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GLOSARIO
- Preescolar: Nifio con edad comprendida entre 2 y 5 afos.
- Microbiota: Coleccion completa de microorganismos (bacterias, hongos,
virus, etc.) que existen de modo natural en el interior de un nicho ecologico
particular como un organismo y otros.
- Microbioma: Hace referencia a todo el material genético encontrado en un
microorganismo individual, como bacterias, hongos o virus.
- Taxon: Clasificacion biologica presenta subdivisiones, y cada una de estas
corresponde a un taxon.
- Taxonomia: En biologia comprende al ordenamiento con jerarquia Yy
sistematizada, con sus nominaciones, tanto en animales y vegetales.
- Placa dental: Fina pelicula que se deposita y adhiere sobre los dientes. Esta
compuesta por mucinas segregadas por las glandulas salivares, y por
microorganismaos.
- Ciclo umbral (Ct): Refiere al umbral de ciclo en la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR).
- Indicador antropométrico: Medida cuantitativa que se utiliza para evaluar el
tamario, la forma y la composicion del cuerpo humano.
- Diagrama aciclico dirigido (en siglas DAG): Se consideran conjuntos de flechas
que caracterizan las asociaciones causales entre exposiciones y resultados y
también especifican las relaciones entre otras variables que influyen en la

exposicion o el resultado.



- Tampon: Solucion que permite mantener condiciones fisiologicas y
proporcionar un entorno estable para las células y tejidos durante diversos
procedimientos experimentales.

- Edéntulo: Ausencia de dientes en una porcién de la mandibula y/o del maxilar.

- indice ceo-d: El indice se calcula sumando el nimero de dientes deciduos
afectados en cada categoria (caries, extraidos y obturados) y dividiendo ese
total entre el nimero de individuos evaluados, a menudo ponderado por el
numero de dientes primarios presentes en cada nifio.

- Kronagrama: utilizado para representar/mostrar que, cuando estan presentes en
concentraciones suficientemente altas, las especies pueden ensamblarse
parcial o completamente en el genoma utilizando un proceso de analisis
estdndar y proporciona un desglose del nimero de lecturas ensambladas

generadas para esa muestra.

Kraken: es un sistema para asignar etiquetas taxondémicas a secuencias cortas

de ADN, generalmente obtenidas a través de estudios metagenémicos.

Krona: graficos de pie de gran zoom y multicapa que permite explorar datos

jerarquicos.

Kronatools: herramientas bioinformaticas y formatos de datos crudos, que .se

puede utilizar para crear graficos Krona a partir de varias.

Bacteridfago: o fagos, son virus que infectan y replican dentro de la bacteria.



ABREVIATURAS
CIT: Caries de Infancia Temprana
IC: Intervalo de confianza
RP: Razdn de prevalencia
DAG: Directed Acyclic Graph, en espafiol: Gréafico aciclico dirigido.
PBS: Phosphate buffer saline, en espafiol: Solucion salina tamponada con
fosfato.
IMC: indice de masa corporal
Ct: Threshold cycle, en espafiol: ciclo umbral.
ICDAS: Sistema internacional de deteccion y valoracion de caries dental.
SIDISI: Sistema Descentralizado de Informacién y Seguimiento a la
Investigacion.
gPCR: quantitative polymerase chain reaction, en espafol reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real.
LDA: Linear Discriminant Analysis, en espafiol: Analisis lineal discriminante.
BHI: Brain Heart Infusion; en espafiol Infusion Cerebro Corazén, es un medio

de cultivo en agar o caldo.



RESUMEN

La caries de infancia temprana (CIT) es uno de los problemas bucales mas
frecuentes en los nifios a nivel mundial, en donde diversos factores estarian
asociados a su desarrollo. Asi tenemos que, el estado nutricional alterado en un
individuo desde edades tempranas afectaria la condicion de la cavidad bucal.
Asimismo, el desequilibrio de los microorganismos orales juega un rol importante
en este problema bucal. Sin embargo, existen bacterias propias de la cavidad bucal
que resultan ser beneficiosas y actuarian contra la caries dental, como el
Streptococcus dentisani. El objetivo de este estudio fue determinar el estado
nutricional y factores microbioldgicos orales asociados con la CIT en nifios
preescolares que residen en el distrito de Villa El Salvador. Los estudios fueron
realizados en nifios que provenian de un estudio de cohorte de nacimiento previa,
de los que se contaba con evaluaciones antropomeétricas hasta los 2 primeros afios
de vida. En el presente estudio, los nifios fueron sometidos a una evaluacion
intrabucal, y a una colecta de muestras bioldgicas (placa dental y saliva), y las
madres/cuidadores respondieron cuestionarios sobre factores sociodemograficos,
salud bucal y dieta. Adicionalmente, se realizd un analisis exploratorio del
microbioma oral en un grupo reducido de participantes con y sin caries de la
infancia temprana.

Investigacion 1: El objetivo fue evaluar la asociacion entre las CIT y el estado
nutricional previo y actual. Participaron 204 nifios, y debido a la pandemia, fue
ejecutado en 2 periodos: 1°Periodo: Febrero-Marzo 2020 y 2° Periodo: Agosto
2021. Se realizaron evaluaciones bucales a los nifios y se registraron datos

sociodemograficos, de habitos bucales, dieta cariogénica y datos antropometricos



en ese momento del estudio y asi como de los datos registrados al afio y dos afios
(tomados de los datos almacenados del estudio de cohorte previo). En este estudio
se encontré que la prevalencia de CIT en el 1°periodo fue de 77.7% y en el 2°
periodo de 71.1%; con una prevalencia total de 75%. En relacién con la asociacion
con los indicadores antropométricos al afio y dos afos, tanto la talla para la edad y
el puntaje z de IMC para la edad no fueron estadisticamente significativas (p>0.05).
Sin embargo; en el andlisis a la edad de la evaluacién bucal, se encontré que, por
cada aumento de una unidad del IMC para la edad, la prevalencia de CIT en nifios
disminuy6 en un 7% (IC 95%; 1%, 12%) ajustado por edad del cuidador, ingreso
familiar mensual, puntuacion de indice de probabilidad y pobreza, frecuencia de
cepillado dental, supervision de cepillado dental, motivo de la primera visita al
odontologo, consumo de golosinas y nivel de higiene bucal (p=0.049). Talla para
la edad no fue significativo a la edad actual (p>0.05). La prevalencia de CIT en
nifios con higiene bucal deficiente fue 3.72 veces la prevalencia de CIT en nifios
con buena higiene bucal (1C 95%; de 2.03, 6.81); a su vez la prevalencia de CIT en
nifios que consumen golosina mas de dos veces al dia fue 1.19 veces que los que no
consumian golosinas, (IC 95%:1.01 a 1.40).

Investigacion 2: El objetivo fue evaluar la asociacion de Streptococcus dentisani
con la CIT en muestras de placa dental; adicionalmente, la relacion entre el
Streptococcus dentisani y el Streptococcus mutans en muestras de placa dental y
saliva. La poblacion de estudio fue la misma de la Investigacion 1. Se realizo la
extraccion de ADN a partir de las muestras colectadas, para luego ser sometidas a
la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR). Los

resultados mostraron que los nifios con CIT presentaron menores concentraciones



de Streptococcus dentisani, pero mayores concentraciones de Streptococcus mutans
(p<0.05). Ademaés, se observd que el promedio de la concentracion de
Streptococcus dentisani fue 0.52 UFC/ng de ADN menor en nifios con CIT, (Cl al
95%; -1.00, -0.03) ajustado por frecuencia de cepillado dental, uso de pasta con
fldor, consumo de golosinas al dia, consumo de carbohidratos fermentables entre
comidas, pH salival, nivel de higiene bucal. Ademas, se identifico que el promedio
de concentracidn de Streptococcus dentisani fue de 0.65 UFC/ml de ADN menor
en nifios que consumian golosinas una o dos veces al dia en comparacién con
aquellos que no los consumian, IC 95%; -1.13, -0.16).

