M) Check for updates https://doi.org/10.47993/gmb.v48i1.977

Variabilidad del microbioma oral en biopelicula
supragingival de nifios con caries dental: estudio
de cohorte

Variability of the oral microbiome in supragingival biofilm of children with dental
caries: cohort study

Vivi Hoyos-Hoyos"*, Natalia Fortich-Mesa""*, Juan Camilo Tocora-Rodriguez’
Resumen

Objetivos: comparar la variabilidad del microbioma oral asociado a caries en una cohorte de niflos de 5 - 9 afios
con seguimiento a 6 meses de un sector de la ciudad de Cartagena. Métodos: disefio de estudio observacional
y analitico de una cohorte retrospectiva de 69 registros con seguimiento a 6 meses de niflos de 5-9 afios de dos
instituciones educativas de Cartagena. Se evalud la presencia de caries, severidad y variabilidad de Streptococcus
spp por la técnica de secuenciacion de préxima generacion (HOMINGS). El analisis de los datos se llevé a cabo
utilizando el software SPSS v29, con una significancia estadistica considerada en valor menor p< 0,05. Se obtuvo
la aprobacion de aval ético por parte de la institucion ejecutora. Resultados: se encontraron 26 registros en total,
de los cuales el 65,4% desarrollaron caries dental, siendo el 50% de estas en estadio inicial. Durante el estudio,
se observaron variaciones en la abundancia relativa de Streptococcus spp, especialmente en las sondas 4 y 1,
asi como en las especies S. sanguinis y S. mutans a lo largo del tiempo. Se identificé que niveles més bajos de
Streptococcus sonda 4 mostraron una ligera tendencia hacia un mayor riesgo de desarrollar caries dental

(OR: 1,07;1C95%: 0,150-7,54; p=0,978); sin embargo, estas diferencias no fueron significativas.

Conclusiones: las dinamicas en el tiempo mostraron una variabilidad del microbioma oral de Streptococcus spp.
Es necesario evaluar las interacciones con otros factores de riesgos que permitan identificar sus relaciones el

Recibido el inicio, desarrollo y progresiéon de la enfermedad.
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La caries dental es una enfermedad compleja que surge de la interaccion entre bacterias que producen acido, carbohidratos
que se fermentan y diversos factores internos y externos del individuo lkjhggt'?. Esta interaccidon provoca una pérdida
gradual de minerales en los tejidos dentales, lo que lleva a la descomposicién localizada de la estructura dura del diente y
facilita el inicio y desarrollo de la enfermedad, las cuales son influenciadas por factores bioldgicos, conductuales, psicosociales
y ambientales. A pesar de ello, es crucial reconocer que estos factores, aunque importantes, no se debe ignorar la relevancia del
rol que desempeiia las bacterias en el desarrollo de esta enfermedad®*.

Las biopeliculas son una comunidad organizada de microorganismos como bacterias, hongos y protozoos, que estdn
envueltas en una red de polisacéridos y se adhieren a superficies viva o inactivas®. Estas biopeliculas juegan un papel fundamental
en el desarrollo de la caries dental, debido a que albergan una variedad significativa de microorganismos. Entre ellos, las
bacterias del género Streptococcus, el cual 80% de especies son las primeras en colonizar debido a su capacidad de adhesion. Esta
colonizacién influye en la composicion de los colonizadores posteriores en la membrana oral e influye en el estado de salud®.
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Mas de 700 tipos de microorganismos se han sido identificado en la cavidad oral, lo que hace del microbioma una de
las comunidades microbianas mas complejas e importantes del cuerpo humano. De hecho, es una de las principales areas
de investigacion en la actualidad”®. La tecnologia de secuenciaciéon de préxima generaciéon, como HOMINGS, ha permitido
descubrir la complejidad de estos microbiomas como nunca, proporcionando una visién detallada de como cientos de especies
bacterianas coexisten e interactiian’. Comprender estas interacciones es clave para mantener el equilibrio en la boca, evitar la
colonizacion de patégenos y prevenir enfermedades orales como la caries dental, especialmente en condiciones favorables para
su desarrollo™.

