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Abstract

Mucositis affects 50% to 90% of implants, while the prevalence of peri-implantitis ranges from 15
to 23%.

The etiology of peri-implant diseases is connected with several factors, with microbial colonization
being one of the most relevant. A thorough profiling of the microorganisms associated with these
diseases is thus the first step to undertake in order to develop novel prevention and therapeutic
strategies. Available studies, however, adopted study designs which are not accounting for inter-
subject variability, focused on few cultivable microbes, or used low-resolution microbial profiling.
We recruited a large cohort of healthy/mucositis/peri-implantitis patients sampled longitudinally
and with both healthy and intra-subject controls (contralateral implants/teeth). We applied high
resolution shotgun metagenomics to sequence the genetic material of the entire ecosystem of
microorganisms - the microbiome - present in the subgingival environment. Metagenomic profiles
highlighted a very distinctive microbial signature associated with peri-implantitis implants as
compared to healthy controls. Moreover there were no substantial differences between healthy
contralateral controls and healthy implants in patients not affected by disease. This indicates peri-
implantitis is, microbiologically, a site-specific rather than a patient-specific disease. Overall our
work points at the very high potential of metagenomics and the plaque microbiome as a
prognostic and predictive clinical approach for peri-implantitis.

Riassunto

La mucosite affligge dal 50 al 90% degli impianti, mentre la prevalenza della peri-implantite
varia dal 15 al 23 %.

L'ipotesi alla base del nostro studio & che I'eziologia delle malattie peri-implantari sia collegata a
una combinazione di diversi fattori,con la colonizzazione microbica tra i piu rilevanti. Una
caratterizzazione accurata dei microrganismi associati a tali malattie & quindi il primo passo da
compiere per sviluppare nuove strategie preventive e terapeutiche. Gli studi disponibili,
tuttavia, hanno adottato disegni di studio che non tengono conto della variabilita tra soggetti,
focalizzandosi su pochi microrganismi coltivabili o utilizzando tecniche di caratterizzazione a
bassa risoluzione.

Nel nostro studio abbiamo reclutato un'ampia coorte di pazienti sani, con mucosite e con peri-
implantite sottoposti a prelievo microbiologico longitudinale e con controlli sani intra-soggetto
(impianti/denti controlaterali). Abbiamo impiegato tecniche metagenomiche ad alta
risoluzione di tipo shotgun per sequenziare il materiale genetico dell'intero ecosistema di
microrganismi - il microbioma - presente nell'ambiente sottogengivale. I profili metagenomici
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hanno evidenziato un tratto microbico distintivo associato agli impianti interessati dalla peri-
implantite rispetto ai controlli sani. Inoltre non ci sono state differenze sostanziali tra controlli
controlaterali sani e impianti sani in pazienti non affetti da malattia. Cio indica che la peri-
implantite & da un punto di vista microbiologico, una malattia sito-specifica piuttosto che
paziente-specifica. Nel complesso, il nostro lavoro punta sull'alto potenziale della metagenomica
e sul microbioma della placca come approccio clinico prognostico e predittivo per la peri-
implantite.

Introduzione

Mucosite e peri-implantite rappresentano serie complicanze dopo il trattamento
implantare e negli ultimi tre decenni si e assistito ad una progressiva diffusione di
queste due “nuove” patologie orali. Gli studi indicano che la mucosite affligge dal 50% al
90% degli impianti, mentre la prevalenza della peri-implantite € in continua crescita e
varia dal 15 al 23% (1,2,3). Cio significa che un quinto di tutti gli impianti dentali inseriti
e affetto da una malattia, che nella maggior parte dei casi porta alla perdita diretta
dell'impianto o comunque alla necessita di doverlo rimuovere (4).