Investigacion 3: Este fue un estudio exploratorio que tuvo como objetivo
caracterizar el microbioma oral en 9 nifios con CIT y 9 nifios sin CIT, en muestras
de saliva de nifios recolectadas en el estudio 1. Se extrajo el ADN de las muestras
para ser secuenciadas en SeqCenter, LLC, segun la técnica metagenémica Shotgun.
Se realiz6 un andlisis bioinformético, usando RStudio v.4.3. Las especies
encontradas variaron entre los grupos con y sin CIT: en los nifios sin CIT, se destaco
la presencia de Streptococcus phage sp SL1, mientras que en los nifios con CIT
predomind la especie Leptotrichia sp oral taxon 847. Ademas, ambos grupos
mostraron tres especies con alta abundancia relativa: Streptococcus mitis, Neisseria
sicca y Veillonella parvula.

Conclusiones: No encontramos asociacion entre el estado nutricional previo (1y 2
afios) con la CIT evaluada en nifios de 3-5 afios. Sin embargo, encontramos una
asociacion inversa entre el indice de masa corporal para la edad y la CIT en nifios
de 3 a 5 afios. Por otro lado, confirmamos que concentraciones mayores de

Streptococcus dentisani se presentan en nifios sin CIT, sugiriendo ser una bacteria



beneficiosa. Finalmente, se observaron diferencias en el microbioma oral entre los
nifios que tenian y no caries de la infancia temprana.

Palabras claves: Nifios, Nutricion, Streptococcus, Caries dental, Microbioma oral.



ABSTRACT

Early childhood caries (ECC) is one of the most frequent oral problems in children
worldwide, where several factors are associated with its development. Thus, the
altered nutritional status of an individual from an early age would affect the
condition of the oral cavity. Likewise, the imbalance of oral microorganisms plays
an important role in this oral problem. However, there are beneficial oral bacteria,
such as Streptococcus dentisani, which are found in the oral cavity and act against
dental caries. The aim of this study was to determine whether nutritional status and
oral microbiological factors influence dental caries in preschool children residing
in the district of Villa El Salvador. The studies were conducted in children from a
previous birth cohort study for whom anthropometric assessments were available
up to 2 years of age. In the present study, children underwent intraoral assessment,
and collection of biological samples (dental plaque and saliva), and
mothers/caregivers completed questionnaires on socio-demographic factors, oral
health and diet. In addition, an exploratory analysis of the oral microbiome was
conducted in a small group of participants with and without early childhood caries.
Research 1. The objective was to assess the association between ECC and previous
and current nutritional status. A total of 204 children participated, and due to the
pandemic, it was executed in 2 periods: 1st period: February-March 2020 and 2nd
period: August 2021. Oral assessments were performed on the children and socio-
demographic, oral habits, cariogenic diet and anthropometric data were recorded at
the time of the study as well as data recorded at one year and two years (taken from
the data stored from the previous cohort study). In this study the prevalence of ECC

in the 1st period was found to be 77.7% and in the 2nd period 71.1%; with a total



prevalence of 75%. In relation to the association with anthropometric indicators at
one and two years, both height-for-age and BMI-for-age z-score were not
statistically significant (p>0.05). However, in the analysis at age of oral assessment,
it was found that for every one unit increase in BMI-for-age, the prevalence of ECC
in children decreased by 7% (95% CI; 1%, 12%) adjusted for caregiver age,
monthly household income, Likelihood and Poverty Index score, frequency of
toothbrushing, supervision of toothbrushing, reason for first dental visit,
consumption of sweets and level of oral hygiene (p=0.049). Height-for-age was not
significant at current age (p>0.05). The prevalence of ECC in children with poor
oral hygiene was 3.72 times the prevalence of ECC in children with good oral
hygiene (95% CI: 2.03, 6.81); the prevalence of ECC in children who consumed
sweets more than twice a day was 1.19 times that of children who did not consume
sweets, (95% CI: 1.01 to 1.40).

Research 2. The objective was to evaluate the association of Streptococcus
dentisani with ECC in dental plague and saliva samples; additionally, the
relationship between Streptococcus dentisani and Streptococcus mutans. The study
population was the same as in Investigation 1. DNA extraction was performed from
the collected samples, which were then subjected to real-time polymerase chain
reaction (gQPCR). The results showed that children with ECC had lower
concentrations of Streptococcus dentisani, but higher concentrations of
Streptococcus mutans (p<0.05). In addition, it was observed that the mean
Streptococcus dentisani concentration was 0.52 CFU/ng DNA lower in children
with ECC, (95% CI; -1.00, -0.03) adjusted for frequency of toothbrushing, use of

fluoride toothpaste, daily sweets intake, fermentable carbohydrate intake between



meals, salivary pH, level of oral hygiene. In addition, it was identified that the
average Streptococcus dentisani concentration was 0.65 CFU/mI DNA lower in
children who consumed sweets once or twice a day compared to those who did not,
95% ClI: -1.13, -0.16).

Research 3: This was an exploratory study that aimed to characterise the oral
microbiome in 9 children with ECC and 9 children without ECC, in saliva samples
from children collected in study 1. DNA was extracted from the samples to be
sequenced in SeqCenter, LLC, according to the Shotgun metagenomic technique.
Bioinformatic analysis was performed, using RStudio v.4.3. The species found
varied between the groups with and without ECC: in children without ECC, the
presence of Streptococcus phage sp SL1 stood out, while in children with ECC the
species Leptotrichia sp oral taxon 847 predominated. In addition, both groups
showed three species with high relative abundance: Streptococcus mitis, Neisseria
sicca and Veillonella parvula.

Conclusions: We found no association between previous nutritional status (1 and 2
years) with assessed ECC in children aged 3-5 years. However, we found an inverse
association between body mass index for age, and ECC in children aged 3-5 years,
adjusted for caregiver age, monthly household income, Likelihood and Poverty
Index score, frequency of toothbrushing, supervision of toothbrushing, reason for
first visit to the dentist, consumption of sweets and level of oral hygiene. On the
other hand, we confirmed that higher concentrations of Streptococcus dentisani are
present in children without ECC, suggesting that it is a beneficial bacterium.
Finally, differences in the oral microbiome were observed between children with

and without ECC.



keywords: Children, Nutrition, Streptococcus, Dental caries, Oral Microbiome.



INTRODUCCION GENERAL

Los nifios pueden sufrir diversas enfermedades que afectan su estado general y
repercuten en su salud bucal. Una de las enfermedades bucales mas frecuentes es la
caries de infancia temprana (CIT), la cual esta asociada a diversos factores. Entre
ellos, un estado nutricional alterado puede contribuir al desarrollo de la CIT.
Ademas, los microorganismos orales desempefian un papel importante en la CIT.
A continuacion, se profundizara en la CIT, asi como en estos dos factores y su

posible asociacidn con esta enfermedad.

Caries de la Infancia Temprana (CIT)

Determinado como la existencia de una 0 mas estructuras cariadas (no cavitadas
0 cavitadas), que estén ausentes y obturados (por caries), en algun diente deciduo
de un nifio de menos de 6 afios (1-3). Estos mantienen el lugar para los dientes
permanentes y son importantes para la comodidad del nifio, pues las lesiones de
caries pueden provocar dolor permanente, infecciones y otras enfermedades(1,3).
A pesar de ser prevenible, a nivel mundial mas de 600 millones de nifios presentan
lesiones cariosas, y en un gran numero de ellos, estas lesiones aln se encuentran
sin tratar(1,4). Asi, estas condiciones bucales causan una gran repercusion
negativa en la calidad de vida de los nifios y sus familias, y por ende, a la sociedad
(4,5).

