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RESUMEN

Objetivo: Caracterizar la diversidad del microbioma subgingival en salud
periimplantaria, periimplantitis, salud periodontal y periodontitis; y desarrollar
modelos predictivos para distinguir entre salud periimplantaria y periimplantitis.
Material y métodos: Se analizaron 167 muestras (salud periimplantaria-Imp
H=36, periimplantitis-Imp P=41, salud periodontal-Sub H=45, periodontitis-Sub
P=45). Las secuencias Illumina se procesaron con mothur, y la taxonomia se
asignd con una base de datos especifica oral. Los andlisis estadisticos se realizaron
en R-Bioconductor. La alfa-diversidad se evalud con: ASVs observadas, indice
de cobertura 95%, e indices Shannon y Pielou. La estructura microbiana se analiz6
mediante analisis de componentes principales (PCA) y PERMANOVA. Las
diferencias de abundancia de las variantes de secuencia de amplicon (ASVs) se
evaluaron con la prueba U Mann-Whitney. Los modelos predictivos se
construyeron mediante andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales
dispersos y random forest.

Resultados: Se observaron mas ASV en salud periimplantaria que en
periimplantitis (421,00 vs. 288,00; p<0,01). La riqueza y diversidad
periimplantarias fueron menores a las periodontales en salud (cobertura=97,50 vs.
178,00; p<0,05) y enfermedad (cobertura=83,00 vs. 132,00; Shannon=3,59 vs.
4,14; Pielou=0,62 vs. 0,68; p<0,01). El PCA mostr6 una agrupacion de muestras
segin grupo de pertenencia (p<0,01). Las mayores diferencias de ASVs
abundantes se observaron entre Imp H vs. Imp P (87 ASVs) y Sub H (76); siendo
menores entre Imp P y Sub P (29). El modelo Imp H vs. Imp P incluyé 50 ASVs
y obtuvo un area bajo la curva (AUC) de 0,87, con exactitud del 80,95%,
sensibilidad del 92,06% y especificidad del 69,84%.

Conclusiones: La placa subgingival en salud periimplantaria es mas rica que en
periimplantitis. El microbioma subgingival periimplantario es menos alfa-diverso
que el periodontal en salud y enfermedad. Ademads, la estructura de los
microbiomas varia significativamente entre grupos de estudio. En términos de
abundancia, el microbioma subgingival difiere marcadamente entre salud
periimplantaria y periimplantitis. Las diferencias entre salud periimplantaria y
salud periodontal son mayores que entre las respectivas situaciones de

enfermedad. Finalmente, nuestro modelo predictivo demuestra una capacidad



excelente para discriminar entre salud periimplantaria y periimplantitis, apoyando
el uso del microbioma subgingival como herramienta diagndstica de precision de
la condicion clinica periimplantaria.

Palabras clave: microbioma, subgingival, implante dental, diente, diversidad, modelado

predictivo.



RESUMO

Obxectivo: Caracterizar a diversidade do microbioma subenxival en saude
periimplantaria, periimplantite, satide periodontal e periodontite; e desenvolver
modelos preditivos para distinguir entre saude periimplantaria e periimplantite.
Material e métodos: Analizdronse 167 mostras (satde periimplantaria-Imp
H=36, periimplantite-Imp P=41, satde periodontal-Sub H=45, periodontite-Sub
P=45). As secuencias [llumina procesaronse con mothur, e a taxonomia asignouse
cunha base de datos especifica oral. As andlises estatisticas realizaronse en R-
Bioconductor. Avaliouse a alfa-diversidade mediante: ASVs observadas, indice
de cobertura 95%, e os indices de Shannon e Pielou. A estrutura microbiana
analizouse mediante analise de componentes principais (PCA) e PERMANOVA.
As diferenzas de abundancia das variantes de secuencia de amplicén (ASVs)
avalidronse coa proba U de Mann-Whitney. Os modelos preditivos construironse
mediante analise discriminante de minimos cadrados parciais dispersos e random
forest.

Resultados: Observaronse mais ASVs en saude periimplantaria ca en
periimplantite (421,00 vs. 288,00; p<0,01). A riqueza e diversidade
periimplantarias foron menores as periodontais tanto en satde (cobertura=97,50
vs. 178,00; p<0,05) como en enfermidade (cobertura=83,00 vs. 132,00;
Shannon=3,59 vs. 4,14; Pielou=0,62 vs. 0,68; p<0,01). A PCA mostrou unha
agrupacion das mostras segundo o grupo de pertenza (p<0,01). As maiores
diferenzas de ASVs abundantes observaronse entre Imp H vs. Imp P (87 ASVs) e
Sub H (76); sendo menores entre Imp P e Sub P (29). O modelo Imp H vs. Imp P
incluiu 50 ASVs e obtivo unha area baixo a curva (AUC) de 0,87, cunha
exactitude do 80,95%, sensibilidade do 92,06% e especificidade do 69,84%.
Conclusions: A placa subenxival en saude periimplantaria € mais rica ca na
periimplantite. O microbioma subenxival periimplantario ¢ menos alfa-diverso
que o periodontal en saude e enfermidade. Ademais, a estrutura dos microbiomas
varia de xeito significativo entre os grupos de estudo. En termos de abundancia, o
microbioma subenxival difire notablemente entre satde periimplantaria e
periimplantite. As diferenzas entre satide periimplantaria e satide periodontal son
maiores ca entre as respectivas condicions de enfermidade. Finalmente, o noso

modelo preditivo demostra unha excelente capacidade para discriminar entre



saude periimplantaria e periimplantite, apoiando o uso do microbioma subenxival
como ferramenta diagnostica de precision da condicion clinica periimplantaria.
Palabras chave: microbioma, subenxival, implante dental, dente, diversidade,

modelado preditivo.



SUMMARY

Objective: To characterize the diversity of the subgingival microbiome in peri-
implant health, peri-implantitis, periodontal health, and periodontitis; and to
develop predictive models to distinguish between peri-implant health and peri-
implantitis.

Materials and Methods: A total of 167 samples were analysed (peri-implant
health-Imp H = 36, peri-implantitis-Imp P = 41, periodontal health-Sub H = 45,
periodontitis-Sub P = 45). Illumina sequences were processed using mothur, and
taxonomy was assigned using an oral-specific database. Statistical analyses were
performed in R-Bioconductor. Alpha diversity was assessed using observed
ASVs, 95% coverage index, and the Shannon and Pielou indices. Microbial
structure was analysed through principal component analysis (PCA) and
PERMANOVA. Differences in the abundance of amplicon sequence variants
(ASVs) were evaluated using the Mann-Whitney U test. Predictive models were
built using sparse partial least squares discriminant analysis and random forest.
Results: More ASVs were observed in peri-implant health than in peri-implantitis
(421.00 vs. 288.00; p<0.01). Peri-implant richness and diversity were lower than
periodontal in both health (coverage= 97.50 vs. 178.00; p<0.05) and disease
(coverage= 83.00 vs. 132.00; Shannon= 3.59 vs. 4.14; Pielou= 0.62 vs. 0.68;
p<0.01). The PCA showed clustering of samples according to group to which they
belonged (p<0.01). The largest differences in abundant ASV's were found between
Imp H vs. Imp P (87 ASVs) and Sub H (76); with fewer differences between Imp
P and Sub P (29). The Imp H vs. Imp P model included 50 ASVs and achieved an
area under the curve (AUC) of 0.87, with an accuracy of 80.95%, sensitivity of
92.06%, and specificity of 69.84%.

