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1. RESUMEN

Aun se desconoce la etiopatogenia de la estomatitis aftosa, no obstante, existen
algunos estudios que reportan un probable rol de la presencia de algunas comunidades
microbianas en la alteracion de la microbiota oral. En esta revision sistemadtica (registro
PROSPERO #CRD42021259427), evaluamos si los desequilibrios en la microbiota oral
estan asociadas con la estomatitis aftosa recurrente. A partir de estudios de casos y controles
determinamos que la diversidad bacteriana no cambia notablemente en personas enfermas,
sin embargo esos cambios son evidentes en términos de abundancia relativa como el aumento

del género Prevotella y la disminucion del género Streptococcus.

1.1. Palabras clave

Estomatitis aftosa; Microbiota; Disbiosis.



2. ABSTRACT

The etiopathogenesis of recurrent aphthous stomatitis is still unknown, however, there
are some studies that report a probable role of the presence of some microbial communities
in the alteration of the oral microbiota. In this systematic review (PROSPERO registry #
CRDA42021259427), we evaluated whether imbalances in the oral microbiota are associated
with recurrent aphthous stomatitis. From case-control studies we determined that bacterial
diversity does not change notably in sick people, however these changes are evident in terms
of relative abundance, such as the increase in the genus Prevotella and the decrease in the

genus Streptococcus.

2.1. Keywords

Stomatitis, Aphthous; Microbiota; Dysbiosis.



3. INTRODUCCION

La estomatitis aftosa recurrente, comunmente conocida como aftas, es una de las
patologias de la mucosa oral. Se caracteriza por la presencia de ulceras de forma ovalada,
solitarias o multiples, con un margen eritematoso bien definido y un centro

pseudomembranoso amarillento (1).

Si bien, es una patologia frecuente en la poblacion, su etiologia aun es desconocida,
por lo que se dificulta su diagndstico y tratamiento clinico temprano (2). En relacion a la
literatura, se han establecido posibles agentes causales, entre los que se encuentran factores
nutricionales, inmunoldgicos, psicosociales e infecciosos (3). Existe evidencia que propone
que una disbiosis microbiana oral podria gatillar episodios de la enfermedad. Entendiendo
que una disbiosis, es una alteracion de la flora comensal, dada por una pérdida de sus
funciones benéficas o una alteracion de su composicion por la invasion de microorganismos
patogenos (4), es decir, de la abundancia relativa y diversidad microbiana (5). Durante los
ultimos afios, existen multiples estudios que informan que cambios disbidticos en las
comunidades de microorganismos orales tendrian un rol en gatillar los episodios de ulceras.
Donde la disbiosis podria causar una disminuciéon de las funciones metabdlicas de la
microbiota oral en la estomatitis aftosa recurrente, causando inflamacion y respuesta
inmunitaria en la mucosa oral (6). Considerando que existe esta evidencia creciente de un
probable rol de las comunidades microbianas en la salud oral, el propdsito de esta revision
sistematica fue evaluar si una disbiosis en la microbiota oral est4 asociada con la estomatitis

aftosa recurrente.



4. METODOS

4.1. Diseifio general

En esta memoria, realizamos una revision sistematica de la literatura (registro

PROSPERO #CRD42021259427). La variable independiente fue la disbiosis microbiana

informada por las investigaciones seleccionadas y la variable dependiente fue la presencia de

estomatitis aftosa recurrente. Se establecid como disbiosis microbiana, a aquellas diferencias

significativas en términos de diversidad o abundancia de microbiota (4).

4.2. Estrategia de busqueda

La literatura en relacion con la microbiota y estomatitis aftosa recurrente se busco en

las bases de datos cientificos de¢ MEDLINE, Scopus, Web of Science, Cochrane Library y

metabuscador Google Scholar hasta el 05 de septiembre del 2021 en idioma inglés y espafiol

para identificar estudios relevantes (Tabla I).

TABLA 1. Estrategia de busquedas en base de datos

MEDLINE
Scopus

Web of
Science

(((((((("Bacteria"[Mesh]) OR "Fungi"[Mesh]) OR "Viruses"[Mesh]) OR
"Microbiota"[Mesh]) OR "Gastrointestinal Microbiome"[Mesh]) OR
"Mycobiome"[Mesh]) OR  "Virome"[Mesh]) AND ("Stomatitis,
Aphthous"[Mesh])) NOT ("Behcet Syndrome"[Mesh] OR "PFAPA" [All
fields])

ALL ( ( "bacteria" OR "fungi" OR "viruses" OR "microbiota" OR
"gastrointestinal microbiome" OR "mycobiome" OR "virome" ) AND (