L'eziologia precisa delle patologie peri-implantari rimane ancora non completamente
nota. E appurato come la colonizzazione batterica giochi un ruolo fondamentale
nell'eziologia di questa malattie, anche se permane ampio dibattito sul fatto che questa
sia principalmente correlata a un problema di suscettibilita dell'ospite o a fenomeni
legati alla superficie implantare o ad entrambi i fattori (5,6). Gli interventi terapeutici
attuali, inoltre, si basano su un paradigma di somiglianza microbica con le malattie
parodontali ma i risultati di queste terapie sono stati piuttosto modesti, con tassi di
recidiva particolarmente elevati, suggerendo che la componente microbica potrebbe
non essere cosi simile alla parodontite come precedentemente ritenuto (7,8). Sebbene
alcuni patogeni parodontali noti possano essere associati anche all'eziologia della peri-
implantite, € probabile che diversi microrganismi siano coinvolti in queste due
condizioni cosi clinicamente distinte (9,10). Una caratterizzazione approfondita dei
microrganismi associato alle malattie peri-implantari e quindi il primo passo da
compiere per ipotizzare nuovi approcci di prevenzione e trattamento.

Indagini sui microrganismi coinvolti nelle principali malattie orali vengono eseguiti
ormai da decenni, ma la recente rivoluzione nelle tecnologie per "leggere" il materiale
genetico (DNA) delle comunita microbiche senza necessita della loro coltivazione ha
rivoluzionato il settore (11). Tramite il sequenziamento diretto del materiale genetico
presente in un campione orale (ad esempio un campione di placca sopragengivale o
sottogengivale) e possibile studiare l'ecosistema di microorganismi batterici, virali,
micro-eucariotici e arcaici - il cosiddetto microbioma - presente nell'ambiente dentale.
Tali tecniche, chiamate metagenomiche, hanno il vantaggio fondamentale di evitare
completamente la fase di coltivazione che richiede molto tempo e che puo individuare
con i protocolli di coltura noti solo una minima frazione di microrganismi realmente
presenti (12). Cido ha portato alla recente mappatura del microbioma in individui sani
all'interno del piu grande sforzo di sequenziamento metagenomico eseguito finora
(Human Microbiome Project) ed ha fornito le basi per lo studio del microbioma nelle
malattie orali (13).

Gli studi microbiologici attualmente disponibili sulle patologie peri-implantari, tuttavia,
hanno adottato disegni di studio che non tengono conto della variabilita tra i vari
soggetti e, a parte le tecniche molecolari “low throughput”, il metodo piu avanzato per
indagare e caratterizzare il microbioma peri-implantare fino ad oggi & stato unicamente
attraverso tecniche di sequenziamento a bassa risoluzione di tipo 16S (14-20).
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Diversamente, il nostro gruppo ha gia dimostrato le potenzialita delle innovative
tecniche metagenomiche computazionali di tipo “shotgun” per -caratterizzare il
microbioma orale ad altissima risoluzione (21), quindi ci proponiamo di indagare anche
il microbioma peri-implantare sia in stato di salute che di malattia attraverso tali
tecniche di sequenziamento. Le tecniche metagenomiche di tipo “shotgun”
rappresentano lo strumento attualmente piu all’avanguardia per lo studio del
microbioma e sono state state ampiamente impiegate e validate nel corso dello Human
Microbiome Project (22). (Fig. 1)

La nostra ipotesi di fondo e che I'eziologia delle malattie peri-implantari sia collegata a
una combinazione di diversi fattori, con la colonizzazione microbica tra i piu rilevanti.
Sulla base delle lezioni apprese dalla microbiologia, dall'epidemiologia microbica e dallo
studio delle malattie parodontali (23,24), vi sono ragioni per ritenere che membri
specifici della diversita microbica orale rappresentino un prerequisito per l'insorgenza
e la progressione della malattia. Inoltre, ipotizziamo che i fattori microbici coinvolti
nella peri-implantite potrebbero essere presenti nel microbioma orale dei soggetti
ancora prima della manifestazione della malattia.

Quindi, nel nostro studio abbiamo studiato il microbioma della placca associato alla
peri-implantite per identificare specifici organismi microbici, geni e fattori di virulenza
associati a questa condizione con l'obiettivo finale di capire quale sia il ruolo dei
microorganismi e dell'ecologia microbica nell'eziologia delle malattie peri-implantari. Il
nostro innovativo disegno di studio longitudinale ha incluso pazienti sani, pazienti con
mucosite e pazienti con peri-implantite. 11 dente controlaterale sano rispetto
all'impianto & stato anch’ esso campionato per regolare 1'elevata variabilita tra soggetti
e per testare il microbioma della placca sottogengivale di denti sani in pazienti con
malattia peri-implantare. Questo approccio non € mai stato utilizzato per studiare le
malattie peri-implantari e potrebbe consentire di identificare biomarkers significativi
per la malattia e nuovi potenziali approcci diagnostici e terapeutici.