Se ha observado que la diversidad microbiana en las lesiones de caries dental es significativamente menor que en la
biopeliculas orales en ausencia de esta. Los estudios gendmicos han relevado una microbiota compleja en las lesiones, en la que
muchos de los microorganismos presentes son comensales''. Aproximadamente el 50% de estos microorganismos se encuentran
tanto en individuos con y sin caries, con concentraciones mas altas en las lesiones de manchas blancas. Sin embargo, en algunos
individuos con caries, los niveles de Streptococcus mutans, son bajos o incluso indetectables'

Qudeimat et al., utilizaron la secuenciacién de ARNr16S de proxima generacion para comparar la composicion bacteriana
entre nifios con y sin caries dental. Aunque no se observaron diferencias significativas en la composicion general, S. mutans
fue identificado con mayor frecuencia en los nifios con caries activa (p < 0,05), lo que resalta su asociaciéon con la enfermedad
cariosa”. Fan et al., en un estudio con 712 niflos de 3 a 4 afios, encontraron que el 38,2% desarroll6 caries durante un afo de
seguimiento. Ademas, se reportd una alta puntuacion de biopelicula de Streptococcus mutans en estos niflos (p < 0,001)".

Richards, et al., emplearon la tecnologia de secuenciaciéon de proxima generacion (HOMINGS) para analizar los
microbiomas de las biopeliculas supragingivales en 55 nifios de 2 a 7 afios con diferentes estados de caries dental. No se
encontraron diferencias significativas en la diversidad beta entre las muestras tomadas al inicio y las de 12 meses después.
Dentro de los taxones detectados, las sondas de Streptococcus 4 fueron el taxén mas frecuentemente detectado seguido por
Streptococcus sanguinis, que fue abundante en nifos sin caries. En contraste, Streptococcus mutans, se encontré6 principalmente
en individuos con caries activa, especialmente en las lesiones de dentina®.

A pesar de los esfuerzos constantes por entender la composicién y las actividades del microbioma oral en diferentes
estados de salud y enfermedad, ain no se comprende completamente por qué existen diferencias en los perfiles microbianos
entre diferentes individuos y dentro de un mismo individuo a lo largo del tiempo'¢. Esta falta de conocimiento limita nuestra
capacidad para relacionar la estructura y funcionamiento de la comunidad microbiana con la salud oral y la presencia de caries
dental. Para ello, el objetivo de esta investigacion fue comparar la variabilidad del microbioma oral asociado a caries en una
cohorte de nifos de 5-9 afios con seguimiento a 6 meses de un sector de la ciudad de Cartagena.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se realiz6 un diseno de estudio de enfoque cuantitativo, observacional, analitico, en el cual se analizaron los datos de una
cohorte con seguimiento a 6 meses de nifios de 5-9 afos de dos instituciones educativas de Cartagena. La poblacién incluyd
a los registros de los participantes involucrados en el proyecto "Caracterizacion del microbioma oral en saliva y biopelicula
bacteriana de niflos con lesiones cariosas. Estudio de casos y controles prospectivo”. Cédigo COLCIENCIAS 141965741160 y
ejecutado por una Institucion de Educacion Superior de la ciudad de Cartagena.

Este proyecto utilizé la deteccion visual a través de un examen clinico para evaluar la presencia, superficie y actividad de
las lesiones con el Sistema Internacional de Deteccién y Diagnostico de Caries (ICDAS). Este examen fue realizado por un
unico operador capacitado. Ademas, se identificaron las especies bacterianas a través de un toma de muestra de biopelicula
supragingival en la linea base y a los 6 meses de seguimiento y analizados mediante secuenciaciéon de proxima generacion
basada en Illumina, utilizando un programa BLAST personalizado (ProbeSeq para HOMINGS, del Forsyth Institute, Boston,
MA)".

Este analisis bacteriano emplea sondas de oligonucleétidos de ADN ribosomal 16S personalizadas y especificas para cada
especie, que varian en longitud de 17 a 40 bases. Las sondas fueron disefiadas para detectar especies bacterianas orales especificas,
0, en algunos casos, especies estrechamente relacionadas dentro del mismo género, que permiten identificar multiples especies
estrechamente relacionadas.

Como criterios de inclusion que tuvieron en consideraciéon fueron no haber recibido tratamiento odontologico profilactico
y/o aplicacion de flior 6 meses previo al inicio del estudio, o no estar bajo tratamiento farmacolégico durante al menos los
ultimos tres meses y no tener malformaciones congénitas que afectaran la cavidad oral. Se excluyeron del estudio aquellos
pacientes con enfermedades sistémicas que pudieran influir en las condiciones de la cavidad oral, como enfermedades
autoinmunes, hematoldgicas, endocrinas y cardiovasculares.