"aphthous stomatitis" ) AND NOT ( "behcet syndrome" AND NOT
prapa" ) )

"aphthous stomatitis" (All Fields) and "Bacteria" (All Fields) or "Fungi"
(All Fields) or "Viruses" (All Fields) or "Microbiota" (All Fields) or



"gastrointestinal microbiome" (All Fields) or "mycobiome" (All Fields) and
"virome" (All Fields) not "Behcet syndrome" (All Fields) not "PFAPA" (All
Fields)

Cochrane (((((((((ALL~=(bacteria)) OR ALL=(fungi)) OR ALL=(viruses)) OR

Library ALL=(microbiota)) OR ALL=("gastrointestinal microbiome")) OR
ALL=(mycobiome)) OR ALL=(virome))  AND ALL=("aphthous
stomatitis")) NOT ALL=("behcet syndrome")) NOT ALL=("PFAPA")

Google Bacteria OR Fungi OR Viruses OR Microbiota OR Mycobiome OR Virome
Scholar OR "Gastrointestinal Microbiome" "Stomatitis Aphthous" -"Behcet
Syndrome" -PFAPA

4.3. Extraccion de datos

Los metadatos de los articulos obtenidos los importaremos a la aplicacion Rayyan
(https://rayyan.qcri.org) (7) donde se analizaran los titulos y resimenes por 2 revisores de

forma independiente; los desacuerdos los resolvera un tercer revisor (tutor de memoria).

4.4. Ciriterios de inclusion y exclusion

Seleccionamos los articulos en idioma inglés, estudios observacionales que investigan
la disbiosis en la estomatitis aftosa recurrente. Excluimos articulos donde no se analizan los
desequilibrios de la microbiota oral, aquellos que no presentan resumen, estudios cuyos
textos completos no estaban disponibles, estudios que no informan claramente los resultados.
Posterior a la evaluacion de texto completo excluimos articulos que no realizaron analisis de

multiples microorganismos.



4.5. Articulos incluidos en sintesis cualitativa

De los articulos que seleccionamos obtuvimos la siguiente informacion: referencia,
afio de publicacion, disefio del estudio, métodos, tamafio de la muestra, region, criterios de
inclusion y exclusion, caracteristicas de las ulceras, medidas de asociacion entre los
desequilibrios (diversidad o abundancia relativa) en la microbiota oral y estomatitis aftosa

recurrente y conclusiones principales.

4.6. Evaluacion de calidad

Realizamos la evaluacion de calidad de acuerdo a la escala de Newcastle-Ottawa, que
es una herramienta recomendada por la Colaboracion Cochrane para la evaluacion del riesgo
de sesgo para estudios observacionales (8). Se evalud en funcién a los grupos de estudios,
comparabilidad de los grupos y determinacion de la exposicion o resultados de interés para
estudios de casos y controles. En nuestra investigacion, utilizamos una adaptacion, donde
signamos 3 puntos por categoria cuando el mejor criterio de la escala se cumplio, 2 puntos

cuando le faltaba informaciéon y 1 punto cuando no cumplia con el requisito.



5. RESULTADOS

5.1. Seleccion de articulos

La busqueda preliminar identificoé un total de 2.759 articulos, de los cuales se
incluyeron 9 articulos a la revision (Fig. 1). Respecto a la exclusion, las principales razones
estuvieron dadas por no relacionarse con el topico de la investigacion. Por ejemplo, muchas
investigaciones se referian a enfermedades sistémicas, que son mediadas por un sistema
inmunologico como lo es el sindrome de Behcet, que es una enfermedad que esté relacionada
a la estomatitis aftosa recurrente. Agregar que otros articulos, hacian referencia a la variacion

de un s6lo microorganismo, por lo tanto, también fueron excluidos.

Estrategia de busqueda

ejecutada, 15 de agosto 2021 . .
(n=2.759) Excluidos por duplicado

(n=140)

PubMed (n=255), Scopus
(n=2.000), Web of Science (n=34),
Google Scholar (n=470)

IDENTIFICACION

. Excluidos después de la revision Titulo/resumen (n=2.604)
Registros

seleccionados 2.482 Sin relacion con investigacion
(n=2.619)

44 Resumen no disponible

BUSQUEDA

A 4

Articulos de texto
complete evaluados

para e(;leg:ib)ilidad 5 Enfoque en 1 microorganismo
n=15

Articulos de texto complete excluidos, razén (n=6)

ELEGIBILIDAD

h 4

Estudio incluidos en
sintesis cualitativas
(n=9)

INCLUIDO

Figura 1. Flujograma PRISMA. Flujo que representa la bisqueda sistematica de la bibliografia sobre la
disbiosis microbiana relacionada con la estomatitis aftosa recurrente.