Materiali e Metodi
Reclutamento pazienti

Questo studio e stato concepito presso il CIBIO (Centre for Integrative Biology)
dell'Universita di Trento, approvato dal comitato etico dell'Universita di Trento
(numero 2015-024) ed e stato condotto in conformita con le linee guida della
Dichiarazione di Helsinki. Pazienti sottoposti a pregressa terapia implantare sono stati
arruolati in sei diversi studi privati nella provincia di Trento (Italia) per questo
progetto.

[ criteri di inclusione comprendevano un buono stato di salute generale, eta superiore ai
18 anni, non meno di 8 denti naturali residui, almeno un impianto orale funzionante
riabilitato da almeno 1 anno, disponibilita a partecipare allo studio. I criteri di
esclusione comprendevano la gravidanza, 1'HIV, 1'uso di farmaci immunosoppressori,
bifosfonati o steroidi, l'uso di clorexidina nelle 2 settimane precedenti al prelievo,
procedure profilattiche orali negli ultimi 3 mesi, l'assunzione di antibiotici sistemici o
probiotici negli ultimi 6 mesi.

[ pazienti sono stati selezionati nei diversi studi privati e sono stati inclusi in uno dei
seguenti gruppi di studio in base allo stato di salute dei loro impianti dentali: a) Stato di
salute (pazienti con almeno un impianto sano ma senza impianti con mucosite o peri -
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implantite), b) Mucosite (pazienti con almeno un impianto con mucosite ma senza
impianti con peri-implantite), c) Peri-implantite (Pazienti con almeno un impianto con
peri-implantite).

La selezione e l'inclusione dei pazienti in uno dei gruppi si & basata sulla valutazione
radiografica del livello dell'osso marginale, segni clinici di infiammazione e/o presenza
di suppurazione secondo i criteri delineati dal Consensus Report sulle malattie peri-
implantari (25).

Raccolta dati e esame clinico
Sei parodontologi esperti e calibrati hanno esaminato tutti i pazienti.

Sono stati registrati i parametri demografici di genere ed eta e una anamnesi medica e
dentale completa, seguita da un esame clinico parodontale e implantare di tutta la
bocca.

L'anamnesi medica comprendeva informazioni su abitudine al fumo, diabete, malattie
autoimmuni o altre malattie, consumo di alcol, farmaci assunti, mentre l'anamnesi
dentale comprendeva informazioni sul numero di impianti, numero di denti residui,
storia di parodontite, stato parodontale attuale, peri-implantite pregressa, frequenza di
igiene orale domiciliare, ore dall'ultimo spazzolamento, uso di clorexidina. Parametri
clinici inclusi sito di prelievo, diagnosi dell’eta dell'impianto (tempo dall'installazione),
sistema implantare utilizzato, tipo di riabilitazione, tipo di ritenzione (avvitata,
cementata, conometrica), perdita ossea radiografica, ampiezza mucosa cheratinizzata
(KM), indice di placca (PI), sanguinamento al sondaggio (BOP), profondita di sondaggio
(PPD) e suppurazione (SUP). Gli ultimi quattro parametri sono stati misurati nei siti
buccali, mesiali, linguali e distali di ciascun impianto e dente selezionato. PI, BOP e SUP
sono stati registrati su una scala binaria (presenza / assenza) per ogni superficie e il
PPD e stato misurato al millimetro piu vicino sulla scala.

Raccolta dei campioni, estrazione del DNA e sequenziamento shotgun con Illumina

I campioni microbiologici sono stati prelevati in modo completamente non invasivo
utilizzando un protocollo basato su quello validato e adottato nel corso dello Human
Microbiome Project (HMP) (22). I campioni sono stati raccolti con repliche tecniche (2
campioni/ogni sito) da un singolo impianto e dal dente/impianto controlaterale sano
(se presente, un impianto sano e stato preferito come sito sano controlaterale) per
ciascun paziente in ciascun gruppo di studio.