Conclusions: Subgingival plaque in peri-implant health is richer than in peri-
implantitis. The subgingival peri-implant microbiome is less alpha-diverse than
the periodontal microbiome in both health and disease. Additionally, microbiome
structure differs significantly across study groups. In terms of abundance, the
subgingival microbiome shows marked differences between peri-implant health
and peri-implantitis. Differences between peri-implant and periodontal health are
greater than those between the respective disease conditions. Finally, our

predictive model shows excellent ability to discriminate between peri-implant



health and peri-implantitis, supporting the use of the subgingival microbiome as
a precision diagnostic tool for peri-implant clinical status.
Keywords: microbiome, subgingival, dental implant, tooth, diversity, predictive

modelling.



1. INTRODUCCION
La pérdida parcial o total de dientes, esta tltima denominada edentulismo, suele ocurrir
como consecuencia de las enfermedades orales mas prevalentes a nivel mundial: caries y
periodontitis (1). En este contexto, se estima que un 7% de la poblacion mayor de 20 afios
es edéntula, cifra que asciende hasta el 23% en mayores de 60 afios (2). Entre las opciones
terapéuticas para rehabilitar la pérdida dental, los implantes son una de las alternativas
mas utilizadas y eficaces, con una tasa de supervivencia aproximada del 92% (1,3).
La colocacion de implantes dentales puede generar complicaciones bioldgicas, siendo la
periimplantitis la mas destacada (4). Con una prevalencia del 20% a nivel paciente y del
13% a nivel implante (5), esta enfermedad inflamatoria cronica, que afecta a los tejidos
periimplantarios, se asocia a una disbiosis del microbioma oral; es decir, a un
desequilibrio microbiano que favorece la colonizacion de patdgenos en la superficie del
implante (4). Esto desencadena una respuesta inflamatoria del huésped que provoca una
pérdida progresiva del hueso alveolar en torno al implante osteointegrado funcional (6).
El microbioma periimplantario se ha estudiado mediante técnicas microbiologicas
diversas, desde los cultivos (7) y la hibridacion de ADN (8) hasta la reaccion en cadena
de la polimerasa (polymerase chain reaction en inglés, PCR) (9) y la secuenciacion de
nueva generacion (next-generation sequencing, NGS). Entre todas ellas, destaca la
secuenciacion de amplicones del gen ARN ribosomal (ARNr) 16S (10), que permite
caracterizar la estructura y composicién microbianas de forma precisa.
La secuenciacion es el procedimiento por el que se determina la disposicion de los
nucledtidos en una molécula de ADN. Por otro lado, el gen ARNr 16S, ubicuo en
bacterias y arqueas, es uno de los marcadores moleculares mas utilizados en estudios de
filogenia y taxonomia (11,12). A lo largo de sus ~1.500 pares de bases (pbs), se
distribuyen diez regiones conservadas (C1-C10) y nueve hipervariables (V1-V9). Esta
arquitectura permite el disefio de cebadores universales en las zonas conservadas y la
discriminacion taxondmica mediante las regiones variables (12). Ademas, el uso del gen
16S se ha visto reforzado por la disponibilidad de bases de datos extensas y accesibles
(12).
En la literatura, la metabarcodificacion del gen ARNr 16S se ha utilizado para analizar el
microbioma subgingival periimplantario desde el punto de vista de la diversidad (13), la
composicion central (14) o las redes de coocurrencia microbiana (15). No obstante, la

capacidad del microbioma subgingival para discriminar entre salud periimplantaria y



periimplantitis ha sido escasamente investigada, existiendo solo una publicacion al
respecto, la cual presenta limitaciones relevantes (16).

Principalmente, la seleccion de variables se basdé en los 15 géneros bacterianos y
citoquinas con mayor correlacion con los pardmetros clinicos periimplantarios. A
diferencia de los métodos estadisticos disefiados para seleccionar variables predictivas
(17), este enfoque no considera la dependencia entre variables ni asegura la inclusion de
taxones relevantes. Asimismo, la combinacion de variables obtenidas a través de técnicas
de laboratorio distintas puede dificultar la implementacion clinica del modelo.

Dado lo anterior, el objetivo del presente Trabajo de Fin de Grado es caracterizar la
diversidad del microbioma subgingival en salud periimplantaria y periimplantitis, y
compararla con la propia en salud periodontal y periodontitis; y desarrollar modelos
predictivos basados en el microbioma subgingival para distinguir entre salud
periimplantaria y periimplantitis. Las muestras de estudio se obtendran de bioproyectos
previos Illumina V3-V4 y se analizardan mediante un protocolo bioinformatico y
estadistico homogéneo. Ademads, se aplicaran las mejores practicas metodologicas
disponibles tanto para los estudios de secuenciacion 16S (18) como para los analisis de

diversidad y modelado predictivo (19).
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Criterios de inclusion y exclusion. Tamafio muestral de los grupos de estudio

El presente estudio incluye estudios sobre la microbiota de la placa subgingival en
pacientes adultos con periimplantitis, salud periimplantaria, periodontitis y salud
periodontal, los cuales analizaron la region V3-V4 del gen ARNr 16S mediante la
tecnologia de secuenciacion Illumina. Estos estudios forman parte de un biobanco de
secuencias de dicho gen de acceso publico desarrollado por nuestro grupo de
investigacion Oral Sciences Research Group (OSRG), para llevar a cabo objetivos
previos (20,21).

Los estudios fueron elegidos siempre y cuando, independientemente del criterio
diagnostico aplicado, incluyeran una referencia estandar para el diagnostico de una
condicion periodontal basada en parametros clinicos (profundidad de sondaje -probing
pocket depth, PPD-, nivel de insercion clinica -clinical attachment level, CAL-) o en
parametros clinicos y radiograficos (pérdida 6sea). Sin embargo, se excluyeron aquellos
estudios que no contaran con una referencia para el diagnostico o que no evaluaran el
estado periodontal de un sujeto utilizando al menos un parametro clinico.