El panel de expertos de la Cumbre Mundial de Bangkok sobre CIT resumio la
informacién obtenida de 72 estudios a nivel mundial entre 1998 y 2018, que
evaluaron la prevalencia de caries en nifios preescolares(1,2). Estos 72 informes

concluyeron que el promedio de la prevalencia de caries en nifios de 1 afio de edad



fue de 17%, y que esta aumentaba considerablemente hasta un 36% en nifios de 2
afios de edad(1,4). Ademas, también se reportd que los promedios de las
prevalencias de caries en nifios de 3, 4 y 5 afios fueron del 43%, 55% y 63%,
respectivamente (2,5). Sin embargo, estos informes también han resaltado que los
diferentes criterios utilizados para identificar lesiones de caries dental, los diversos
métodos de examen Y la falta de calibracion de los examinadores pueden tornar
imprecisos estos valores.

Diversos estudios han reportado que la CIT es muy prevalente, sin embargo,
también presenta una mayor prevalencia de lesiones cariosas sin tratar, es decir
sin tratamiento, principalmente en nifios con tres afios de edad a menos (2,5).

El tratamiento sobre CIT severa suele implicar tratamientos restauradores
invasivos, exodoncia de dientes primarios, la conservacion del espacio y, en donde
los nifios demuestren poca o ninguna colaboracidén para la ejecucion de los
tratamientos odontoldgicos, estos deberan ser realizados bajo sedacion o anestesia
general que significan costos considerables (2,5). Asimismo, las repercusiones de
la CIT también incorporan un superior riesgo de nuevas lesiones cariosas, dolor
agudo y crénico(1,4), internamiento y/o asistencia a emergencia, retrasos en el
crecimiento y desarrollo, y reduccion de la calidad de vida (1-3).

Por lo mencionado, la CIT es considerada una enfermedad asociada a multiples
factores. A continuacion, se desarrolla dos de los posibles factores relevantes que

se encontrarian asociados a la CIT.



1. Estado nutricional.

El estado nutricional se refiere al estado del cuerpo en relacion con el consumo y
la utilizacion de nutrientes. Este depende de diversos factores tales como los
genéticos, bioldgicos, culturales, psico-socioecondémicos y ambientales (6-8).

En el 2021, La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimo que alrededor de
52,000 0000 de nifios menores de cinco afios padecen emaciacién, 17,000 000
evidencia emaciacion severa, y 155 000 000 padecen retardo del crecimiento, e
incluso 41,000 000 evidenciaron sobrepeso/obesidad(9). La desnutricion es
particularmente preocupante a corto plazo, ya que esta asociada con el 45 % de
las muertes entre los nifios menores de 5 afios (10,11).

En el 2023, el 11.5% la poblacion peruana menor de cinco afios de edad padecio
de desnutricion cronica, segun el Patron de la OMS, e informaciones brindadas
por el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI) (12). Los datos
revelaron que en la zona urbana la desnutricion cronica fue de 8.1% y en el area
rural fue de 20.3%. Ademas, con respecto al sobrepeso y obesidad se present6 en
un 9.1% en nifios menores de 5 afios(12). ElI Ministerio de Salud del Perd
(MINSA) categorizo la valoracién nutricional antropométrica segun el indicador

y rango etario(13), se puede apreciar en la tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion de indicadores antropométricos en nifios menores de

11 afios.

Indicador Antropométrico

<5 afios y 29 dias

De 5 afios 1 mes a 11 afos

Talla para la Edad

Talla baja severa <-3DE <-3DE
Desnutricion cronica <-2DE al -3DE <-2DE al -3DE
Normal 2DE al -2DE 2DE al -2DE
Talla alta >2DE >2DE
Peso para la Talla

Bajo peso severo <-3DE

Desnutricidén aguda <-2DE al -3DE

Normal 2DE al -2DE

Sobrepeso >2DE

Obesidad >3DE

Peso para la Edad

Bajo peso severo <-3DE

Bajo peso <-2DE al -3DE

Normal 2DE al -2DE

Sobrepeso >2DE

IMC para la Edad

Delgadez severa <-3DE
Delgadez <-2DE al -3DE
Normal 1DE al -2DE
Sobrepeso >1DE al 2DE
Obesidad >2DE

Fuente: Ministerio de Salud. Guia técnica para la valoracidn nutricional antropomeétrica de la nifia y el nifio de 0 a1l afios.
Per(.2024.

a. Estado nutricional y Caries dental.

La CIT es una enfermedad con multiples factores que repercute en el factor
nutricional (6,7). Asi, un buen estado nutricional en una persona resulta en un
balance de los nutrientes y las necesidades que tiene el individuo, los cuales
ingresan, se absorben y se metabolizan en el organismo (7). Estas condiciones
resultan en una adecuada ingestion de alimentos durante la infancia, que es 6ptima
para el crecimiento; pues existe un alto riesgo de mala nutricién en esta etapa de
la vida (7,8).

Cuando el estado nutricional se ve afectado durante la infancia también puede

repercutir negativamente en la salud bucal, pues puede comprometer la funcion de



las glandulas salivales (6,7), disminuyendo la reduccién del flujo salival (6,8).
Esta disminucion limitard la limpieza de los azucares en saliva, facilitando el
desarrollo de caries dental. Ademas, la exposicion frecuente al aztcar lleva a una
generacion continua de &cido y a la desmineralizacion consecuente de la superficie
dental, originando lesiones cariosas (1). Asimismo, el estado nutricional puede
afectar el desarrollo y el tiempo de erupcion de los dientes, exacerbando las
enfermedades infecciosas bucales (14); y también afectar el desarrollo de las
estructuras 6seas de los maxilares (15,16).

Los resultados de revisiones sistematicas que han evaluado la asociacién entre el
estado nutricional (en términos de malnutricion, desnutricion, bajo talla para la
edad, bajo peso para la talla, IMC, obesidad y sobrepeso) y la caries dental son
contradictorios, pues han reportado una asociacion positiva, negativa, inversay no
concluyente entre ambas (17-19). Debido a las condiciones y las limitaciones de
dichos estudios, se sugiere la necesidad de refinar el control de las variables
confusoras tales como dieta, ingreso econémico familiar y otros, asi como unificar
criterios de categorizacion en las mediciones sobre caries dental y medidas
antropométricas (19).

Adicionalmente, hasta el momento, en nuestro pais existe escasa informacion de
estudios publicados, resaltando algunos como los de Vargas et al.(20,21), donde
mencionan que la desnutricion aguda se relaciona principalmente con un mal
estado de salud bucodental, medido a través de diferentes indicadores, como la
inflamacion gingival, el sangrado gingival, la mala higiene bucal y la presencia de
placa dental; mientras Padilla et al.(21), informan que no existe asociacion entre

CIT y el estado nutricional en nifios de 3 a 5 afios; sin embargo, se encontroé una



relacion significativa entre los valores del indice ceo-d (evalta dientes cariados,
extraidos y obturados) y el estado nutricional de los nifios. La evidencia mas
relevante proviene de los estudios realizados por Alvarez et al.(22-24). Uno de
estos estudios fue de tipo longitudinal y dio lugar a dos estudios transversales en
nifios reclutados entre los 6 y 11 meses de edad, seguidos hasta los 4 afios. El
objetivo fue evaluar la asociacion entre la desnutricion y la caries dental en dientes
primarios en la década de 1990. Los resultados concluyeron que existe una
asociacion entre la malnutricidn crénica y un aumento en la incidencia de lesiones

cariosas.