5.2. Caracteristica de los articulos

Todas las investigaciones incluidas correspondieron a estudios de casos y controles.
Siete articulos, compararon sujetos con estomatitis aftosa recurrente versus personas sanas
(9-15) articulos compararon sujetos con la enfermedad activa (presencia de lesiones) versus

la ausencia de lesiones (enfermedad pasiva o fase de remision) (16, 17).

Los criterios de inclusion y exclusion de las 9 investigaciones fueron diversos, siendo
en su mayoria pacientes que presenten episodios de estomatitis aftosa recurrente en el periodo
de un mes y que hayan presentado lesiones en el momento del muestreo en el caso de los
criterios de inclusion. Por otra parte, los criterios de exclusion de las investigaciones fueron:
pacientes con enfermedades sistémicas, pacientes que tomaron antibidticos en al menos tres

meses previo al muestreo, pacientes fumadores, entre otras condiciones.

De los articulos incorporados, en los 9 estudios de casos y control, se identificé como
técnica de evaluacion, principalmente, la secuenciacion de alto rendimiento (16S rRNA gene
sequencing), a excepcion de un estudio que utilizd desorcién/ionizacion mediante laser
asistida por matriz (MALDI-TOF). Los tamafios de la muestra variaron entre 6 a 60
participantes. A excepcion de un estudio, todas las investigaciones incluyeron a ambos sexos,

pero las edades medias difirieron (Tabla II).

Tabla II Caracteristicas de los articulos incluidos.

Stehlikova et Pequefias 1. Pacientes A: Pacientes 16S rRNA Muestras de

al. Czech lesiones con sintomas con gene hisopos de la
Republic, redondas u orales como estomatitis sequencing  mucosa
2019(16) ovoides con alergia aftosa labial
base alimentaria, recurrente inferior
crateriforme, enfermedad (n=10) (muestras de
rodeados por celiaca 0 Vs mucosa)
un halo trastornos B: Paciente
elevado vy con historia



Yang et al
China,
2020(17)

Kim et al.
Republic of
Korea, 2016

©)

eritematoso.
Presentan
una
pseudomem
brana
grisacea.
Diametro
menor a
cinco
milimetros.
Ulceras
redondas u
ovaladas
menor a 5
milimetros
de diametro
con una
pseudomem
brana  gris-
blanca y un
halo
eritematoso.

No reporta

autoinmunes

1. Sujetos
con
enfermedade
s sistémicas.
2. Pacientes
que tomaron
antibioticos
en al menos
3 meses
previo al
muestreo.

1. Consumo
de
antibioticos
o esteroides
en el ultimo
mes.

2. Pacientes
con
xerostomia
3. Sujetos
con otras
enfermedade
s de la
mucosa oral
(recuento de
Candida>
1000
unidades
formadoras

de
estomatitis
aftosa
recurrente,
pero
remision
(n=11)

cn

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
con lesion
activa
(n=24)

VS

B: Paciente
con
estomatitis
aftosa
recurrente
con lesion
pasiva
(n=24)

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
(n=20)

VS

B: Paciente
sano (n=20)

16S rRNA
gene
sequencing
16S rRNA
gene
sequencing

Muestras de
hisopos
(muestras de
mucosas)

Polyvinylide
e difluorid
membrane
(muestras de
mucosa),
Saliva entera
no
estimulada



Hijazi et al.
UK,
2015(10)

Ulcera  de
dos a cinco
milimetros
de diametro.
Duracién de
la lesioén una
0 dos
semanas.
Ulcera que
se presenta
en mucosa
no
queratinizad
a. Edad
maxima de
aparicion
diez a veinte
afios

de colonias /
ml)

4.
Enfermedad
es
relacionadas
con
deficiencias
hematologic
as.

5.
Enfermedad
es sistémicas
que implican
ulceras
orales.

1. Persona <
16 anos,
historia y
apariencia
clinica no
sugerencia
de RAS
2.
Enfermedad
es sistémicas
3. Toma
medicament
0s con
regularidad
4 Fumadores
5.  Pruebas
hematologic
as y
bioquimicas
fuera del
rango
normal.

6. Tasa de
flujo salival
total <1 ml /
min

7. Recuento
de candida>

1000 UFC /
ml,
8. Uso de

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
(n=16)

VS

B: Paciente
sano (n=16)

sequencing

rRNA Muestras de

hisopos
(muestras de
mucosas)

10



Zhu et
China,
2021(11)

al.