Los criterios de inclusion y exclusion para los metadatos y las secuencias almacenadas
fueron los aplicados por nuestro grupo de investigacion en trabajos previos (20,21)

Con respecto al entorno subgingival periimplantario, seleccionamos un total de 77
muestras clasificadas en los grupos de salud periimplantaria (Imp H= 36) y
periimplantitis (Imp D=41). Para mantener los grupos de estudio con tamafos muestrales
balanceados, de los especimenes subgingivales obtenidos para salud periodontal, se

seleccionaron un total de 90 (Sub H=45; Sub P=45).

2.2 Preprocesamiento y control de calidad de las secuencias
El preprocesamiento y evaluacion de calidad de las secuencias se realizd con
USEARCH (22) aplicando el protocolo previamente desarrollado por nuestro grupo de

investigacion en trabajos previos (20).

2.3 Pipeline mothur
Se empled el pipeline mothur (23) para ASVs con ligeras modificaciones, entre las que
se incluyen el uso de la base de datos especifica oral de Escapa et al. (24) para la

asignacion taxondémica. Se permitieron secuencias con mas de 400 pbs, pero se
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eliminaron aquellas con >8 homopolimeros, las consideradas como quimeras por el
algoritmo VSEARCH (25), asi como las clasificadas como taxon desconocido en el nivel
jerarquico mas alto (es decir, bacteria). Las secuencias no se agruparon a ningun nivel,
ya que nuestro objetivo era identificar y clasificar el mayor niimero posible de secuencias
a nivel ASV. Finalmente, la tabla de conteos, la jerarquia taxonoémica a nivel ASV, el

arbol filogenético y la tabla de metadatos fueron exportados a R-Bioconductor (26).

2.4 Analisis estadistico con R-Bioconductor

El analisis estadistico de la informacion de secuenciacion del gen ARNr 16S a nivel ASV
se realizo con R (27) y R-Bioconductor (26) para leer la informacion y crear el objeto
phyloseq (paquete phyloseq) (28). Las muestras con menos de 2.500 secuencias fueron
excluidas. Se excluyeron las ASVs con una abundancia menor o igual a 10 y presentes

en menos de 2 muestras.

Indicadores de alfa-diversidad

Los paquetes phyloseq y microbiome se emplearon para obtener los datos de alfa-
diversidad (28,29). Como indicadores de la riqueza de especies, calculamos los datos de
conteos absolutos (ASVs observadas) y el indice de cobertura 95%, que define cudntas
de las ASVs mas abundantes se requieren para alcanzar una proporcion particular del
ecosistema ocupado (en este caso, el 95%). Los indices Shannon y Pielou se establecieron
como indicadores de la diversidad y distribucion de las ASVs presentes en las muestras.
La prueba U de Mann-Whitney-Wilcoxon (dos colas) se utiliz6 para realizar los anélisis
comparativos.

Previo a la realizacion de los siguientes analisis, se realizd una transformacion log-
cociente centrada (centered log-ratio, CLR) empleando el paquete mixOmics (30).
Después, los andlisis se realizaron utilizando la matriz de datos con la transformacion

CLR.

Analisis de la estructura de las comunidades microbianas

Se realizé un analisis de componentes principales (principal component analysis, PCA)
para visualizar el agrupamiento de las muestras subgingivales en funcion del grupo al que
pertenecian. Mediante el paquete mixOmics (30) se obtuvo el diagrama de dispersion de

los dos componentes principales basado en la abundancia relativa de las ASVs,
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mostrando los centroides de cada grupo clinico y de las elipses representando el intervalo
de confianza del 95%. Después, se aplico el andlisis multivariante de la varianza no
paramétrica permutacional (permutational multivariate analysis of variance,
PERMANOVA) (31) para medir las diferencias multivariantes a nivel de comunidad

entre los grupos. Estos andlisis se realizaron con el paquete vegan (32).

Andlisis de abundancia diferencial

La diferencia en las medianas de las abundancias de las 300 ASVs mas abundantes entre
grupos fue evaluada utilizando la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney-Wilcoxon.
El valor p obtenido se ajust6 con la correccion de Benjamini-Hochberg utilizando el
paquete mutoss (33). En relacion con cada ASV, obtuvimos su correspondiente tamafio
de efecto, incluyendo su intervalo de confianza y magnitud (grande, medio, pequefio y
despreciable), usando las estadisticas d de Cohen y g de Hedges del paquete effsize (34).
Se consider6 que las ASVs con un tamafio de efecto grande, medio y pequeno y un valor

p ajustado <0,05 tenian abundancia diferencial entre grupos.

Andlisis de modelado predictivo

Utilizamos el paquete mixOmics (30) para llevar a cabo una clasificacion supervisada
mediante sparse partial least-square discriminant analysis (SPLS-DA) (35). Esto se hizo
para facilitar la categorizacion de los grupos de estudio Imp H e Imp D e identificar las
ASVs que mejor los diferenciaban. Se seleccionaron un total de 50 variables entre dichos
grupos de estudio.

A continuacion, aplicando el proceso del algoritmo genético adaptado con el paquete GA
(36) y la técnica de aprendizaje automatico random forest con el paquete caret (37) una
validacion cruzada 3-fold para controlar el sobreajuste, se selecciond el mejor modelo
segun el valor de exactitud (accuracy, ACC).

Finalmente, se calcularon los siguientes parametros de rendimiento: area bajo la curva
(area under the curve, AUC), ACC, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(positive predictive value, PPV) y valor predictivo negativo (negative predictive value,
NPV). Se construy6 la Curva Caracteristica Operativa del Receptor (Receiver Operating

Characteristic, ROC) y el plano de prediccion de muestras con el paquete precrec (38).
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3. RESULTADOS

3.1 Estudios y bioproyectos incluidos en nuestro analisis
La Figura 1 muestra el flujo de trabajo seguido para seleccionar las investigaciones para

ser incluidas en nuestro estudio.

Biobanco del Oral Sciences
T |

\ Research Group

2 Bioproyectos del 1 Bioproyecto del
nicho subgingival nicho subgingival
periimplantario periodontal

Presente Trabajo de Fin de Grado

e Salud periimplantaria (n= 36)
*  Periimplantitis (n= 41)

e Salud periodontal (n= 45)

*  Periodontitis (n=45)

Figura 1. Grupos de estudio y numero de muestras incluidos en nuestro andlisis a partir del biobanco del Oral Sciences

Research Group.