2. Factor microbiol6gico: microorganismos orales
Segun la base de datos ampliada del microbioma oral humano, llamada eHOMD,
la cavidad oral puede albergar mas de 700 especies procariotas (25,26). Los
estudios basados en el ADN han demostrado que cada individuo alberga un
microbioma oral Unico debido a una dieta diferente, una exposicion diferencial al
ambiente externo o al estado de salud bucodental (25,27), junto con otras
condiciones geogréaficas y relacionadas con el huésped que pueden contribuir
también a la conformacion de la composicion y diversidad de la microbiota

oral(28).

a. Microorganismos oralesy la CIT
La evidencia actual afirma que el desarrollo de la CIT es causado por una
interaccion entre bacterias acidogenicas, un sustrato de carbohidratos (aztcares) y

la susceptibilidad del huésped, conduciendo a una disbiosis bacteriana, y, por



ende, la desmineralizacion del tejido dental. Una de las especies bacterianas
tolerante al acido es el Streptococcus mutans, y cuya presencia temprana en nifios
edéntulos , en quienes aun los dientes no erupcionan, permite que los tejidos
blandos puedan desempefiar un papel como reservorio de microorganismos
patogenos orales (29).

Se han realizado investigaciones alrededor del mundo teniendo como objetivo
investigar las bacterias patdgenas bucales y recientemente se ha ampliado la lista
de estas bacterias por ejemplo Bifidobacterium spp. y Scardovia wiggsiae, entre
otras (27). Sin embargo, ademas de las bacterias asociadas a enfermedades, en las
ultimas décadas se ha propuesto y confirmado la presencia de microorganismos
orales promotores de la salud. Estos incluyen bacterias capaces de amortiguar el
pH acido mediante la produccién de amoniaco, reducir la inflamacion gingival o
inhibir el crecimiento de patégenos, entre otros beneficios (30). Inicialmente, la
mayoria de las bacterias probadas como probiéticos para la salud oral se aislaron
del intestino o de productos lacteos, pero su eficacia de colonizacién oral ha sido
cuestionada. Recientemente, se ha propuesto el uso de bacterias orales autéctonas
con funciones beneficiosas demostradas como cepas probioticas con mayores
posibilidades de colonizacién oral y para la prevencion de enfermedades orales

(27,31-33).

b. Streptococcus dentisani y su relacion con la caries dental.
El Streptococcus dentisani es una reciente especie aislada a partir de la superficie
dental de dos adultos espafoles sin caries (34,35). Se realizaron una serie de

estudios sobre caracterizacion gendémica, taxondémica y bioquimica, los cuales



condujeron a la identificacion de dos cepas como Streptococcus dentisani: Str.
7746 y Str. 7747 (35). Posteriormente, se realizaron estudios para conocer la
prevalencia de este microrganismo en la placa dental de personas sin caries; y
debido a los resultados, se sugirié como un probiotico prometedor; ya que ademas
mostré su capacidad inhibitoria sobre otros microorganismos orales como
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, a través de la produccion de
bacteriocinas(35). No solo actividad contra Gram-positivos, sino también contra
Gram-negativos tales como Fusobacterium nucleatum(34,35) también asociado a
caries dental. Ademas, se mostr0 su facultad para alcalinizar el entorno
extracelular a través del sistema de la arginina deiminasa (31). Posteriormente,
estudios experimentales han respaldado su potencial y propiedades probidticas
(36-38).

Existen escasos estudios realizados sobre la presencia y cuantificacion del
Streptococcus dentisani en nifios. Actualmente, existen solo tres estudios, dos de
los cuales han encontrado mayor concentracion de esta bacteria en nifios entre las
edades de 6 a 11 afios sin caries dental (27,39). Sin embargo, el tercer estudio no
encontro diferencias entre el grupo de nifios con y sin caries (40); asi, la evidencia
no es concluyente cuando se usan diferentes poblaciones (27). Por lo tanto, es
necesario evaluar su presencia en edades tempranas, para poder establecer
medidas preventivas contra la CIT, principalmente en los nifios menores de 6 afios
que presentan una alta prevalencia a nivel mundial.

Entre el 2016 y el 2019, se realizo un estudio cohorte de nacimiento, en donde un
total de 345 recién nacidos y sus madres fueron reclutados en una zona periurbana

en Villa El Salvador. Los nifios fueron seguidos hasta los 24 meses de edad, con



el objetivo de estudiar infecciones gastrointestinales y su efecto en la salud de los
nifios. En dicho estudio, se colectd informacion antropométrica mensual,
brindando una oportunidad para estudiar el efecto del estado nutricional de
infantes en sus primeros afios de vida sobre la CIT(41).

Considerando lo expuesto anteriormente, la presente tesis doctoral plante6 los
siguientes objetivos:

Objetivo 1:

Determinar la asociacion entre el estado nutricional y la CIT en nifios de 3 a5
afios que residen en el distrito de Villa El Salvador.

Obijetivo 2:

Determinar la relacién entre las concentraciones de Streptococcus dentisani en
placa dental y la CIT en nifios de 3 a 5 afios que residen en el distrito de Villa
El Salvador.

Objetivo 3:

Caracterizar el microbioma oral en nifios de 3y 4 afios con y sin CIT que residen

en el distrito de Villa El Salvador.

Para cumplir con estos objetivos, se realiz6 una evaluacion transversal de la
salud bucal de nifios de 3 a 5 afios, que habian formado parte previamente de la
cohorte de nacimiento (estudio madre); ademas, de evaluaciones del estado
nutricional, por medio de medidas antropomeétricas recomendadas por la OMS.
Cabe mencionar, que el peso y talla de estos nifios al afio y dos afios se obtuvo
del estudio madre. En el presente estudio, también se recopilaron datos

sociodemograficos, informacion de dieta cariogénica, habitos de salud bucal, y



asi como evaluacion del pH saliva. Ademas, se recolectaron muestras bioldgicas
(placa dental y saliva) para evaluar el factor microbiologico del estudio. Por
ende, la tesis doctoral se estructur0 en tres sub-estudios descritos en los

capitulos I al I11.
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CAPITULO |

Asociacion entre el estado nutricional y la caries de infancia

temprana en nifos de 3 a 5 afios.

Resumen

Objetivo. Evaluar la asociacion entre el estado nutricional y la caries de la
infancia temprana (CIT) en nifios de 3 a 5 que residen en el distrito de Villa El
Salvador.

Material y métodos. Estudio transversal en el que participaron 204 nifios de 3
a 5 afios, que formaron parte de un estudio de cohorte de nacimiento residentes
en el distrito de Villa El Salvador, Lima, y del que se obtuvieron los datos
antropométricos al afio y a los 2 afios. Todas las medidas antropométricas se
obtuvieron segun las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS). La evaluacion bucal para determinar la condicion de CIT se realizd
segun el Sistema internacional de deteccion y valoracion de caries dental
(ICDAS II). Las madres/cuidadoras respondieron a un cuestionario validado
relacionado a habitos de salud bucal y dieta cariogénica y datos
sociodemogréaficos. Sin embargo, a raiz de las restricciones por la pandemia del
COVID-19, los datos se recogieron en dos periodos (1°Periodo: Febrero-Marzo
2020 y 2° Periodo: Agosto 2021).