No reporta

antibioticos
en los tres
meses
anteriores.
9. Terapia
para RAS en
los seis
meses
anteriores.
10.
Enfermedad
periodontal
11. Otra
enfermedad
de la mucosa
oral

12. Dieta
rica en
azucar

13.
D3MFT> 2
14. Indice de
placa> 30%.
1. Consumo
de
antibioticos
0 enjuagues
bucales
antibacterian
0s 0
farmacos en
el plazo de
un mes
2. Lesiones
de la mucosa
oral

3.
Tabaquismo
en el plazo
de un mes
4. Consumo
de alcohol en
el plazo de
un mes.

16S rRNA Saliva entera
gene no
sequencing  estimulada

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
(n=24)

VS

B: Paciente
sano (n=21)

11



Marchini et No reporta
al.  Brazil,
2007(12)

ulceras
los

Bankvall et Las

al. Seeden, de

2014(13) pacientes
fueron
agrupadas en
dos
categorias;
RAS menor:
diametro
menor a diez
milimetros y
RAS mayor:
diametro
mayor o
igual  diez
milimetros.

(13)

Hijazi et al.
UK,
2020(14)

No reporta

1. Sujetos
con
enfermedad
sistémicas
2. Consumo
de
antibiodticos
en los
altimos tres
meses

3.
Alcoholicos.
1. Consumo
de
antibioticos
0 enjuagues
bucales
antibacterian
os durante el
mes anterior
2. Consumo
de farmacos
para el
tratamiento
de tlceras en
los seis
meses
anteriores
3. Lesiones
en la mucosa
oral

4.
Tabaquismo
5. Consumo
excesivo de
alcohol.

1. Sujetos
con
enfermedade
S sistémicas.
2. Perfiles
bioquimicas
y
hematologic
os alterados.
3. Signos

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
(n=10)

VS

B: Paciente
sano (n=10)

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
(n=60)

Vs

B: Paciente
sano (n=60)

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
(n=15)

VS

B: Paciente
sano (n=13)

16S rRNA
gene
sequencing
16S rRNA
gene
sequencing
16S rRNA
gene
sequencing

Muestras de
hisopos
(muestras de
mucosas)

Muestras de
hisopos
(muestras de
mucosas)

Saliva entera
no
estimulada

12



vitales
anormales.
4. IMC>30 6
<20

5. Embarazo
y lactancia.
6. Uso de
antibiodticos
en los tres
meses
anteriores.

7. Flujo
salival
disminuido.
8. Recuento
de candida >
1000
UFC/ml.

9. Portador
de protesis
removible.
10.
Consumo
cualquier
tipo de
farmaco.

11.
Tratamiento
para la
ulceras en
los tres
meses
anteriores.
12.
Presencia de
otras
enfermedade
s de la
mucosa oral.
13.
Enfermedad
periodontal.
14. Lesiones
de caries.
15.
D3MFT>3
16. Indice de

13



Seoudi et al.
UK,
2015(15)

No reporta

placa >30%

17. Dieta
rica en
azucar.

1. No

cumplir con
los criterios
de ISG
2. Embarazo
3. <18 afos
4.
Tratamiento
con agentes
antibacterian
0s
sistémicos o
topicos
durante las
seis semanas
anteriores a
la
recoleccion
de la muestra
5.
Enfermedad
sistémica

6. Uso de
farmacos

7. En el caso
de los
pacientes
controles no
haber
sufrido  de
episodios de
ulceras
aftosas.

En el caso de
los controles
1.
Enfermedad
sistémica

2. Uso de
farmacos

A: Pacientes
con
estomatitis
aftosa
recurrente
(n=6)

VS

B: Paciente
sano (n=10)

Matrix-
assisted laser
desorption/i
onization
time-of-
flight
analysis

Muestras de
hisopos
(muestras de
mucosas),
muestras de
saliva entera
no
estimuladas

14



Resumen de las caracteristicas de los estudios observacionales de casos y controles seleccionados de los sujetos
con y sin estomatitis aftosa recurrente. A: Casos, B: Controles

5.3. Ladiversidad bacteriana de la microbiota oral es similar en casos y control

La mayoria de los estudios incluidos, informaron que no existe una diferencia entre
los diferentes grupos de casos y controles segun los indices que utilizaron. No obstante, 2 de

los 9 estudios (11, 14) reportaron que el indice Chaol fue mas bajo que los controles. Los

principales resultados se evidencian en la Tabla III.

Tabla III Diversidad bacteriana de la microbiota oral.