El tamafio de la muestra para la presente investigacion se determind utilizando el software Epidat version 4,2 de estudio de
cohorte, considerando una proporcién de casos expuestos de 38,2%, proporcion de no expuestos de 13,6%, con una razén de
odds (OR) a detectar de 2,80 y un nivel de confianza del 95%. Se calculé una muestra minima de 70 registros con una potencia
del 65%. Sin embargo, se considerd el total de la poblacién de estudio, correspondiente a 69 que cumplieron los criterios de
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inclusién y exclusion.
Para presente estudio se consideraron todos los registros completos que no desarrollaron el evento de interés al inicio del

estudio, y qJIIIue presentaron reporte de diagndstico de caries dental y andlisis de muestras de biopelicula supragingival en
ambos periodos de seguimiento.

Técnica de recoleccion de la informaciéon

A partir de la base de datos suministrada, se cre6 una tabla matriz de Microsoft Excel, para organizar la distribucion de las
variables a analizar. Posteriormente, se depuraron los datos teniendo en cuenta variables como la presencia de caries dental: (si
-no), severidad de la caries (inicial, moderada y severa); proporciones de Streptococcus spp identificadas en el microbioma y el
tiempo seguimiento (linea base y 6 meses).

Plan de analisis estadistico

Los datos extraidos y organizados en la tabla matriz de Microsoft Excel (Office 365) fueron exportados al software SPSS v29
(IBM® SPSS* Statistics 29; IBM Corp., USA) para su analisis. En el analisis univariado, las variables cualitativas se examinaron
mediante frecuencias absolutas y relativas. Para el analisis bivariado, se realizaron comparaciones entre grupos emparejados
utilizando tablas de contingencia y la prueba de signos de Wilcoxon, considerando un valor de significancia de p < 0,05.

En el andlisis multivariado, se empleé un modelo de regresion logistica binaria para la variable cualitativa dependiente
y determinar los factores asociados. El modelo incluyé especies bacterianas basadas en el conocimiento clinico y en las
abundancias relativas, clasificadas en baja, media y alta proporcién. Se considerd un valor de p significativo menor a 0,05 y los
resultados se interpretaron comparando los odds ratios (OR) con sus intervalos de confianza.

Consideraciones éticas

Deacuerdo conla Resolucion 008430 de 1993, dela Republica de Colombia, esta investigacion se clasifica en una investigacion
sin riesgo. Ademds, se obtuvo la autorizacién para utilizar la base de datos (fuente secundaria) por parte del Comité de Etica de
la Instituciéon de Educacion Superior que avald y ejecut6 el proyecto.

Resultados

Identificacion y seleccion de registros para el estudio.

Del total de 151 registros incluidos en el estudio, se seleccionaron 69 que no presentaron el evento de interés. Para la
identificacion de especies de Streptococcus, se observaron algunas variaciones debido a que 16 registros fueron excluidos debido
a la ausencia de muestras de biopelicula. En la fase inicial, se analizaron 53 registros. Tras un seguimiento de 6 meses de
seguimiento, se identificaron 26 registros, sin embargo, uno de estos fue excluido en el analisis subsiguiente, dejando un total
de 25 registros para esta etapa. Cada una de estas fases se presenta de manera detallada en un diagrama de flujo correspondiente
(Figura 1).
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Presencia de caries dental a los 6 meses de seguimiento Tabla 1. Presencia de caries dental segun los criterios
Después de 6 meses de seguimiento, se identificaron 26 ICDAS en la poblaciéon de estudio a los 6 meses de
registros, de los cuales el 65,4% presentaron caries dental. De seguimiento.
estas lesiones, que el 50% se encontraban en estadio inicial, de

- ; .
acuerdo con la clasificacion de severidad (Tabla 1). Variable Categorias 1 %
Carics dental Si 17 65,4
Variabilidad del microbioma oral de Streptococcus spp ries dent N . e
en la biopelicula segun el tiempo ° ’
Al comparar las especies de Streptococcus identificadas en Inicial 13 50,0%
la linea base y a.los 6 meses, se obst?rvo una reduccion en los Severidad . 5 oo
valores promedio de algunas especies, Streptococcus sonda 4
(Linea base: 23,5 + 11,04; 6 meses: 16,5 + 8,14). Severo 2 7,7%
En contraste, Streptococcus sanguinis y Streptococcus Total 2 100

mutans mostraron un aumento en sus valores promedio
(Linea base: 3,37 + 4,01; 6 meses: 3,65 £ 2,93) y (Linea base:

0,0009 + 0,04; 6 meses: 0,00 £ 0,01), respectivamente (Tabla 2).

La variabilidad del microbioma de Streptococcus spp, evaluada mediante las sondas 1 - 4, y analizada individualmente en los
registros asociados al evento de interés a partir de las dos mediciones, no relevo diferencias estadisticamente significativas entre
la linea base y los 6 meses de seguimiento (Tabla 3).

