos digitos):

Cddigo 0: Sano, sin obturacion ni sellado. Cdbdigo 4: Amalgama

Cddigo 1: Sellado parcial. Caddigo 5:Corona acero inoxidable

Cadigo 2: Sellado total. Cadigo 6: Veneer o corona de oro,
ceramometalica o de porcelana.

Cabdigo 3:Restauracion estética Cadigo 7: Restauracion rota o perdida.
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Cadigo 8: Obturacion provisional
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