Referencia Indice de diversidad  Conclusién(es) del estudio
bacteriana
Stehlikova et al. -OTU No existe diferencia significativa entre
2019 (16) - Indice Chaol los indice Chaol, indice de Shannon e
- Act A/LDA effect indice de uniformidad.
size
Yang et al. -OTU La diversidad alfa de la microbiota de la
2020(17) - Indice Shannon mucosa oral y las ulceras aftosas son
- Indice Simpson similares.
- NMDS
Kim et al. 2016(9) - PCoA Unifrac La diversidad microbiana no fue
ponderada significativamente diferente en controles

Hijazi et al.

- Indice de Shannon

de la mucosa ni saliva en los indice de
Chaol y Shannon.
No se observaron diferencias

2015(10) - Indice de Simpson significativas en la diversidad bacteria
- Chao 1 en relacion a controles sanos y sitios
- Especies observadas  ulcerados.
- Arbol completo de
PD
Zhu et al. 2021(11) - Chao 1 Los indices de Chaol y ACE fueron
- ACE significativamente mas bajos que

- Indice Shannon
- Indice Simpson

controles sanos, pero los indices de
Shannon y Simpson no fueron
estadisticamente diferente. La diferencia
de la diversidad beta sugirié una
microbiota oral inica en RAS.

Marchini et al. No reporta No reporta

2007(12)

Bankvall et al. - Indice de Shannon No se mostro diferencia significativa
2014(13) entre grupos RAS y control

15



Hijazi et al. 2020 -OTU El indice Chaol fue significativamente

(14) - Indice de Shannon mas bajo. Los indices de Shannon,
- Indice de Simpson Simpson, distancia filogenética, OTU no
- Chao 1 mostraron diferencia entre grupos.
- Distancia
filogenética
Seoudi et al. No reporta No reporta
2015(15)

Analisis de los articulos incluidos en relacion a la diversidad alfa y/o beta entre grupos con estomatitis aftosa
recurrente y grupo control.

*OTU: Unidad taxonomica operativa

*NMDS Analisis multidimensional no métrico

*RAS estomatitis aftosa recurrente

5.4. Diferencia entre la abundancia relativa de casos y controles

La mayoria de los estudios incluidos informaron que existe un desequilibrio
microbiano representado por la variabilidad de la abundancia relativa de la muestra (Tabla
IV). Por ejemplo, varios articulos muestran una disminucién en el phylum Firmicutes lo que
se relaciona en su taxonomia con la disminucion del género Streptococcus (9, 17) y a nivel
de especies Streptococcus salivarius (9), Streptococcus mitis (15), Streptococcus oralis (16).
Se evidencia, que existe un aumento de phylum Proteobacteria en los sitios ulcerados (9-11,
17) especificamente la especie Acinetobacter johnsonii (9) En particular, un articulo reportd
la presencia de Prevotella solamente en muestras de la lesion ulcerosa (12) que se
complementa con la informacion aportada por Zhu et al. que aumenta su género en la mucosa
de pacientes con estomatitis aftosa recurrente (11).

Tabla IV Abundancia relativa de la microbiota oral de los estudios incluidos.
Referencia Grupos Microorganismo/agente Conclusion(es) del estudio

Stehlikova A: 10 Bacteria microbiota: Los microorganismos mas
etal. 2019 B:11 g Lachnoanaerobaculum abundantes en pacientes con RAS
(16) +H) fueron Lachnoanaerobaculum,
g Cardiobacterium (+) Cardiobacterium, Leptotrichia,
g Leptotrichia (+) Fusobacterium, Clostridia y existe
g Fusobacterium (+) una disminucion de S. oralis en
c_Clostridia (+) comparacion a control.

s _Streptococcus oralis (-)
Fungal microbiota:
g Malassezia sp.
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Yangetal. A:24
2020(17) B: 24

Kimetal. A:20
2016(9) B: 20

Hijazi et A: 16
al. B:16
2015(10)

Zhuetal. A:24
2021(11) B:21

Bacteria microbiota:
o_Enterobacteriales (+)

f Enterobacteriaceae (+)
g Escherichia shigella (+)
g Alloprevotella (+)

s _Escherichia coli (+)
p_Firmicutes (-)

c_Bacilli (-)
o_Lactobacillales (-)

f Streptococcaceae (-)

g Streptococcus (-)
Bacteria microbiota:
p_Streptophyta (+)

g Veillonella (-)

g Streptococcus (-)
s_Acinetobacter johnsonii
(+)

s_Streptococcus salivarius
)

Bacteria microbiota

g Firmicutes (-)

g Proteobacteria (+)

f Porphyromonadaceae (+)
f Veillonellaceae (+)

f Streptococcaceae (-)

Bacteria microbiota:
p_Proteobacteria (+)
c_Gammaproteobacteria
()

o_Pasteurellales (+)

g Actinobacillus (+)

g Haemophilus (+)
o_Vibrionales (+)

f Pseudoalteromonadaceae
()

g Vibrio (+)

f Paraprevotellaceae (+)
g Prevotella (+)
p_Firmicutes (-)
c_Bacilli (-)
o_Gemellales (-)

f Gemellaceae (-)

El aumento de E. coliy la
disminucién de Streptococcus se
asocia significativamente con las
ulceras aftosas.