Resultados. La prevalencia de CIT en los nifios de 3-5 afios fue del 75%. No se
encontrd asociacion entre estado nutricional previo (al afio y dos afios) y la CIT.
Con el estado nutricional actual, se encontrd gque, por cada unidad de aumento

en el IMC para la edad, la prevalencia de CIT disminuye en un 7% (IC 95%:
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1%; 12%) ajustado por confusoras conocidos. La prevalencia de CIT en nifios
con higiene bucal deficiente fue 3.73 veces que aguellos con buena higiene
bucal, (IC al 95%; 2.09, 6.55). Ademas, la prevalencia de CIT en nifios que
consumian diariamente méas de 2 veces golosinas fue 1.19 veces que aquellos
que no consumian (IC 95%: 1.01, 1.40).

Conclusiones. Existe asociacion inversa entre el IMC para la edad actual con
la caries de infancia temprana.

Palabras claves: Caries Dental, Preescolar, Estado Nutricional, Obesidad
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Abstract

Objective. To assess the association between nutritional status and early
childhood caries (ECC) in children aged 3 to 5 residing in the district of Villa
El Salvador.

Material and methods. Cross-sectional study involving 204 children aged 3 to
5 years, who were part of a birth cohort study residing in the district of Villa El
Salvador, Lima, and from which anthropometric data were obtained at 1 and 2
years of age. Height and weight measurements were obtained according to
World Health Organization (WHQO) recommendations. Oral assessment to
determine ECC status was performed according to the International Caries
Detection and Assessment System (ICDAS I11). Mothers/caregivers answered a
validated questionnaire related to oral health habits and cariogenic diet and
socio-demographic data.

Results. The prevalence of ECC in children aged 3-5 years was 75%. No
association was found between previous nutritional status (at one and two years)
and ECC. With current nutritional status, it was found that, for each unit
increase in BMI-for-age, the prevalence of ECC decreases in a 7% (95% CI:
1%; 12%) adjusted for known confounders. The prevalence of ECC in children
with poor oral hygiene was 3.73 times than those with good oral hygiene, with
a 95% CI of 2.09 to 6.55. In addition, the prevalence of ECC in children who
consumed sweets more than 2 times daily was 1.19 times than those who did
not consume sweets, (95% CI; 1.01,1.40).

Conclusions. There is an inverse association between BMI for current age and

early childhood caries.

13
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1.1 Introduccion

Los primeros 1000 dias de vida del nifio es el periodo que incluye la concepcion
y los dos primeros afios de vida, considerando los 270 dias de gestacion, los 365
dias del primer afio y los 365 dias del segundo afio de vida). Este lapso es crucial
para el crecimiento y desarrollo infantil (42), por ello, el estado nutricional es
relevante en este periodos de la vida, pues es producto de la suma del balance entre
el ingreso, la absorcion y el metabolismo de los nutrientes y las necesidades del
individuo (42-45). Asimismo, durante la infancia, la adecuada ingesta de
alimentos es importante para un Optimo crecimiento; pues el riesgo de
malnutricion en esta etapa de la vida es alto (43-45).

Por otro lado, la caries dental es un afeccion en la salud bucal con una alta
prevalencia a nivel mundial(1) definida como un problema dinamico,
multifactorial, intermediado por la placa dental e impulsada por los azUcares, que
da lugar a la desmineralizacidn y remineralizacién de los tejidos duros del diente,
la cual estd ocasionada por aspectos bioldgicos, conductuales y psicosociales
relacionados con el entorno del individuo. Esta enfermedad tiene repercusiones en
la salud afectando la calidad de vida no solo del nifio sino también de su entorno
(46). Cuando afecta a los nifios que presentan menos de 6 afios de edad es conocida
como caries de infancia temprana (CIT) (1,46-48).

En el Perq, la alteracion del estado nutricional y la CIT son problemas de salud
publica, reportdndose en el 2023 una prevalencia de desnutricion crénica del
11.5%, obesidad y sobrepeso del 9.1% en menores de 5 afios de edad (12).
Ademas, el Peru es el pais de América del Sur con mayor prevalencia de CIT no

tratada (47).
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La salud bucal y el estado nutricional comparten una relacién interdependiente
(14,49). Asi, se han reportado posibles efectos como alteraciones en el desarrollo
dental, variaciones en la cronologia de erupcion dental y la exacerbacion de
enfermedades infecciosas bucales (14). Ademas, pueden presentarse en algunos
casos secuelas poco frecuentes, aunque graves como la celulitis orbital, abscesos
cerebrales y fiebre recurrente inexplicables (50-53). Asimismo, se han reportado
alteraciones en el crecimiento y el desarrollo de los huesos faciales, y se ha
relacionado con una reduccion en la longitud de la base del craneo y la altura de
la mandibula (53). Otro efecto descrito es la alteracidn de las estructuras dentales,
que podria ocasionar defectos del esmalte proporcionado que podria aumentar la
susceptibilidad a la desmineralizacién y desarrollo de lesiones de caries dental
(53-55).

Sin embargo, el efecto méas directo de la nutricion en la cavidad bucal estaria
relacionado a la accién local de una dieta rica en azlcares, formando una placa
dental que aumentaria la susceptibilidad a la formacidn de lesiones de caries dental
(14,53), pues la desmineralizacion de la estructura del diente es debido
directamente por bacterias patdgenas que degrada los carbohidratos de la dieta.
Luego de consumir carbohidratos, sobre todo sacarosa, el pH de la placa dental
cae rapidamente hasta 5 o menos. La disminucion del pH salival conduce a un
microbioma simbiotico que se distingue por un incremento en la proporcion de
microorganismos &cidos en la placa dental y variacion en la composicion de la
matriz de la placa (1,53), el cual seria exacerbado por la presencia de una mala
higiene bucal (14); y en consecuencia, daria lugar a una de las condiciones bucales

mas prevalentes en el mundo que es la caries dental(1,4).
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A pesar de que la evidencia acumulada indica que la caries dental afecta
negativamente el estado nutricional y el crecimiento de los nifios (17,18,24), la
naturaleza de esta relacion sigue siendo controversial, tanto en términos de la
direccién como de sus factores subyacentes (18,56). Asi tenemos que Ismail et al.
hallaron que los nifios con mayor peso para la edad presentaron una superior
cantidad de lesiones cariosas en contraste que los nifios con menor peso para la
edad (57). Por el contrario, se han hallado estudios con asociacién inversa como
el de Sanchez-Perez et. al. quienes encontraron que nifios con obesidad
presentaron menor cantidad de lesiones de caries dental (58). En otros estudios se
encontraron algunos patrones no concluyentes entre caries dental y medidas
antropométricas (17,18,26,59-62). Li et al. y Chen et al. recomiendan que se
utilicen tamafios de muestra adecuados y se unifiquen los criterios para la
definicion operacional de las variables (categorizacion de los indices de caries
dental y de medidas antropométricas (18,19). Ademas, se deben evaluar factores
de confusion como el sexo, los habitos alimentarios, los habitos de higiene bucal
y el nivel socioecondmico (19,28,63).

En el PerG existen pocos estudios publicados que han determinado la asociacion
entre el estado nutricional y caries dental en el grupo infantil. Al respecto, Alvarez
et al. (1993), realizaron tres estudios(22—24), siendo uno de corte longitudinal,
desde los 6 0 11 meses hasta los 4 afios, encontrando que la desnutricion cronica
podria afectar a los dientes primarios, convirtiéndolos en mas susceptibles a caries
dental a lo largo de la vida de la persona, considerando, ademas, una posible

relacion causa-efecto (24).
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Por otro lado, existen revisiones sistematicas que han reportado una relacién
significativa entre caries dental y obesidad (43) y desnutricion en nifios (69).
Asimismo, un estudio transversal concluyé que los nifios/adolescentes con
sobrepeso/obesidad tuvieron menor experiencia de caries dental (64). Sin
embargo, otras investigaciones transversales han concluido que nifios con
sobrepeso/obesidad o bajo peso/desnutridos tendrian una mayor cantidad de
lesiones de caries (68) y que la desnutricion estd relacionada a una mayor
experiencia de caries dental en dientes primarios (70).