Del banco de secuencias del gen ARNr 16S del OSRG (20,21), se incorporaron al
presente estudio dos articulos y bioproyectos centrados en el entorno subgingival
periimplantario. En cuanto al entorno subgingival periodontal, los datos seleccionados

para la inclusion provinieron de un bioproyecto propio del grupo de investigacion
(PRINA773202) (21).
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Caracteristicas de los estudios vy bioproyectos incluidos en nuestro andlisis

La Tabla 1 presenta las principales caracteristicas de los estudios de secuenciacion del
microbioma periimplantario seleccionados para nuestro trabajo. En ella se observa que
solo un tercio de las investigaciones incluidas (1/3; 33,33%) establecieron el diagnostico
periimplantario y/o periodontal basandose en la Clasificacion de Enfermedades y
Condiciones Periodontales y Periimplantarias (39). En todos los estudios se recogieron
muestras de placa subgingival (3/3; 100,00%), predominando aquellos que comparan a
pacientes sanos con pacientes con enfermedades periimplantarias y/o periodontales (2/3;
66,67%). En contraposicion, un unico estudio se centrd exclusivamente en individuos con
periimplantitis y periodontitis, sin incluir un grupo control de sujetos sanos (1/3; 33,33%).
Asimismo, todos los trabajos se realizaron en sujetos sistémicamente sanos (3/3;
100,00%). En cuanto al habito tabaquico, dos de los estudios incluyeron tanto a
fumadores como a no fumadores (2/3; 66,67 %), mientras que uno de ellos se limitd

exclusivamente a participantes no fumadores (1/3; 33,33 %).
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Tabla 1. Principales caracteristicas de los estudios incluidos en nuestro andlisis

Primer autor, afio, | CEP Edad Sexo Etnia Condicion oral Condicion sistémica | Tabaco
bioproyecto 2018 Pcte Pcte Pcte Muest Pcte Pcte
PI (18)
Yu et al. 2019 Media £ DE (rango): 54 ,8+14,9 (30 - M (9) P (18) NF (16)
PRINA477241 NO 80) Hy | NSpU8) IS (18) Salud (18) F(2)
S (18)
Komatsu et al. 2020 . ] M (9) PI(21)"
R SI Media + DE: 67,2+7,8 H(2) | NSp@D P (1) Salud (21) NF (21)
Datos no publicados | Media (rango): 49,53 (24-75) MO3) | caue (118) P GDnS 1545 33 6) Salud (118) NF (74)
PRJINA773202 © £0)- 4, H (53) e P Gzn Se‘i 59 u F (44)

*El bioproyecto incluia dos muestras bien categorizadas adicionales a las indicadas en el estudio original.
Cauc: caucasico; CEP: Clasificacion de las Enfermedades Periodontales; DE: desviacion estandar; F: fumadores; Gen: generalizada; H: hombres; IS: salud periimplantaria; M: mujeres; Mod:

moderada; Muest: muestras; NF: no fumadores; NSp: no especificado; P: periodontitis; Pcte: paciente; PI: periimplantitis; S: salud periodontal; Sev: severa.
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3.2 Analisis de alfa-diversidad

Como se observa en la Tabla 2, el microbioma subgingival en salud periimplantaria
presentd una riqueza significativamente mayor en términos de ASVs observadas en
comparacion con la periimplantitis (421,00 vs. 288,00; p<0,01). Al contrastar los entornos
periimplantario y periodontal, se evidencid una menor cobertura muestral en los
implantes, tanto en estados de salud (97,50 vs. 178,00; p<0,05) como en enfermedad
(83,00 vs. 132,00; p<0,01). Asimismo, tal y como indican los indices de Shannon y
Pielou, el grupo con periimplantitis mostré una menor diversidad y una distribucion
menos uniforme en relacion con el grupo con periodontitis (Shannon= 3,59 vs. 4,14;
Pielou= 0,62 vs. 0,68; p<0,01 en ambas comparativas).

Por otro lado, al comparar condiciones opuestas de salud entre implantes y dientes
naturales, se observaron niveles inferiores de diversidad y equitatividad en salud
periimplantaria en comparacion con la periodontitis (Tabla 2; p<0,01). De igual manera,
se registro una menor riqueza y diversidad en la periimplantitis con respecto a la salud

periodontal (Tabla 2; p<0,05).

Tabla 2. Indicadores de alfa-diversidad en los diferentes grupos de estudio.

ASVs observadas Cobertura 95% Shannon Pielou
Grupos Mediana IQR Mediana IQR Mediana | IQR | Mediana | IQR
Imp H 42100 | 10850 | 97.50 | 58.75 344 | LI7 | 055 | 017
Imp P 288.00 | 186,00 | 83.00 | 5500 | 359 | 074 | 062 | 011
Sub H 461.00 | 561,00 | 178.00 | 14000 | 3.87 | 135 | 065 | 0.12
Sub P 32900 | 396,00 | 132,00 | 117.00 | 4.14 | 083 | 068 | 0,09
Comparaciones
LEmyp LE 0.0014 0.2699 0.9415 0.1018
Imp P
Imp H vs.
Rk 0.5478 0.0274 0.0870 0.1562
D 18 v, 0.0845 0.0042 3.8611°05 0.0001
Sub P
Imp H vs.
D 0.3190 0.1051 0.0039 0.0003
STl L3l 72 0.0006 0.0002 0.0132 0.5997
Imp P

Las celdas coloreadas de amarillo destacan las comparativas en las que se obtuvo significancia estadistica (p<0,05).
ASVs: variantes de secuencia de amplicon; Imp H: salud periimplantaria; Imp P: periimplantitis; IQR: rango
intercuartilico; Sub H: salud periodontal; Sub P: periodontitis.
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3.3 Analisis de la estructura de las comunidades microbianas

OlmpP X
Imp H
Sub H %
X Sub P

PC2: 4% expl. var

-1004

-300 200 100 i 100 200

PC1: 35% expl. var

Figura 2. Andlisis de componentes principales (PCA) de los distintos grupos de estudio.

Imp H: salud periimplantaria; Imp P: periimplantitis; Sub H: salud periodontal; Sub P: periodontitis.

La PCA revel6 un agrupamiento de las muestras subgingivales de acuerdo con el grupo
clinico al que pertenecian (Figura 2). Esta observacion visual se confirmé con el test
estadistico de PERMANOVA, que obtuvo diferencias significativas en las comparativas

dos a dos entre todos los grupos de estudio (p<0,01).
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3.4 Analisis de abundancia diferencial

La tabla 3 resume los resultados del analisis de abundancia diferencial (tamafos del
efecto: grande, mediano y pequefio; p<0,05) entre los grupos de salud periimplantaria,
periimplantitis, salud periodontal y periodontitis. Un total de 87 ASVs (29,00%)
mostraron diferencias significativas en sus valores de abundancia CLR entre la salud
periimplantaria y la periimplantitis. De estas, 34 ASVs (11,33%) obtuvieron las mayores
diferencias entre ambas condiciones (rangos de tamafo del efecto: Imp H=-0,81 —-1,38;
Imp P= 1.32 — 0.83). Ademas, comparando el nimero de taxones mas abundantes en
salud periimplantaria vs. periimplantitis, la mayoria de las ASVs con abundancia

diferente estaban mas presentes en la salud (52 ASVs, 17,33% vs. 35 ASVs, 11,67%).