La disminucion de S. salivarius 'y
el aumento de A. johnsonii en la
mucosa se asociaron con riesgo de
EAR

Las comparaciones revelaron una
disminucién de Firmicutes y un
aumento de Proteobacteria en los
sitios ulcerados. Por otra parte,
sitios ulcerados mostraron un
aumento de Porphyromonadaceae
y Veillonellaceae en comparacion
con los controles sanos, junto con
una disminucion de
Streptococcaceae.

A nivel de phylum las
Proteobacterias fueron
significativamente mas abundantes
en la microbiota oral de RAS.
También se observo un aumento
del género Prevotella. Por el
contrario, Firmicutes disminuy6
significativamente en la
microbiota oral de RAS
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0_Bacillales (-)

f Paenibacillaceae (-)
g Anaerovorax (-)

g Xanthomonadacea (-)

Marchini = A: 10 Bacteria microbiota: Prevotella es un género que

et al. B: 10 g Actiniobacillus (+) aparece sistematicamente solo en

2007(12) s_Granulicatella elegans muestras de ulceras aftosas
(+) recurrentes y corresponde al 16%
s _Haemophilus quentini de todos los clones derivados de
+) lesiones.

s _Haemophilus segnis (+)
s_Streptoccus anginous (+)
s_Streptococcus mitis (+)
s_Streptococcus
pneumoniae (+)
s_Streptococcus salivaris
(+)

s Veillonella ratti (+)

g Prevotella (+)

g Veillonella (-)

Bankvall  A: 60 No reporta No reporta

et al. B: 60

2014(13)

Hijazi et A: 15 Bacteria microbiota: No hubo diferencias significativas
al. 2020 B: 13 g Streptococcus (-) en la abundancia de ningun género
(14) g Haemophilus (+) 0 especie entre casos y controles.

g Gemella (+)
g Veillonella (+)
g Prevotella (+)

Seoudiet A:6 Bacteria microbiota: Rothia dentocariosa se aislo con
al. B: 10 s_Bifidobacterium dentium  mayor frecuencia de la mucosa no
2015(15) () ulcerada de RAS y S. mitis fue
s_Prevotella histicola(+) significativamente mas probable
g Staphylococcus (+) que colonizara la mucosa no
s Streptococcus sanguinis  ulcerada de RAS.
(+)

s_Streptococcus mitis (-)
S _Rothia mucilaginosa (+)

Andlisis de los articulos incluidos en relacion a la abundancia relativa entre grupos con estomatitis aftosa
recurrente y grupo control. A: Casos B: Control p_nivel phylum, c_nivel clase, o _nivel orden, f nivel familia,
g _nivel género, s_ nivel especie; (+) aumenta en casos (-) disminuye en casos.

*RAS estomatitis aftosa recurrente
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5.5. Calidad de los articulos seleccionados acorde a la escala Newcastle-Ottawa

La busqueda preliminar identificoé un total de 2.759 articulos, de los cuales se
incluyeron 9 articulos a la revision (Fig. 2). Respecto a la exclusion, las principales razones
estuvieron dadas fueron por no relacionarse con el topico de la investigacion. Por ejemplo,
muchas investigaciones se referian a enfermedades sistémicas, que son mediadas por un
sistema inmunolégico como lo es el sindrome de Behcet, que es una enfermedad que esta
relacionada a la estomatitis aftosa recurrente. Agregar que otros articulos, hacian referencia

a la variacion de un s6lo microorganismo, por lo tanto, también fueron excluidos.