Si bien los estudios realizados por Alvarez en la década de los 90 ofrecen una
evidencia respecto a la asociacion entre desnutricion y problemas de salud bucal,
estos estudios se realizaron en un contexto en el que la desnutricion era un
problema mas grave que lo que es actualmente y, por otro lado, todavia hay
controversia respecto a otros indicadores nutricionales. Por este motivo, el
presente estudio brinda datos relevantes, pues aborda las posibles consecuencias
del estado nutricional en relacion con la caries dental en la denticién primaria de
la poblacion de estudio. Ademés, ofrece informacion sobre las medidas
antropométricas a la edad de la evaluacion odontolégica, y de los dos primeros
anos.

Asi, el proposito de la presente investigacion es determinar la asociacion entre el
estado nutricional previo y actual y la caries de infancia temprana en nifios de 3 a

5 afios en una zona periurbana de Lima, Perd.

1.2 Pregunta de Investigacion:

¢ Existe asociacion entre el estado nutricional y la CIT en nifios de 3 a 5 afios de

una zona periurbana de Lima?
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1.3 Objetivo:

Evaluar la asociacion entre el estado nutricional y la CIT en nifios de 3 a 5 afios

que residen en el distrito de Villa El Salvador.

1.4 Materiales y Métodos:

1.4.1 Disefio

La presente investigacion es un estudio observacional, analitico en el
que se realiza una coleccion de datos transversales de medidas
antropométricas, estado de CIT de nifios entre 3 y 5 afos.
Adicionalmente, se recolectd muestras bioldgicas para la investigacion
2. Asimismo, se obtuvo informacién del estudio de tablas (denominado
en adelante estudio madre): datos antropométricos al afio y dos afios.
En cuanto al presente estudio obtuvo la aprobacion del Comité de Etica
Institucional de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (CIE-UPCH),

con registro de SIDISI N.° 200714. (Anexo 1)

1.4.2 Poblacion

Nifios con edades de 3 a 5 afios, que formaron parte del estudio madre,
residentes en los sectores VII, IX, X y Xl en el distrito de Villa El
Salvador, uno de los distritos de Lima con mayor poblacién. En este
distrito, el porcentaje de personas que vive en pobreza estéa entre 20.2%

y 25.4% con un 95% de confianza, segun el INEI (55).

1.4.2.1 Criterios de seleccién
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Criterios de inclusion:

- Nifios entre los 3 a 5 afios participantes del estudio madre

- Residentes del distrito Villa EI Salvador al momento del reclutamiento.

- Nifios sin alteraciones mentales, psicoldgicas para poder realizar la
evaluacion bucal.

Criterios de exclusion

- Madre/Apoderado legal del menor que no firme el consentimiento
informado.

- Nifio (a) que no colabora a pesar de tener el consentimiento

informado por los padres.

1.4.3 Muestreo

1.4.3.1 Tipo de muestreo
El muestreo fue por conveniencia, seleccionando a los participantes a
partir de los datos del estudio madre donde 249 nifios culminaron el
seguimiento hasta los 2 afios; siendo contactados y evaluados, 204

participantes para el presente estudio.

1.4.4 Procedimientos del estudio

1.4.4.1 Preparacion

Se procedio a realizar una prueba piloto, cuyo objetivo fue la calibracion,
capacitacion y entrenamiento a la investigadora sobre las condiciones
orales a estudiar. La Dra. Evelyn Alvarez Vidigal, con mas de 20 afios de

experiencia en Odontopediatria, liderd la calibracion tedrica mediante el

20



uso de fotos clinicas y videos del indice ICDAS Il para identificar la CIT
en estudio. La investigadora se entreno y calibrd en 4 sesiones de 4 horas
cada una a lo largo de una semana, en dias diferentes. La parte practica
incluyd la evaluacién bucal de 10 nifios con caracteristicas similares a la
poblacién del estudio, utilizando los mismos criterios e indices. La
evaluacion fue realizada por la investigadora, con el consentimiento
informado de las madres/cuidadoras (Anexo 2), que participaron en el
piloto, pero fueron excluidas del estudio principal. Se verificd una muy
buena concordancia inter-examinador e intra-examinador con un indice
Kappa de Cohen > 0.80.

Luego, se elaboraron cuestionarios para colectar datos sociodemogréaficos
y de salud del nifio, de habitos de salud bucal y dieta cariogénica a cargo
de la investigadora y de la Lic. Lilia Cabrera (Anexo 3), enfermera con
mas de 30 afios de experiencia en estudios poblacionales (ONG PRISMA).
Asi como también se elabor0 la ficha de recoleccion de informacion clinica
odontolégica. (Anexo 3) Posteriormente, el cuestionario de habitos de
higiene bucal y dieta cariogénica fue sometido a la validacion respectiva:
comprendiendo en primer lugar a la validez del contenido por medio de un
juicio de expertos (6 expertos: 4 odontopediatras, 1 odontologo estadistico
y 1 odontologo educador) para determinar la pertinencia de las preguntas
que fueron de tipo cerradas (56,57), se evalud la validez de contenido por
medio de V de Aiken obteniéndose valor de 0.93 (Anexo 4) y la

confiabilidad del instrumento mediante la consistencia interna realizada a
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través del Alpha de Cronbach, fue obtenido un valor de 0.703, resultando
aceptable.

Una técnica de enfermeria de la ONG Prisma entrenada y capacitada
(entidad que tuvo a su cargo la ejecucion del estudio de la cohorte de
nacimiento) fue la responsable de realizar el cuestionario para colectar los
datos sociodemograficos a las madres/cuidadores y de realizar los
cuestionarios de habitos de salud bucal y dieta cariogénica. El
entrenamiento dado a la técnica fue para la aplicacion del cuestionario con
respecto a la lectura y entonacion de las preguntas del instrumento, asi
como también con relacion a la postura y a la expresion facial, pues esta
ltima fue de manera neutral, al momento de realizar las preguntas. Se
realizo la capacitacion en 2 sesiones en una semana, con un periodo de 1

hora cada una, realizadas en dias diferentes de la semana.

1.4.4.2 Enrolamiento

Una vez que se verifico el consentimiento de la madre y/o apoderado
legal del estudio madre para la participacion en posteriores estudios, se
procedié a visitar los domicilios invitando a participar y explicando
detalladamente el contenido del consentimiento informado del presente
estudio. Si la madre y/o apoderado legal aceptaba la participacion del
menor, el consentimiento informado era firmado para proceder con las

coordinaciones del estudio para no interferir sus actividades diarias.
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1.4.4.3 Recoleccion de datos

Se realizaron las evaluaciones de los participantes en un promedio de 7
nifios al dia. Cada evaluacion clinica oral se realizd en un tiempo de 10
minutos, la recoleccion de muestras biologicas en 3 minutos, y la
aplicacion de los cuestionarios en 10 minutos. Sin embargo, esto vario
debido a la disponibilidad de los participantes y/o el grado de

colaboracion del nifio(a).