Tabla 3. Numero de ASVs con abundancia diferencial entre los grupos de estudio.

No. ASVs (% en la comparacion)
Tamaiio del efecto | Imp H vs. Imp P Imp H Imp P
Grande 34 (11,33%) 30 (10,00%) 4 (1,33%)
Todos 87 (29,00%) 52 (17,33%) 35 (11,67%)
Tamaiio del efecto | Imp H vs. Sub H Imp H Sub H
Grande 34 (11,33%) 23 (7,67%) 11 (3,67%)
Todos 76 (25,33%) 48 (16,00%) 28 (9,33%)
Tamaiio del efecto Imp P ys. Sub P Imp P Sub P
Grande 14 (4,67%) 4 (1,33%) 10 (3,33%)
Todos 29 (9,67%) 10 (3,33%) 19 (6,33%)
Tamaiio del efecto Imp H vs. Sub P Imp H Sub P
Grande 41 (13,67%) 36 (12,00%) 5 (1,67%)
Todos 86 (28,67%) 46 (15,33%) 40 (13,33%)
Tamaiio del efecto Imp P vs. Sub H Imp P Sub H
Grande 44 (14,67%) 15 (5,00%) 29 (9,67%)
Todos 139 (46,33%) 86 (28,67%) 53 (17,67%)

En todas las comparaciones dos a dos se compararon un total de 300 ASVs.
ASVs: variantes de secuencia de amplicon; Imp H: salud periimplantaria; Imp P: periimplantitis; no.: nimero; Sub H:
salud periodontal; Sub P: periodontitis.

Al comparar los nichos subgingivales periimplantarios con sus homologos periodontales,
se identificaron 76 ASVs (25,33%) con diferencias significativas en su abundancia entre
grupos sanos. De estas, 34 ASVs (11,33%) presentaron un tamafio del efecto grande
(rango: Imp H= 2,80 — 0,81; Sub H= -0,81 — -1,07). La mayoria de los taxones con
abundancia diferencial se observaron en el grupo de salud periimplantaria (48 ASVs,
16,00% vs. 28 ASVs, 9,33%).

En contraste, el nimero de ASVs con abundancia diferencial entre periimplantitis y
periodontitis se redujo a 29 (9,67%), de las cuales 14 ASVs (4,67%) mostraron un tamafio
del efecto grande (rango: Imp P= 1,11 — 0,96; Sub P= -0,82 — -1,16). En este caso, la
mayoria de las ASVs fueron mas abundantes en periodontitis (19 ASVs, 6,33%) que en
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periimplantitis (10 ASVs, 3,33%).

Por otro lado, se detectaron 86 ASVs (28,67%) con diferencias de abundancia entre la
salud periimplantaria y la periodontitis. De estas, 41 ASVs (13,67%) mostraron las
mayores diferencias entre grupos (rango: Imp H= 2,78 — 0,81; Sub P=-0,82 —-1,36). En
este caso, las ASVs con abundancia diferencial estuvieron distribuidas de forma
equilibrada entre grupos (Imp H= 46 ASVs, 15,33% vs. Sub P=40 ASVs, 13,33%).
Finalmente, la comparacion entre periimplantitis y salud periodontal reveldé 139 ASVs
(46,33%) con abundancia diferencial, de las cuales 44 (14,67%) presentaron un tamafo
del efecto grande (rango: Imp P= 1,37 — 0,80; Sub H=-0,85 — -1,50). En este andlisis, la
mayoria de las ASVs diferencialmente abundantes se encontraron en el grupo de

periimplantitis (86 ASVs, 28,67% vs. 53 ASVs, 17,67%).

Principales ASVs con abundancia diferencial entre grupos de estudio

Los taxones especificos fuertemente asociados (clasificacion taxondmica a nivel especie
definida, tamafio del efecto <-1,00 o >1,00) a un grupo de estudio determinado en el
analisis de abundancia diferencial estan detallados en la Tabla 4.

Asi, las principales ASVs asociadas a la salud periimplantaria fueron: Cutibacterium
acnes-AV721, Desulfobulbus HMTO041-AV149, Escherichia coli-AV116, Gemella
haemolysans-AV?26, Klebsiella aerogenes-AV1668, Mogibacterium timidum-AV640,
Prevotella pallens-AV2498, Ralstonia pickettii-AV2863, Rothia aeria-AV6, Rothia
mucilaginosa-AVA48, Streptococcus oralis dentisani-AV320, Streptococcus sanguinis-
AV228 y AV392, y Streptococcus vestibularis-AV27. En contraste, entre los taxones
relacionados con la periimplantitis destacaron: Anaerolineae [G-1] bacterium HMT439-
AV291, Fretibacterium fastidiosum-AV97y Pseudoramibacter alactolyticus-AV550.
En el andlisis comparativo entre los grupos periimplantarios y periodontales en
condiciones de salud homdlogas, unicamente dos ASVs: Granulicatella adiacens-AV13
y Streptococcus oralis dentisani-AV1;, mostraron una asociaciéon significativa y
concurrente con la salud subgingival en implantes y dientes.

Finalmente, Prevotella oris-AV1007 destaco como ASV afin al nicho subgingival
periimplantario. En la comparacion entre implantes sanos y enfermos, este taxon se asocid
significativamente con la salud. Sin embargo, en el resto de comparativas entre grupos
periimplantarios y periodontales, independientemente del estado de salud, Prevotella

oris-AV1007 mostr6 una asociacion consistente con los grupos periimplantarios.
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Tabla 4. Principales ASVs con abundancia diferencial entre los grupos de estudio.