Asociacién entre la caries dental y abundancia relativa identificadas en el microbioma oral a los 6 meses de seguimiento.

Segun las especies identificadas en el microbioma oral mediante secuenciacion HOMINGS, las abundancias relativas fueron
mayores en las sondas Streptococcus sonda 4 y Streptococcus sonda 1. Al analizar la asociacién entre la presencia de caries
dental y la abundancia relativa de estas especies, se observé que Streptococcus sonda 4, en niveles bajos, tenia 1,07 veces mas
probabilidad de riesgo de desarrollar caries dental en comparacién con aquellos que no la desarrollaron. Sin embargo, esta
asociacion no alcanzd significancia estadistica ni precision (OR: 1,07; IC95%: 0,150-7,54; p=0,978) (Tabla 4).

Fuente. Elaboracioén propia

Discusion

En la cavidad oral, las bacterias juegan un papel crucial en el microbioma y son el tipo mas estudiado. Hasta la fecha, se
han identificado alrededor de 774 especies de bacterias, algunas de las cuales podrian estar relacionadas con el desarrollo de
caries dental'. Entre estos microorganismos se encuentran especies del género Streptococcus, como Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sobrinus'y Streptococcus cricetus.

Tabla 2. Comparacion de Streptococcus spp identificadas en la linea base y a los 6 meses de seguimiento
con relacion a la presencia de caries dental.

Tiempo
Streptococcus spp Linea base 6 meses
Media (SD)* Media (SD)*

Streptococcus Sonda 1 2,40 (2,10) 2,41 (1,87)
Streptococcus Sonda 4 23,5(11,04) 16,5 (8,14)
Streptococcus sanguinis 3,37 (4,01) 3,65 (2,93)
Streptococcus anginosus 0,41 (1,26) 0,18 (0,29)
Streptococcus constellatus 0,06 (0,13) 0,006 (0,14)
Streptococcus intermedius 0,40 (0,46) 0,40 (1,07)
Streptococcus mutans 0,0009 (0,04) 0,00 (0,01)

(SD) Desviaciéon Estandar*
Streptococcus spp reconocidas segin HOMINGS por sonda: Streptococcus Genus Sonda 1- gordonii, sanguinis;
Streptococcus Genus Sonda 4 - australis, cristatus, infantis, mitis, mitis bv. 2, oligofermentans, oralis, parasanguinis,

parasanguinis II, peroris, pneumoniae, pseudopneumoniae, salivarius, sinensis, vestibularis.

Fuente. Elaboracion propia
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Tabla 3. Variabilidad del microbioma oral de Streptococcus spp en la biopelicula asociada a caries
dental segtin el tiempo.

Variable N Rango Promedio Suma de rangos Valor P
Rangos negativos 8 9,13 73,00 0,457
Streptococcus_sonda 1 Rangos positivos 7 6,71 47,00
Empate 2
Rangos negativos 12 8,21 98,50 0,115
Streptococcus_sonda 4 Rangos positivos 4 9,38 37,50
Empate 1
Rangos negativos 8 7,88 63,00 0,796
Streptococcus anginosus Rangos positivos 8 9,13 73,00
Empate 1
Rangos negativos 7 5,00 35,00 0,139
Streptococcus constellatus Rangos positivos 2 5,00 10,00
Empate 8
Rangos negativos 12 9,33 112,00 0,093
Streptococcus intermedius Rangos positivos 5 8,20 41,00
Empate 0
Rangos negativos 4 3,75 15,00 0,674
Streptococcus mutans Rangos positivos 4 5,25 21,00
Empate 9
Rangos negativos 8 8,50 68,00 0,687
Streptococcus sanguinis Rangos positivos 9 9,44 85,00
Empate 0

Prueba de Signos de Wilcoxon
Streptococcus spp reconocidas segin HOMINGS por sonda: Streptococcus Genus Sonda 1- gordonii, sanguinis; Streptococcus
Genus Sonda 4 - australis, cristatus, infantis, mitis, mitis bv. 2, oligofermentans, oralis, parasanguinis, parasanguinis II, peroris,

pneumoniae, pseudopneumoniae, salivarius, sinensis, vestibularis.

Fuente. Elaboracién propia

Sin embargo, Streptococcus mutans, destaca principalmente, puesto que se reconoce como un actor clave en la formacién de
biopelicula dafinas en la boca, lo que esta vinculado con el inicio y la progresion de la caries dental®.