a. Cuestionarios
Se aplico el cuestionario de preguntas cerradas relacionado a los habitos de
higiene oral y dieta cariogénica a la madre y/o apoderado legal del
participante (Anexo 3). Ademas, se obtuvo datos sobre: edad y sexo del
nifio, salud general, la edad, sexo, estado civil, nivel de educacién de la
madre e ingreso familiar mensual. Finalmente, se aplicd la encuesta del
indice de pobreza Poverty Probability Index (PPI®)(65), el cual es un
instrumento que sirve para medir la pobreza, es de facil uso y comprende
10 preguntas sobre las caracteristicas y propiedad de bienes de un hogar,
que dan un puntuacién para calcular la probabilidad de que el hogar se
encuentre por debajo de la linea de pobreza(65) (Anexo 5) Los
cuestionarios, fichas de informacion del nifio y PPI® fueron codificados y

fueron ingresados por un digitador de la ONG Prisma.
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b. Evaluacion del estado nutricional
Los nifios fueron medidos en centimetros y pesados en kilogramos de acuerdo a
las pautas y recomendaciones de la OMS (66). Estas mediciones fueron
realizadas por la técnica de enfermeria, quien también estuvo encargada de las
evaluaciones del estudio madre (Anexo 6). Los datos de la talla y peso del nifio
al afo y 2 afos fueron extraidos de los bases de datos del estudio madre.
Los datos de peso y talla se convirtieron posteriormente en puntajes z, los
indicadores antropométricos que se utilizaron en el presente estudio fueron los
siguientes:
- Talla para la edad: al afio, a los dos afios y a la edad de la evaluacién
bucal(13).
- Peso para la talla: al afio y a los dos afios(13).
- Peso para la edad: al afio y a los dos afios(13).
- IMC para la edad: a la edad de la evaluacién bucal.(13).
c. Evaluacion clinica oral
Previo a la evaluacion clinica, se recolectd las muestras bioldgicas (placa
dental y saliva), teniendo en cuenta las guias sobre bioseguridad (se detalla
en el item de recoleccion de datos). Los examenes clinicos intraorales se
realizaron de acuerdo a los criterios de la OMS (67), en un ambiente
proporcionado por el cuidador en su hogar, previo acuerdo con la
madre/cuidador. EIl examen intraoral fue realizado de manera visual por
medio de un espejo bucal plano N°5, con sondas periodontales OMS y con

un frontoluz, previamente se cepillaron los dientes y reforzado con una gasa
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estéril antes de ser evaluado cada diente; (Anexo 6). A continuacion, se
describe como se realizo la recoleccion referente a las condiciones bucales:
Higiene oral:

La higiene oral fue evaluada a través del indice de placa dental visible de
Silness y L6e modificado (75) examinando los dientes referenciales: 51, 63,
84 y los cuatro segundos molares de cada lado de la arcada. Se observaron
la cara: vestibular, lingual/palatino, mesial, distal; ademas se examiné la
cara oclusal(20). Se utilizé la puntuacién de cero cuando hay placa y uno
cuando si existe indicio de placa dental voluminosa, esto que es facilmente
evidente por ser de espesura notable, o pasar una sonda delicadamente que
evidencia placa. Los niveles de higiene oral considerados fueron: buena (0%

a 15%), regular (16% a 30%) y deficiente (>30%) (20).

Caries Infancia temprana (CIT):

Se evaluo utilizando el indice ICDAS I

El indice ICDAS Il (46,68,69), umbral visual, nos permite detectar lesiones
cariosas en sus fases iniciales, asi como también su extensién y actividad de
la misma. Los dientes fueron examinados antes y después de secarse con
gasas estériles (Anexo 6). Las condiciones para cada valor se definen como
lo siguiente: “cero cuando el diente sano, uno cuando presenta mancha
blanca y/o marrén en esmalte seco, dos cuando presenta mancha blanca y/o
marron en esmalte himedo, tres cuando presenta micro cavidad en esmalte
seco menor a 0.5mm., cuatro cuando presenta sombra oscura de dentina

vista a través de esmalte con humedad con/sin micro cavidad, cinco cuando
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presenta exhibicion de dentina en cavidad superior a 0.5mm. hasta la mitad
de la superficie del diente seco y seis cuando presenta exhibicidn de dentina
en cavidad superior a la mitad de la superficie del diente” (40,70,71).
d. Muestras biologicas
La recoleccidn y conservacion de muestras bioldgicas para la investigacion 2,
(se detalla en el item 1.4.4.3. Recoleccion de datos; sub item d. Muestras
bioldgicas) estuvo a cargo de la investigadora y de la técnica de enfermeria,
previamente capacitadas y entrenadas para esta labor, teniendo en cuenta las
medidas de bioseguridad por la pandemia. Las muestras bioldgicas fueron
trasladadas desde Villa El Salvador al laboratorio de Microbiologia Molecular
ubicado en los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID) de la UPCH en
San Martin de Porres en refrigeracion para su posterior almacenamiento a una

temperatura de -80° hasta su procesamiento.

Obtencion de las muestras bioldgicas:
A la madre y/o apoderado legal se le dio instrucciones de no cepillarle los dientes
una noche antes a la toma de la muestra, asi como también de que el nifio no

coma o tome bebidas dos horas antes de la colectade muestra (29).

* Muestra de saliva:

La toma de muestra estuvo a cargo de la técnica de enfermeria, puesto ya tenia
amplia experiencia en recolectar muestras de salivas, pues fue realizado a lo
largo del estudio madre. La recoleccion de la muestra se detalla en el estudio 2).

Esta muestra de saliva no estimulada se reconoce como una representacion de
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todo el ecosistema oral; se colecto en tubos de microcentrifuga de 2 ml (Anexo
6).

* Muestra de placa dental:

La toma de muestras de placa dental estuvo a cargo de la investigadora, una vez
tomadas se coloco en tubos de microcentrifuga de 2 ml con 200 pl de PBS 1x

estéril(69,72). Mas detalle, en la recoleccidn de la muestra en el estudio 2 (Anexo

6)

El pH salival se midi6é inmediatamente luego de la coleccidn, utilizando un
medidor digital de pH portatil (LAQUAtwin B-722; Horiba Instruments Inc.,
Irvine, CA) (73). Se agreg6 1 gota de saliva en el sensor del instrumento, se
calibré a cada término del dia de evaluacién siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Supervision y monitoreo de actividades

La supervision y el monitoreo fue realizado por la investigadora. La evaluacion
clinica oral y recoleccion de placa dental fueron realizadas por la misma
investigadora. Las medidas antropométricas, cuestionarios y fichas e indices
PPI fueron realizados por la técnica de enfermeria y en ocasiones con ayuda de
un colaborador (estudiante de odontologia del ultimo afio de estudios de
pregrado). Se realizd una reunion semanal con la asesora para evaluar los

avances.
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1.4.5 Variables de estudio

Variable dependiente: CIT(18,74)

- Evaluada segun el indice ICDAS II, éste nos permite evaluar las
lesiones cariosas en sus fases iniciales.

- Tipoy escala de variable: categorica, dicotémica, nominal.

- Categorias: Ausencia = ICDAS 0, Presencia=ICDAS 1-6 (75).

Variable independiente: Estado nutricional(13)

El estado nutricional fue evaluado mediante los indicadores antropométricos
segun el Minsa del Per( para nifias y nifios menores de 5 afios y dado que
algunos nifios superaban los 5 afios y 29 dias, se consideré también la
clasificacion para nifios de 5 a 11 afios(13), de acuerdo a lo siguiente:

- Peso para la talla: al afio, y dos afios (datos proporcionados por el
estudio madre). Categorizado: bajo peso, normal, sobrepeso y
obesidad (Tabla 1). Tipo de variable: categérica, politdmica, ordinal.

- Talla para la edad: para nifios menores de 5 afios. Categorizado
como talla baja severa, desnutricion cronica y normal (Tabla 1).
Tipo de variable: categorica, politomica, ordinal.