2lE g g e
ASVid Género Especie ASV g 2 g 2 K
o B T B~
E|E|EF|E|£
AV00206 Actinomyces massiliensis BTASV213424 -1.07
AV00291 | Anaerolineae [G-1] bacterium HMT439 BTASV107527 -
AV00107 Bergeyella sp.HMT322 BTASV089026 -1.20
AV00140 Capnocytophaga leadbetteri unclassified -1.04
AV00103 Cardiobacterium hominis BTASV158475 -1.05 -1.24
AV00102 | Corynebacterium durum BTASV140751 -1.04
AV00721 Cutibacterium acnes unclassified 1.05 1.66
AV00149 Desulfobulbus sp. HMT041 unclassified 1.09
AV00116 Escherichia coli BTASV133996 |[-1.02 | 1.14 1.67
AV00097 Fretibacterium fastidiosum unclassified !
AV00011 Fusobacterium periodonticum BTASV066878 -1.10
AV00026 Gemella haemolysans unclassified 1.43
AV00136 Gemella morbillorum unclassified -1.07
AV00013 Granulicatella adiacens unclassified -1.38 -1.50
AV00003 Haemophilus parainfluenzae unclassified -1.19
AV00046 Haemophilus parainfluenzae unclassified -1.11
AV00066 Kingella oralis BTASV175208 -1.05 -1.28
AV01668 Klebsiella aerogenes unclassified 1.06 1.03
AV00640 Mogibacterium timidum BTASVO011251 1.06
AV00025 Prevotella nigrescens unclassified -1.22
AV01007 Prevotella oris BTASV085459 | -1.19 | 2.39
AV02498 Prevotella pallens unclassified 1.22 1.18
AV00550 | Pseudoramibacter alactolyticus BTASV124199
AV02863 Ralstonia pickettii unclassified 1.50 1.47
AV00006 Rothia aeria BTASV063887 | -1.14
AV00002 Rothia dentocariosa BTASV138915 -1.20
AV00048 Rothia mucilaginosa unclassified -1.12 1.53
AV00001 Streptococcus oralis subsp. dentisani clade 058 | BTASV016027 | -1.30 1.15 | -1.07
AV00320 Streptococcus oralis subsp. dentisani clade 058 unclassified 1.77
AV00228 Streptococcus sanguinis unclassified 1.05
AV00392 Streptococcus sanguinis unclassified 1.02
AV00027 Streptococcus vestibularis BTASV004875 | -1.04 | 1.01 1.78
AV00141 Tannerella sp.HMT286 unclassified -1.16

En la tabla se muestran las ASVs especificas con abundancia diferencial fuertemente asociadas (es decir, clasificacion
taxonomica a nivel especie definida y tamaiio del efecto <-1,00 o >1,00) a un grupo de estudio determinado en todas
las comparativas dos a dos. El color de las celdas que contienen el valor del tamaiio del efecto indica el grupo con
mayor abundancia. Las celdas azules se asocian a la salud periimplantaria, las rojas a la periimplantitis, las verdes a la
salud periodontal y las naranjas a la periodontitis.

ASV: variante de secuencia de amplicon; ASVid: identificador de variante de secuencia de amplicon; Imp H: salud
periimplantaria; Imp P: periimplantitis; Sub H: salud periodontal; Sub P: periodontitis.
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3.5 Analisis de modelado predictivo

El modelo predictivo disefiado para distinguir la salud periimplantaria de la
periimplantitis requirié un total de 50 ASVs y obtuvo un valor de AUC de 0,87, con
exactitud del 80,95%, sensibilidad del 92,06% y especificidad del 69,84%. Ademas,
demostrd un VPP del 75,32% y VPN del 89,80%. La curva ROC y el plano de prediccion

de muestras del modelo predictivo se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Curva ROC y plano de prediccion de muestras del modelo predictivo para distinguir la salud periimplantaria
de la periimplantitis.

AUC: area bajo la curva; Imp H: salud periimplantaria; Imp P: periimplantitis; n: tamafio muestral; Sub H: salud
periodontal; Sub P: periodontitis.
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ASVs predictoras de salud periimplantaria y periimplantitis

La Tabla 5 presenta todas las ASVs que formaron parte del modelo predictivo para
distinguir entre salud periimplantaria y periimplantitis. Para identificar las predictoras
mas relevantes, seguimos un criterio analogo al empleado en los analisis de abundancia
diferencial, centrandonos en aquellas ASVs cuya asignacion taxonomica a nivel de
especie estaba definida. En este contexto, E. coli-AV116, P. oris-AV1007,
Fusobacterium periodonticum-AV298 y Sacchari BTASV(095748-AV477 destacaron, en
el orden mencionado, como principales predictoras de salud periimplantaria por sus
valores de contribucion al modelo (<-0,10).

En contraste, las principales ASVs predictoras de periimplantitis (valor de contribucion
al modelo >0,10) fueron, en orden: Fusobacterium nucleatum vincentii-AV204 y AV200,
Porphyromonas gingivalis-AV171, Desulfobulbus HMTO041-AV1193, Sphingomonas
echinoides-AV306, Prevotella nigrescens-AV25, Prevotella pleuritidis-AV153,
Tannerella forsythia-AV2516, Campylobacter gracilis-AV41 y Treponema denticola-
AV38.
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Tabla 5. ASVs predictoras de salud periimplantaria y periimplantitis.

ASVid Género Especie ASV Peso en modelo
AV00435 Bacteroidetes [G-5] bacterium HMT511 BTASV114407
AV00041 Campylobacter gracilis BTASV155368
AV01193 Desulfobulbus sp. HMTO041 unclassified
AV00915 Enterobacterales unclassified unclassified unclassified
AV00116 Escherichia coli BTASV133996
AV00010 Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii unclassified
AV00059 Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii BTASV066150
AV00077 Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii unclassified
AV00098 Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii unclassified
AV00200 Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii unclassified
AV00204 Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii unclassified
AV00298 Fusobacterium periodonticum unclassified
AV00060 Fusobacterium unclassified unclassified
AV00096 Fusobacterium unclassified unclassified
AV00378 Fusobacterium unclassified unclassified
AV00517 Fusobacterium unclassified unclassified
AV02782 Fusobacterium unclassified unclassified -0.02
AV00440 | Gammaproteobacteria unclassified unclassified unclassified -0.21
AV01668 Klebsiella aerogenes unclassified -0.06
AV00067 Lautropia mirabilis unclassified -0.09
AV00251 Leptotrichia sp. HMT225 BTASV075684 -0.07
AV00295 Neisseria unclassified unclassified -0.13
AV00272 Olsenella sp. HMT807 BTASV198001
AV00670 Olsenella uli BTASV011234
AV00021 Parvimonas sp. HMT110 unclassified
AV00008 Porphyromonas gingivalis BTASV154369
AV00104 Porphyromonas gingivalis unclassified
AV00171 Porphyromonas gingivalis unclassified
AV02858 Porphyromonas gingivalis BTASV154369
AV00391 Prevotella denticola unclassified
AV00025 Prevotella nigrescens unclassified
AV01007 Prevotella oris BTASV085459
AV00153 Prevotella pleuritidis unclassified
AV00550 Pseudoramibacter alactolyticus BTASV124199
AV00040 Rothia mucilaginosa unclassified -0.02
AV00477 Sacchari BTASV095748 unclassified -0.13
AV00397 Selenomonas noxia unclassified -0.03
AV00988 Sphingomonadaceae unclassified unclassified unclassified -0.11
AV00306 Sphingomonas echinoides unclassified
AV00004 Streptococcus unclassified unclassified -0.01
AV00071 Streptococcus unclassified unclassified -0.14
AV00121 Streptococcus unclassified unclassified -0.02
AV00220 Streptococcus unclassified unclassified -0.03
AV00263 Streptococcus unclassified unclassified -0.02
AV00681 Streptococcus unclassified unclassified -0.17
AV02516 Tannerella forsythia unclassified
AV00038 Treponema denticola BTASV138814
AV00195 Treponema unclassified unclassified
AV00131 Veillonella dispar unclassified -0.01
AV00216 Veillonella dispar unclassified -0.05