[ campioni sono stati raccolti al baseline (T0), dopo 1 mese (T1) e dopo 7 mesi (T2). Il
prelievo T1 e stato eseguito esclusivamente nei gruppi Mucosite e Peri-implantite per
valutare l'effetto del trattamento sul microbioma peri-implantare dopo 1 mese oltre che
dopo 7 mesi.

[ siti selezionati sono stati isolati usando rulli di cotone per prevenire la contaminazione
con la saliva e delicatamente asciugati, e la placca sopragengivale e stata rimossa
usando pellets di cotone sterili. | campioni di placca subgengivali sono stati prelevati dal
sito di sondaggio piu profondo con singole curettes di Gracey sterili e posizionati
immediatamente in provette Eppendorf da 1,5 mL contenenti soluzione buffer SCF-1
sterile (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA, pH 8,0; 0,5% Tween-20) e congelate a -80
° C per analisi successive.

I DNA genomico totale € stato isolato utilizzando il kit QIAamp DNA Mini (Qiagen,
Hilden, Germania) con un'ulteriore fase di distruzione meccanica per la lisi completa
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delle specie gram-positive e gram-negative. Il DNA isolato e stato conservato a -20 ° C.
Ciascun metagenoma e stato quantificato e in caso di materiale sufficiente (> 1 ng) sono
state preparate le librerie attraverso il kit DNA Nextera-XT (Illumina Inc, San Diego,
USA) seguendo il protocollo del produttore. Le librerie sono state sequenziate (2x 100
bp) sulla piattaforma Illumina HiSeq-2000.

Sequenze, controllo qualita e sottocampionamento

I metagenomi grezzi generati sono stati elaborati con FastqMcf (26) tagliando le
posizioni con qualita <15, rimuovendo letture di bassa qualita (qualita media <25) e
scartando read piu brevi di 90 nt. DNA umano e batteriofago phiX174 (Illumina spike-
in) sono stati quindi rimossi usando BowTie2 (27) per mappare le read contro genomi
di riferimento.

Profili tassonomici e funzionali

[ campioni metagenomici sono stati tassonomicamente caratterizzati utilizzando
MetaPhlAn 2 (28, 29) con impostazioni parametriche predefinite. MetaPhlAn € uno
strumento che mappa le shotgun read rispetto a un database di marcatori specifici di
specie ed e in grado di produrre una risoluzione a livello di specie e le abbondanze
relative di ogni specie in un campione.

Per il profilo funzionale dei metagenomi e stato usato HUMAnN (30) (con impostazioni
parametriche di default), che € basato su pathways e moduli KEGG. (31)

Analisi della diversita

Per garantire l'equita del confronto, la diversita alfa e beta sono stata calcolata su
campioni spaiati a 50k read (dopo la rimozione del DNA umano) ciascuno. La ricchezza
totale delle specie per ciascun campione e stata calcolata come il numero totale di
specie identificate usando MetaPhlAn 2. Sono state calcolate la diversita tra metagenomi
dello stesso individuo (diversita intra-beta) e tra individui (diversita inter-beta) usando
la matrice di distanza Bray-Curtis. (33)

Analisi machine-learning

Classificazione random forest. E stata valutata la forza di predizione dei dati
metagenomici nel collegare il microbioma peri-implantare allo stato di salute o di
malattia. Questo compito e stato valutato attraverso un approccio classificativo di
apprendimento automatico Random Forest (34) in cui sono state usate I'abbondanza
delle specie o le caratteristiche funzionali per discriminare tra campioni sani e malati.
(35)

L'intera analisi e stata condotta attraverso un approccio di cross-validation. In
particolare, l'accuratezza della predizione & stata valutata mediante validazione
incrociata 10 volte, ripetuta e calcolata su 20 esecuzioni indipendenti. Le prestazioni di
classificazione sono state valutate in termini di AUC statistica.