Zhu et al.”, y Harris et al.”, han documentado que Streptococcus sanguinis es una de las bacterias mas abundantes en la
cavidad oral, actuando como uno de los primeros colonizadores y reflejando una simbiosis funcional. En el presente estudio
por medio de la técnica de secuenciacion HOMINGS, se identificé que Streptococcus spp mostrd una mayor abundancia relativa
dentro del microbioma oral en comparacion con otras especies evaluadas. Sin embargo, después de 6 meses, se comenzo a
observar una disminucion en la abundancia de esta especie, lo que sugiere un cambio en los roles bacterianos a lo largo de las
diferentes etapas del desarrollo de caries.

El uso de técnicas de secuenciacién genética para analizar el microbioma oral ha permitido obtener informacién mas
precisa sobre el papel de las distintas especies bacterianas. En este estudio, se observé que Streptococcus sonda 4, mostrd una alta
abundancia relativa desde el inicio. No obstante, se produjo una disminucién de su presencia en relacién con la enfermedad,
lo cual podria estar relacionado con el equilibrio bacteriano en la boca. Este cambio podria influir en la colonizacion inicial
de la biopelicula, la interaccién con otras bacterias y la adhesion a superficies dentales, contribuyendo asi al proceso de
desmineralizacién del esmalte dental®.

1\% enero-junio 2025 ® Gac Med Bol 2025; 48(1):83-89 87



Tabla 4. Abundancia relativa de Streptococcus sonda 4 asociado a caries dental a los 6 meses de

seguimiento.
IC95%
Variable
OR Li Ls Sig

Streptococcus_sonda 4

Abundancia relativa baja 1,027 0,150 7,054 0,978
Referencia. Alta

Streptococcus_sonda 4

Abundancia relativa media 0,263 0,007 9,299 0,463

Referencia. Alta

Modelo de regresion logistica binaria ajustado por especies Strep. Sonda 1; y especies S. sanguinis, S. mutans.

Streptococcus Genus Sonda 4 - australis, cristatus, infantis, mitis, mitis bv. 2, oligofermentans, oralis, parasanguinis,
parasanguinis II, peroris, pneumoniae, pseudopneumoniae, salivarius, sinensis, vestibularis.

*Abundancia relativa baja: 0-15%; media:16-31%; alta:32-49%.

OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza; LI: limite inferior; LS: Limite superior.

Fuente. Elaboracién propia

En este estudio, las abundancias relativas determinadas mediante la técnica HOMINGS revelaron que el género Streptococcus
(incluyendo S. gordonii y S. sanguinis) son las principales bacterias que colonizan la superficie dental y facilitan la adhesion a
la biopelicula®. Ademds, se observé un incremento en la abundancia relativa de S. mutans después 6 meses de seguimiento, lo
que permite explorar el papel de cada una de estas especies en el desarrollo de la caries dental. Thimmegowda et al.*, reportaron
que la presencia de S. mutans con caries activa estaba significativamente asociada con caries activa, mientras que S. sanguinis
estaba mds presente en nifios sin caries, mostrando asi similitudes con los resultados obtenidos en este estudio.

Bansal et al.”, identificaron S. anginosus, S. salivarius y S. gordonii, como especies cuya abundancia relativa podria servir
como biomarcadores para la deteccion y el seguimiento de la caries dental. En el presente estudio, se observo variabilidad en
la abundancia relativa de estas especies, particularmente entre las bacterias colonizadoras iniciales, aunque las diferencias no
fueron estadisticamente significativas. Por otro lado, Chen et al.?, investigaron biomarcadores microbioldgicos y proteinicos en
la etiologia de la caries en nifios de 6 a 8 aflos mediante pirosecuenciaciéon del ADNr 168, y encontraron que la diversidad de la
comunidad microbiana tiene un impacto limitado sobre la enfermedad.

Una fortaleza destacada del estudio fue la identificacion de la interaccion entre especies, particularmente Streptococcus spp.,
en términos de abundancia relativa a lo largo del tiempo y su relacién con la caries dental. No obstante, se encontraron varias
limitaciones significativas. Entre ellas, la presencia de datos provenientes de la fuente secundaria que condiciond al tamano de
la muestra. Ademas, se produjo una pérdida de participantes en el proyecto original durante el seguimiento y el periodo de
evaluacion fue relativamente corto. Por lo anterior, se recomienda realizar investigaciones a largo plazo para comprender mejor
el desarrollo crénico de la enfermedad.

En conclusion, se puede destacar que se encontr¢ variabilidad de Streptococcus spp pertenecientes al microbioma en el
tiempo, por lo que se hace necesario desarrollar modelos predictivos que integren la interaccion de diversos factores de riesgo
con las especies bacterianas en las diferentes etapas desde el inicio hasta la progresion de la enfermedad.
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