La tabla indica el peso de cada una de las variables predictoras en el modelo predictivo. Aquellas ASVs con valores
mas proximos a 1,00 o -1,00 muestran un peso mayor. Asimismo, las celdas estan coloreadas segun la condicion
predicha por cada ASV determinada. Asi, el azul corresponde a la salud periimplantaria y el rojo a la periimplantitis.
ASV: variante de secuencia de amplicon; ASVid: identificador de variante de secuencia de amplicon.
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4. DISCUSION

Hasta la fecha, solo un estudio de secuenciacion ARNr 16S ha abordado el microbioma
subgingival en salud periimplantaria y periimplantitis desde la diversidad y el modelado
predictivo (16). Sin embargo, este trabajo presenta limitaciones metodologicas. En primer
lugar, utiliza unidades taxondmicas operativas, un enfoque que puede agrupar variantes
biologicamente distintas bajo un mismo umbral arbitrario y cuya dependencia del
algoritmo y del tamafio muestral dificulta la comparabilidad (18). Métodos actuales como
las ASVs ofrecen mayor resolucion y precision taxondmica (40).

Respecto al analisis de modelado, las variables microbianas y del huésped se
seleccionaron por correlacion con parametros clinicos, sin considerar la dependencia
entre ellas ni asegurar la inclusion de caracteristicas relevantes (17). Ademas, los taxones
se clasificaron en el nivel género, lo cual limita la interpretacion, ya que distintas especies
de un mismo género pueden asociarse a estados orales opuestos (41). Finalmente, la
combinacion de variables procedentes de técnicas heterogéneas también complica la
aplicacion clinica del modelo de clasificacion obtenido.

Dadas las limitaciones anteriores, el presente estudio se enfocod en caracterizar la
diversidad del microbioma subgingival en salud y enfermedad periimplantaria, y en
compararla con la correspondiente a la salud periodontal y la periodontitis. Asimismo,
desarrollamos modelos predictivos de periimplantitis basados en datos de secuencias
[llumina V3-V4 de estudios previos, analizados con un protocolo bioinformatico y
estadistico homogéneo siguiendo las mejores practicas para secuenciacion 16S (18),

analisis de diversidad y modelado predictivo (19).

4.1 Analisis de alfa-diversidad

En la comparativa entre salud periimplantaria y periimplantitis, a diferencia de lo
reportado previamente, donde no se encontraron diferencias (14,16,42) o se describi6 una
mayor riqueza en periimplantitis (15,43); observamos un mayor numero de ASVs en la
condicion sana. El caracter novedoso de nuestros hallazgos presenta coherencia bioldgica,
ya que la pérdida de riqueza asociada al estado inflamatorio podria ser el reflejo de un
entorno menos favorable para la diversidad microbiana en presencia de periimplantitis.
Asi, las condiciones locales dificultarian la coexistencia de multiples especies y
favorecerian la expansion selectiva de patobiontes.

Por otro lado, la literatura también recoge observaciones dispares respecto a la alfa-
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diversidad subgingival entre los nichos periimplantario y periodontal. En nuestro estudio,
la riqueza y diversidad microbianas fueron sistematicamente menores en el entorno
periimplantario, tanto en condiciones de salud homoélogas entre nichos, como entre
situaciones opuestas. Estos hallazgos contrastan con los descritos por otros autores,
quienes no reportan diferencias (42) o describen una mayor riqueza (44) y diversidad (45)
en la periimplantitis que en la periodontitis.

En base a nuestros resultados, la escasa vascularizacion y distinta insercion coldgena en
el entorno periimplantario (46), podrian explicar su dificultad para mantener
comunidades microbianas complejas como las del entorno periodontal. Especificamente,
la menor alfa-diversidad que observamos en la periimplantitis respecto a la periodontitis
sugiere un ecosistema con una disbiosis mas marcada en el entorno artificial que en el

natural.

4.2 Analisis de la estructura de las comunidades microbianas

Hasta la fecha, se han reportado diferencias estructurales en la composicion microbiana
entre salud periimplantaria y periimplantitis (16,43), asi como entre salud periodontal y
periodontitis (47,48). No obstante, por primera vez en la literatura, nuestro estudio
identifico diferencias significativas en todas las comparaciones por pares entre las
distintas condiciones de salud y los nichos periimplantario y periodontal.

La marcada variabilidad composicional observada parece apoyar que la configuracion del
microbioma subgingival se debe a una influencia conjunta del estado clinico (salud o

enfermedad) y del tipo de tejido (periimplantario o periodontal).

4.3 Analisis de abundancia diferencial

Las investigaciones previas sobre el microbioma subgingival periimplantario utilizaron
LEfSE (16,44,49) o DESeq2 (42,50) para el analisis de abundancia diferencial. Estas
herramientas, al igual que otros enfoques analiticos como la aplicacion de pruebas
estadisticas sin realizar transformaciones logaritmicas (14,15), no consideran la
composicionalidad de los datos del microbioma (51). Ademas, son sensibles al exceso de
ceros, lo que conlleva elevadas tasas de falsos positivos (51). En este trabajo, realizamos
una transformacion CLR que nos permitio tener en cuenta la composicionalidad y la
sobredispersion inherentes a los datos del microbioma (52).

La comparacion entre salud periimplantaria y periimplantitis evidencié una de las
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separaciones microbianas mas marcadas del estudio en términos de abundancia
diferencial (87 ASVs), con mas de un tercio de las ASVs diferencialmente abundantes
mostrando tamafios del efecto elevados (hasta +~1,35). Ademas, el mayor niimero de
taxones asociados a la condicion sana (52 vs. 35 ASVs) apoya la hipotesis de que la
transicion a la enfermedad implica, mas que la aparicion de nuevos patobiontes, la pérdida
de microorganismos favorecedores del equilibrio saludable.

Por otro lado, al comparar los perfiles microbianos periimplantarios con los
periodontales, se observd que las diferencias entre las condiciones de salud (Imp H vs.
Sub H) fueron mas pronunciadas que entre sus respectivas situaciones patologicas (Imp
P vs. Sub P), tanto en el nimero de ASVs con abundancia diferencial (76 vs. 29) como en
los tamafios del efecto observados (valor maximo: 2,80 vs. -1,16). La comparativa de
estos cuatro nichos en un mismo estudio nos permite proponer una conclusién novedosa
en la literatura y es que, en estado de eubiosis, los ecosistemas subgingivales dentales e
implantarios presentan una mayor diferenciacion microbiana, mientras que en contextos
de disbiosis, los perfiles bacterianos tienden a converger, reflejando un patron mas
homogéneo de enfermedad.