Il framework del software utilizzato per questi esperimenti e disponibile online
all'indirizzo http://segatalab.cibio.unitn.it/tools/metaml. (35)
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Risultati
Coorte e caratteristiche cliniche dei pazienti

108 pazienti (55 maschi, 53 femmine, eta media 61.9 * 9.8 anni) che hanno contribuito
con un impianto e un dente controlaterale (due impianti se anche il sito controlaterale

sano era un impianto) per paziente sono stati arruolati per questo studio tra Marzo
2016 e Ottobre 2017.

Di seguito verranno presentati i risultati preliminari, provvisori ed ongoing relativi al
TO, mentre i dati longitudinali relativi al T1 e al T2 sono ancora in fase di raccolta, di
sequenziamento metagenomico o di elaborazione computazionale.

L'analisi delle caratteristiche demografiche e dei parametri clinici della popolazione
campionata ha mostrato che i gruppi di studio che comprendevano soggetti con un
impianto sano (H, N = 47), un impianto con mucosite (M, N = 29) e un impianto con peri-
implantite (P, N = 32) sono stati confrontati per eta, sesso, sito implantare, tipo di
impianto, eta dell'impianto, tipo di restauro e tipo di ritenzione e non sono emerse
differenze significative tra questi tre gruppi (p>0,05). I pazienti con storia di
parodontite comprendevano il 38,9 % del campione, i fumatori il 20,4%, ed i pazienti
diabetici il 7,4%; anche per queste tre caratteristiche i gruppi di studio risultavano
omogenei tra loro (p>0,05).

Quando i parametri clinici sono stati considerati a livello di impianto, PPD, PI, BOP e la
perdita di tessuto osseo era significativamente piu alta nella peri-implantite rispetto al
gruppo di salute perimplantare (p<0,05). Differenze significative tra i gruppi sono state
osservate per i parametri clinici che li hanno definiti (p <0,0001).

Campioni microbiologici

In seguito alle varie fasi di estrazione del DNA, preparazione delle librerie,
sequenziamento genomico, analisi primaria, analisi secondaria e validazione, un totale
di 111 campioni microbiologici sono risultati idonei ad essere sottoposti ad analisi
computazionale per lo studio delle caratteristiche del microbioma.

Il pool e risultato costituito da 25 campioni da impianti sani, 16 campioni da impianti
con mucosite, 22 campioni da impianti con peri-implantite, 48 campioni da elementi
(denti/impianti) sani controlaterali.

Risultati generali - Heatmap (Fig. 2)

Nella heatmap, dove all'aumentare dell’intensita di colore corrisponde un maggiore
abbondanza relativa delle specie microbiche, sono rappresentati sull’asse delle X i 111
campioni microbiologici mentre sull’asse delle Y le 50 specie batteriche piu abbondanti.

L’analisi computazionale dei 111 campioni microbiologici ha individuato in totale la
presenza di 325 specie batteriche, con una media di 51 specie batteriche per ogni
campione.

Nessuna specie microbica e risultata presente contemporaneamente in tutti i campioni,
sottolineando come ogni campione possieda una propria composizione altamente
individuale e specifica in termini di microbioma.
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Un forte tratto del microbioma nei siti con peri-implantite (Fig. 3)

In questo grafico di ordinamento gli assi X e Y consentono una distribuzione spaziale dei
campioni microbiologici e ogni punto rappresenta un campione diverso. La distanza tra
i campioni non riflette alcuna misura biologica ed € il piu proporzionale possibile
rispetto alla reale distanza tra i campioni sulla base del loro microbioma. In questo
modo e possibile osservare quali campioni tendono a clusterizzare insieme, colorarli
sulla base della loro condizione e osservare la presenza di schemi macroscopici evidenti.

In questo grafico e stato scelto il colore verde per i campioni sani, il colore rosso per i
campioni di mucosite e il blu per i campioni di peri-implantite.

In primo luogo, il grafico mostra chiaramente come i campioni di peri-implantite, sulla
sinistra, possono essere riconosciuti distintamente dai campioni sani, sulla destra, e
questo denota come il nucleo del microbioma dei campioni di peri-implantite sia
nettamente diverso da quello di campioni sani. In secondo luogo, ma non meno
importante, vi &€ una chiara tendenza dei campioni di peri-implantite a clusterizzate
insieme e questa e un'indicazione di come i campioni di peri-implantite siano
significativamente piu simili tra loro rispetto ai campioni sani.