Referencia
[Stehlikova et al. 2019

© [Puntaje total

IYang et al. 2020

(o]

Kim et al. 2016

Hijazi et al. 2015

Zhu et al. 2021

Marchini et al. 2007

Bankvall et al. 2014

Hijazi et al. 2020

‘ ‘ ‘ @ @ @ ‘ ‘ ‘ Comparacion (2)
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Exposicion- desenlace (3)
[ee]

OO OO ®E @ seeccion

Seoudi et al. 2015

Figura 2. Calidad de los articulos incluidos. Mediante la escala de Newcastle-Ottawa. La puntuacion total es
de 9 puntos donde la puntuacion mas alta indica menor riesgo de sesgo. En el diagrama, se visualizan en la
primera columna los item de las preguntas que se deben realizar para el check list. Para ello cada item tiene un
numero de pregunta, se visualiza en el paréntesis, las preguntas que le otorgan puntaje a la investigacion estan
determinadas por protocolo. Para visualizar el contenido para realizar el check list visualizar archivo
suplementario S1. Se evidencia que las preguntas a realizar se categorizan en 3 item y cada uno de ello tienen
diferentes preguntas para determinar su riesgo. En este caso una investigacion con una puntuacion menor a 7
puntos sugeriria un posible sesgo en al investigacion, lo que influird en la calidad de investigacion. Para la
categorizacion tenemos el circulo de color verde se le asigna 3 puntos, el color amarillo: 2 puntos y el circulo
rojo: 1 punto.
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6. DISCUSION

En los ultimos afios, se ha estudiado la estomatitis aftosa recurrente para conocer su
etiologia, como prevenirlas y su mejor tratamiento. En esta investigacion, determinamos que
la abundancia relativa de la microbiota oral de pacientes con estomatitis aftosa recurrente

difiere de pacientes sanos.

La cavidad oral humana esta fuertemente colonizada por microorganismos, donde
predominan los phylum: Firmicutes (sobre todo los géneros Streptococcus y Veillonellas),
Proteobacterias (en su mayoria de Neisseria), Bacteroides (Prevotella) y Actinobacteria
(Micrococcineae) (18). En la actualidad, se han identificado mas de 750 especies bacterianas
(19) lo que expresa lo amplio que es el microbioma oral. Para ello, se han utilizado diferentes
técnicas que han cuantificado e identificado, a la poblacion en salud y enfermedad en la
cavidad oral. Una de ellas, es 16S rRNA gene sequencing, que se basa en codificar un
segmento que esta presente en todas las bacterias y se conserva en el tiempo de la especie

que se compara con una base de datos para detectar e identificar organismos (20).

Los criterios de inclusion y exclusion fueron diversos, lo que pudo impactar en los
microorganismos identificados. Se definié estomatitis aftosa recurrente como la aparicion de
una o mas Ulceras que recurrieron con frecuencia, sin considerar la gravedad y duracion, ya
que no todos los articulos seleccionados lo informaron o consideraron. Otro de los aspectos
a tener en cuenta, es que en la mayoria de las investigaciones, se excluyeron a participantes
que consumieron antibidticos y que ademas, tuvieran una enfermedad sistémica con
manifestaciones de ulceras en la cavidad oral. Estos ultimos factores, pueden influir, en la
presencia o ausencia de alguna especie bacteriana, dado que se puede modificar por cambios
bioldgicos de la persona, mala higiene oral, habitos alimentarios, tabaquismo, entre otros

(21).
La diversidad bacteriana entre personas con y sin ulceras es similar (22), pudiendo

clasificarse en dos subgrupos, segiin metagenomics. La diversidad alfa, mide la diferencia de

microorganismos en una muestra, utilizando las siguientes escalas métricas: el indice de ace
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y el de chaol, que permite conocer la riqueza de la especie, lo que hace referencia al nimero
de microorganismos presentes. Mientras que, los indices de Simpson y de Shannon, indican
la diversidad de bacterias y su distribucién. Por otra parte, la diversidad beta muestra la
variacion entre los perfiles taxondmicos de diferentes muestras, utilizando los indices de

Bray-Curtis, Unifrac y el indice de Jaccard.

La presencia o ausencia de lesiones, se acompafia de cambios en la abundancia de
ciertos microrganismos. Estudios anteriores, han evidenciado que un predominio de bacterias
gram positivas por sobre gram negativas, puede actuar como precursor de lesiones de la
mucosa (23). Es asi, como las bacterias y sus toxinas, inducen la produccion de anticuerpos
que generan susceptibilidad en las células del hospedero y alteran las vias de sefializacion, lo
que afecta la proliferacion celular y/o la supervivencia de las células epiteliales,
produciéndose una pérdida de integridad del epitelio de la mucosa oral (24). Un ejemplo de
ello, es la disminucion de la abundancia de Streptococcus en la manifestacion activa de la
ulcera, alterandose el nucleo del microbioma oral saludable (25). Por el contrario, la
formacidn de biopeliculas orales robustas que se producen entre Streptococcus 'y Veillonella,

buscan disminuir el riesgo para la evolucion de una enfermedad (24).