A mayores de lo anterior, las comparaciones de nicho periimplantario-periodontal en
condiciones de salud opuestas también mostraron unos altos niveles de divergencia
microbiana. Estos contrastes probablemente reflejan la influencia combinada del estado
clinico (salud vs. patologia) y del tipo de superficie (implante vs. diente), poniendo de
manifiesto como ambos factores contribuyen conjuntamente a moldear la composicion

del microbioma subgingival.

4.4 Analisis de modelado predictivo

Nuestro estudio aplica una tendencia analitica emergente en el campo de la medicina
personalizada: el desarrollo de modelos predictivos basados en la identificacion de
biomarcadores microbianos especificos (53). Este enfoque no solo permite avanzar hacia
un diagndstico de precision, sino que también facilita el disefio de nuevas estrategias
preventivas y terapéuticas individualizadas y mas eficaces.

Hasta el momento, los modelos predictivos descritos en la literatura para el diagnostico
de la periimplantitis han combinado variables microbianas subgingivales con
biomarcadores del huésped, logrando valores de AUC similares al obtenido en nuestro

estudio (0,85) (16). Sin embargo, integrar datos obtenidos mediante técnicas de
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laboratorio diferentes en un mismo modelo conlleva ciertas limitaciones para su
aplicacion clinica, como el aumento de los costes, la necesidad de recursos técnicos
adicionales y una mayor complejidad en el manejo y andlisis de los datos.

Segun la literatura especializada en diagnostico predictivo (54,55), nuestro modelo
alcanzd una capacidad discriminativa excelente (80%>AUC<90%) utilizando
unicamente 50 ASVs 'y, aunque la especificidad para clasificar correctamente a individuos
con salud periimplantaria fue buena (~70%— 80%), la sensibilidad para detectar casos de
periimplantitis fue sobresaliente, superando el 90%. Estos resultados son especialmente
relevantes en entornos clinicos donde la prioridad es evitar falsos negativos e intervenir
de forma oportuna en pacientes en riesgo. Por tanto, el modelo propuesto se perfila como
una herramienta prometedora para la deteccion temprana de la periimplantitis, con

potencial para integrarse en la practica clinica sin afiadir una carga tecnoldgica excesiva.

4.5 Senales microbianas asociadas al microbioma subgingival en salud
periimplantaria y periimplantitis

Las observaciones obtenidas mediante el analisis de abundancia diferencial revelan
asociaciones interesantes entre ciertas especies bacterianas y las condiciones
periimplantarias y periodontales. Especificamente, G. adiacens y S. oralis dentisani se
asociaron con salud en ambos contextos. Si bien ambas especies ya habian sido
relacionadas con salud oral de forma independiente en estudios previos, G. adiacens con
salud periimplantaria (16) y S. oralis dentisani con salud periodontal (20), este es el
primer estudio que reporta su asociacion conjunta. Este hallazgo sugiere que ambas
especies podrian formar parte de un perfil microbiano comun caracteristico de la salud
subgingival, independientemente del tipo de superficie (implante o diente natural).
Asimismo, a través de este enfoque analitico pudimos confirmar la asociacion entre F.
fastidiosum (16,44) y P. alactolyticus (44) y la periimplantitis.

Por el contrario, identificamos dos ASVs de S. sanguinis asociadas a la salud
periimplantaria, lo cual contrasta con lo reportado por Nie et al. (15) quienes relacionaron
dicha especie con la periimplantitis. Ademads, P. oris-AV1007 mostrd una asociacion
contradictoria al encontrarse vinculada tanto a la salud periimplantaria como a la
periimplantitis. Si bien esta dualidad podria indicar una afinidad ecoldgica especifica por
el nicho subgingival periimplantario, nuestro grupo ya ha documentado anteriormente

que algunos ASVs pueden asociarse a condiciones de salud opuestas en los analisis de
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abundancia diferencial (20). Este fendmeno, sin embargo, no se replica en los modelos
predictivos, los cuales proporcionan una vision mas coherente de los taxones implicados
en salud y enfermedad (20).

En este sentido, nuestro estudio identifico por primera vez a E. coli, F. periodonticum, P.
oris y S. BTASV(095748 como variables predictoras de salud periimplantaria. Entre estas,
E. coli es cominmente reconocida por su implicacion en enfermedades gastrointestinales
(56), aunque también ha sido detectada en el entorno periimplantario (57), mientras que
las tres especies restantes han sido descritas como comensales potencialmente
oportunistas (58,59,60). Estos hallazgos sugieren que el potencial patogénico de los
taxones anteriores podria estar modulado por la composicion de la comunidad microbiana
circundante en el contexto de salud periimplantaria.

En contraste, entre los predictores de periimplantitis identificamos varios patobiontes
tradicionalmente vinculados a la periodontitis, como C. gracilis, D. HMTO041, F.
nucleatum vincentii, P. gingivalis, P. nigrescens, T. forsythia y T. denticola (61,62).
Asimismo, reportamos ASVs correspondientes a especies menos comunmente asociadas
con el entorno oral, como P. pleuritidis (63) y S. echinoides (64), cuyo papel en la

disbiosis periimplantaria merece una exploracion mas profunda.
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S. CONCLUSIONES

El microbioma subgingival en condiciones de salud periimplantaria presenta una mayor
riqueza que en casos de periimplantitis. En general, la alfa-diversidad de la placa
subgingival es menor en el entorno periimplantario que en el periodontal, tanto en la salud
como en la enfermedad. Ademas, la estructura de los microbiomas varia

significativamente entre los grupos estudiados.

En términos de abundancia de taxones, el microbioma subgingival mostro diferencias
marcadas entre la salud periimplantaria y la periimplantitis. Asimismo, las divergencias
observadas entre la salud periimplantaria y la periodontal (estado de eubiosis) son mas
pronunciadas que aquellas observadas entre sus respectivas situaciones patoldgicas

(disbiosis).

Finalmente, el modelo predictivo desarrollado demuestra una capacidad excelente para
discriminar entre salud periimplantaria y periimplantitis, con una sensibilidad
sobresaliente y una especificidad buena. En conjunto, estos hallazgos respaldan el
potencial del microbioma subgingival como herramienta diagnostica de precision para la

evaluacion del estado clinico periimplantario.

Financiacion del estudio

El presente estudio pertenece al proyecto “Characterisation of the subgingival
microbiome of peri-implantitis: and its potential as a predictive diagnostic tool”

financiado por Galimplant, Dental Implant System (referencia de proyecto 2025-CEO11).
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