Da questo grafico & quindi chiaro che un tratto distintivo del microbioma & molto piu
evidente negli impianti con peri-implantite rispetto agli impianti in stato di salute.

La mucosite mostra un tratto microbico intermedio tra peri-implantite e stato di salute
(Fig. 4)

In questo grafico di ordinamento deve essere focalizzata I'attenzione sui campioni
microbiologici prelevati da siti implantari con mucosite. Tali campioni, in rosso, sono
ben distribuiti tra campioni di peri-implantite e campioni sani, con una maggiore
tendenza verso i campioni di peri-implantite. Cio significa che la mucosite mostra un
tratto microbico intermedio e non definito tra peri-implantite e stato di salute, cioe in
alcuni pazienti la composizione del microbioma associato alla mucosite e piu simile a un
microbioma sano mentre in altri pazienti, la maggior parte, e piu simile al microbioma
associato alla peri-implantite.

Questa osservazione € molto importante in quanto sottolinea che ci sono probabilmente
diversi livelli di gravita della mucosite, ma questa osservazione potra essere confermata
solo con i dati longitudinali attualmente in fase di elaborazione. Alcuni casi, vedi quelli
con un microbioma piu simile alla peri-implantite, potrebbero essere probabilmente piu
difficili da trattare e potrebbero avere un maggiore rischio di evoluzione in peri-
implantite mentre quelli con un microbioma piu sano potrebbero essere mucositi piu
lievi. In tale contesto, tuttavia, si dovra indagare se la mucosite con un microbioma piu
simile allo stato di salute sia dovuta al fatto che la mucosite si trovi in uno stato iniziale
o in realta abbia effettivamente un'aggressivita inferiore.

A prescindere da cio, va sottolineato, tuttavia, I'importanza che I'analisi del microbioma
associato alla mucosite potrebbe avere al fine di comprendere I'effettivo stato della
malattia e il rischio individuale di sviluppare peri-implantite.

Il microbioma della peri-implantite é sito specifico (Fig. 5)

Questo grafico di ordinamento mostra campioni microbiologici prelevati da un dente
controlaterale sano (o impianto sano) nella bocca di pazienti con un impianto/i sani,
colore verde, con almeno un impianto con mucosite, colore rosso, e con almeno
impianto con peri-implantite, colore blu.
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Dalla distribuzione e chiaro come i campioni controlaterali sani appartenenti ai tre
diversi gruppi siano diffusi e ben distribuiti e non presentino differenze sostanziali tra
loro in termini di composizione del microbioma. Inoltre, la distribuzione sembra molto
simile a quella dei campioni microbiologici prelevati da impianti test sani. Campioni
controlaterali sani hanno naturalmente una loro composizione microbica propria ma
non € presente né un marcato tratto microbico né alcun tipo di clusterizzazione.

Questa informazione ¢ di fondamentale importanza perché permette di dedurre come il
microbioma associato alla peri-implantite sia sito-specifico. Nel dettaglio, si dimostra
come il microbioma di siti sani, sia in pazienti sani che in pazienti con peri-implantite,
sia sovrapponibile e quindi come il microbioma della peri-implantite dipenda dal
singolo sito implantare e non sia legato alla bocca del paziente. Di conseguenza, appare
come sia molto probabile che la previsione della peri-implantite non possa essere
effettuata a priori in pazienti implantari sani in base alla composizione del loro
microbioma dentale generale, ma solo attraverso la valutazione di possibili
cambiamenti nella composizione del microbioma peri-implantare locale.

Alte capacita predittive di un sistema di apprendimento automatico (Fig. 6)

E’ stata valutata la capacita di un sistema di apprendimento automatico (Machine
learning) attraverso l'algoritmo statistico random forest di decifrare lo stato di salute o
di malattia di un campione sulla base della composizione del microbioma peri-
implantare.

E emerso come la peri-implantite possa essere essere predetta quasi perfettamente
rispetto allo stato di salute (Auc 0.92) in base alla composizione microbica,
confermando il tratto altamente distintivo del microbioma della peri-implantitite.