La presente revision, posee las siguientes limitaciones: los articulos incorporados eran
casos y controles, por lo que no es posible determinar causalidad; los estudios en su gran
mayoria utilizaron so6lo la técnica molecular 16S rRNA gene sequencing y a pesar de ser de
buena calidad los estudios utilizados, queda en manifiesto, su falta de claridad en la
definicion de los casos y controles. Por ello, en futuras investigaciones, es necesario que se
perfeccione, hacia técnicas que permitan conocer con mejor detalle, las especies presentes en
las lesiones, ya que, llama la atencion que resultados a nivel de género de la taxonomia
microbiana, no se utilicen por la falta de especificidad, y asi, orientar de mejor manera, las

medidas de prevencion y tratamiento de estas lesiones.
En conclusion, en el presente estudio se demuestra un desequilibrio en la microbiota

oral en pacientes con estomatitis aftosa recurrente, ademas de indicar que los cambios de

bacterias orales en microbioma oral de zonas ulcerosas, pueden estar asociados a un aumento
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de riesgo para la progresion de la lesion, es por ello que comprender el mecanismo de accion
del microbioma oral y sus especies, nos puede orientar a buscar alternativas para prevenir o
evitar su progresion, pudiendo aportar a mejorar la calidad de vida de las personas en el

futuro.
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Archivo suplementario S1. Newcastle Ottawa scale: Evaluacion de riesgo de sesgos en

8. ANEXO

estudios observacionales

Categoria

Pregunta

Justificacion

Indicador

Seleccion

(Es la definicion de
caso adecuada?

Requiere alguna
validacion
independiente

Enlace de registro o
autoinforme sin
referencia al registro
primario

Sin descripcion

Representividad de los
casos

Todos los casos
elegibles con resultado
de interés durante un
periodo de tiempo
definido, todos los
casos en un area de
captacion definida,
todos los casos en un
hospital o clinica
definida, un grupo de
hospitales, una
organizacion de
mantenimiento de la
salud o una muestra
apropiada

No cumple con los
requisitos de la parte o
no se establece

Seleccién de casos

Controles comunitarios
(es decir, la misma
comunidad que los
casos y srian casos si
tuvieran resultados)

Controles
hospitalarios, dentro de
la misma comunidad
que los casos (es decir,
no en otra ciudad),
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pero derivados de una
poblacion
hospitalizada

Sin descripcion

Definicion de los
controles

Si, los casos son la
primera aparicion del
resultado, entonces
debe aclarar
explicitamente que los
controles no tienen un
historial de este
resultado. Si los casos
tienen una nueva
aparicion (no
necesariamente la
primeria) del resultado,
no se deben excluir los
controles con
ocurrencias previas del
resultado de interés.

No hay mencién de la
historia del resultado,
no hay descripcion de
la fuente

Comparabilidad

Comparabilidad de
casos y controles en
base al disefio o
analisis. Se puede
asignar un maximo de
2 estrella esta
categoria. Tanto los
casos como los
controles deben
coincidir en el disefio
y/o factores de
confusion deben
ajustarse en el analisis.
Las declaraciones de
que no hay diferencias
entre los grupos o que
las diferencias no
fueron significativas
no son suficientes para

Controles de estudio
para ___ (seleccionar
el factor mas
importante)

Controles de estudio
para cualquier factor
adicional (este criterio
podria modificarse
para indicar un control
especifico para un
segundo factor
importante)
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establecer la
comparabilidad.

Registro seguro

Entrevista estructurada
donde se ciega al *
estado caso/control

Determinacion de la .
Entrevista no cegada al

exposicion. Solo puede *
P p estado del caso/control
tener una estrella
Autoinforme escrito o
registro médico
solamente
Exposicion Ninguna descripcion
Mismo método de SI *
verificacion de casos y
controles No
La misma para ambos |,

grupos

No se describe

Tasa de no respuesta
encuestados

Tasa diferente y sin
designacion

Archivo suplementario S1. Newcastle-Ottawa scale: Evaluacion de riesgo de sesgos en estudios
observacionales. En este caso se puede observar la tabla para realizar el check list de cada paper a evaluar. En
el primer item de seleccion cada respuesta tiene una respuesta y si un articulo cumple con una celda sin estrella,
indica que hay un posible sesgo, aunque se debe evaluar con las demas categorias. La categoria de
comparabilidad puede tener 2 celdas marcadas y en exposicion. En exposicion, en la determinacion de la
exposicion solamente se puede seleccionar una celda.
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