Il sistema di apprendimento automatico ha confermato come la mucosite rappresenti
una condizione intermedia, essendo essa piu difficilmente predicibile rispetto allo stato
di salute (Auc 0.81) ed ancora di piu rispetto alla peri-implantite (Auc 0.75).

Diverse specie microbiche caratterizzano ogni condizione clinica

Il tool LEFSE ha permesso di valutare in termine di presenza e di abbondanza le specie
microbiche maggiormente differenziali tra le diverse condizioni cliniche (Peri-
implantite vs Mucosite, Peri-implantite vs Sano, Mucosite vs Sano) e valutato la
dimensione dell’effetto (Effect size) di tale differenza attraverso la Linear discriminant
analysis (LDA).

E emerso come Porphyromonas Gingivalis, Tannerella Forsythia, Porphyromonas
Endodontalis, Prevotella Intermedia e Fretibacterium Fastidiosum siano le specie
microbiche maggiormente differenzianti il microbioma della peri-implantite rispetto sia
allo stato di salute che alla mucosite.

E emerso invece come le specie microbiche differenzianti la mucosite rispetto allo stato
di salute (Fusobacterium Nucleatum, Eubacterium brachy, Parvimonas unclassified,
Haemophilus parainfluenzae, Treponema denticola) ed alla peri-implantite (Prevotella
Oris, Prevotella Nigrescens, Veilonella parvula, Selenomonas noxia, Neisseria unclussified)
non siano univoche, ma ben diverse tra loro con nessuna specie in comune,
sottolineando ancora una volta come il microbioma associato alla mucosite abbia un
tratto intermedio significativamente meno distintivo di quello della peri-implantite e
dello stato di salute.
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Conclusioni

La caratterizzazione del microbioma sottomucoso peri-implantare attraverso tecniche
di sequenziamento metagenomico ad alta risoluzione di tipo shotgun si rileva come un
potente predittore di malattia suggerendo possibili approcci diagnostici e terapeutici
basati sull’analisi dei tratti microbici.

[ dati hanno mostrato chiaramente come il microbioma della peri-implantite sia sito-
specifico e non paziente-specifico, caratterizzato da un marcato tratto microbico
distintivo e predittivo di patologia.

La mucosite, oltre che clinicamente, anche dal punto di vista microbico rappresenta una
condizione intermedia, in alcuni casi piu simile allo stato di salute e in altri alla peri-
implantite lasciando presupporre l'esistenza di mucositi con severita e risposta al
trattamento differente.

E risultata evidente l'impossibilitd di individuare antecedentemente alla terapia
implantare pazienti a maggior rischio di sviluppare peri-implantite sulla base del loro
microbioma dentale/implantare sano, in quanto anche nella bocca di pazienti che
sviluppano patologia il microbioma sano non manifesta alterazioni evidenti.

Il microbioma specifico della peri-implantite sembra essere caratterizzato da specie
batteriche ulteriori e diverse rispetto a quelle dei complessi microbici di Socransky
tradizionalmente associati alla eziologia delle malattia parodontale. Pur rimanendo
evidente il legame con due delle tre specie del Red complex quali Porphyromonas
Gingivalis e Tannerella Forsythia, e chiara una forte associazione della peri-implantite
rispetto alla parodontite con  “nuove specie” batteriche quali Porphyromonas
Endodontalis e Fretibacterium Fastidiosum.
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Figura 1. Workflow del sequenziamento metagenomico di tipo Shotgun
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Figura 2. Heatmap in cui vengono riportati sull’asse delle X i 111 campioni microbiologici mentre
sulla delle Y le 50 specie batteriche relativamente pit abbondanti
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Multidimensional Scaling
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Figura 3. Grafico di ordinamento con campioni sani (colore verde) e campioni di peri-implantite
(colore blu)
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Figura 4. Grafico di ordinamento con campioni sani (colore verde), campioni di mucosite (colore
rosso) campioni di peri-implantite (colore blu)
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Multidimensional Scaling
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implantite
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Figura 6. Capacita di predizione di un sistema di apprendimento automatico (Machine learning)