- IMC para la edad: para nifios de 3 a 5 afos, pues este indicador no
es sugerido para nifios de 1 a 2 afios; en los Gltimos se recomienda
peso para la talla(76). Tipo de variable cuantitativa continua, razon.

Otras variables:
- Edad del nifio (61,74,77): Estimado a partir de la fecha de nacimiento
indicada en el DNI del menor, expresado en afios. Obtenido de la base de datos

del estudio madre.
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Tipo de variable: cuantitativa, continua, de razon.

- Sexo del menor (20,61,78): obtenido a partir de la informacion consignada en
el DNI del menor. Obtenido de la base de datos del estudio madre.

Tipo de variable: categorica, dicotomica, nominal

Categorias: femenino y masculino.

- Sexo de la madre/apoderado (20,74,77): Obtenido a partir de la informacion
consignada en el DNI de la persona. Obtenido de la base de datos del estudio
madre.

Tipo de variable: categorica, dicotomica, nominal

Categorias: femenino y masculino.

- Nivel de educacion de la madre/apoderado (56,61,77-79): obtenido del
cuestionario aplicado en el presente estudio.

Tipo de variable: categorica, politdmica, ordinal.

Categorias: primaria. secundaria, técnica y superior.

- Ingreso familiar mensual (20,80,77,78).: informacion obtenida de la madre/
apoderado obtenido del cuestionario.

Tipo de variable: cuantitativa, eontinua, de razon.

- Habitos de salud bucal (56,74,78,81,82).: obtenido del cuestionario de salud
bucal

Tipo de variable: categorica, politdmica o dicotomica y, nominal u ordinal.
Categorias: segun las opciones de respuestas (Anexo 3).

- Nivel de higiene bucal(20,75,83), segun el indice de placa dental evidente de
Silness y Loe modificado.

Categorias: bueno, regular y deficiente.
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Tipo de variable: categorica, politdmica, ordinal.

- Pobreza segun el indice PPI®(83,84): indice que mide la probabilidad de
pobreza en el hogar.

Tipo de variable: cuantitativa, discreta, ordinal.

- Dieta cariogénica(74,78,82,85-87): informacion obtenida del cuestionario
sobre dieta cariogeénica.

Tipo de variables: categorica, politdbmica, nominal

Categorias: segun las opciones de respuestas (Anexo 3).

- pH salival(88,89): medida por un pH metro portatil.

Tipo de variable: cuantitativa, continua, razon.

1.4.6 Procesamiento y analisis estadistico

Para cada variable categorica, se calcul6 frecuencias absolutas y relativas;
para las variables cuantitativas, se calculé medidas de tendencia central
(media o0 mediana) y de dispersion (desviacion estandar, rango
intercuartilico), segin corresponda.

Para realizar el andlisis bivariado entre CIT, talla para la edad, nivel de
higiene bucal y consumo de golosinas al dia (variables categdricas) se
aplico la prueba de chi-cuadrado o, en el caso necesario, la prueba exacta
de Fisher. Para evaluar la asociacion entre CIT y el puntaje z del IMC para
la edad y las variables cuantitativas, previamente, se evalué la normalidad
de los datos, por ello se realizd prueba de hipdtesis no paramétrica Mann
Whitney con las variables puntaje de pobreza segun el indice PPI, pH
salival e ingreso familiar mensual. Se estim6 a un nivel significancia de

dos colas inferior a 0.05 para rechazar la hipétesis nula. Debido que
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algunas caracteristicas se modificaron durante la pandemia, se realizé el
analisis de homogeneidad de Mantel-Haenszel para evaluar la posible
modificacion de efecto de la pandemia de la asociacion del estado
nutricional y CIT.

La magnitud de la asociacion entre el estado nutricional y la CIT se estimd
mediante el calculo de razones de prevalencia (PR) ajustadas por variables
confusoras (Figura 1), aplicando el analisis de regresion logistica maltiple.
Se reporto sus intervalos de confianza al 95%. Para el célculo de las PR
ajustados, se modelé con aquellas variables con un valor p<0.20 en el

analisis bivariado o aquellas determinadas como confusoras

(20,56,77,78,82,86).
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Figural. DAG de la asociacion entre estado nutricional y CIT
que permite identificar las variables de confusion, y establecer
posibles relaciones.
a. Potencia estadistica
Como se tratd de un estudio con un namero predefinido de participantes,

se considerd adecuado hacer el céalculo de la potencia considerando los 204

nifios participantes y teniendo en consideracion la siguiente informacion:
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la prevalencia de caries dental en nifios con desnutricion cronica fue
reportada en 36.0%, con obesidad 3.0% y con sobrepeso de 5.0% y con
estado nutricional normal fue 56.0% (79); considerando un nivel de
significancia de 5%. Presentando en el caso de la comparacion entre
prevalencia de caries en nifios con nutricién normal versus desnutricion
cronica un poder estadistico de 82%, versus sobrepeso de 100% y versus
obesidad de 100%. (Anexo 7) Los calculos se realizaron usando el

programa estadistico STATA version 17.
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1.5 Resultados

El presente estudio se evidencio que el 59.3% de nifios fueron evaluados en el
primer periodo (Febrero a Marzo 2020) y el 40.7% fueron en el segundo periodo

(Agosto 2021). En lafigura 2, se aprecia el proceso de seleccion de participantes

del estudio.
Participantes cohorte de
nacimiento
n=249
(2016-2017)
Cambio de domicilio, viaje o no
- se pudo contactar.
v n=19
Estudio presente
Participantes fueron contactados
n=240
Cambio de domicilio, viaje, no se
pudo contactar u otras razones
debido a la pandemia
n=136
¥ ¥
Participantes evaluados Retorno de Evaluaciones
(16 Febrero al 15 Marzo 2020) (08 a1 31 de Agosto 2021)
n=121 n=23
A 4
Total de participantes evaluados
n=204

Figura 2. Diagrama de flujo del estudio 1.
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1.5.1.1 Caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio.
De un total de 204 nifios, 49.5% fue de sexo masculino y 50.5% femenino. El
promedio de edad en meses de los nifios fue 48.1+ 10.1. El 43% de los nifios tenia
4 afos y fueron mayoria. Con respecto, al promedio de edad en afios de la
madre/cuidadora fue de 32.8 + 6.7, y su nivel de educacion fue secundaria con un
el 66.7%. Por otro lado, sobre la pobreza, la mediana de puntaje utilizando el indice
de Probabilidad de Pobreza (PPI) fue de 45.0 + 20.5. (Tabla 2)

Tabla 2. Caracteristicas de los nifos entre los 3 a 5 afios del distrito de
Villa El Salvador, Pert (n=204).

Caracteristicas 1° Periodo (n=121)  2° Periodo (n=83)  Total (n= 204)
n (%) n (%) n (%)

Sexo del Nifio

Masculino 58 (47.9) 43 (51.8) 101 (49.5)

Femenino 63 (52.1) 40 (48.2) 103 (50.5)
Edad del nifio (afios)

3 afios 77 (63.6) 0 (0.0 77 (37.8)

4 afios 44 (36.4) 44 (53.0) 88 (43.1)

5 afios 0 (0.0) 39 (47.0) 39 (19.1)
Edad del cuidador (afios)* 33.1+6.6 324+6.7 32.8+6.7
Nivel de educacion del cuidador

Primaria 11 (9.1) 5 (6.0) 16 (7.8)

Secundaria 84 (69.4) 52 (62.7) 136 (66.7)

Técnica 20 (16.5) 20 (24.1) 40 (19.6)

Superior 6 (5.0) 6 (7.2) 12 (5.9)
Ingreso familiar mensual* 1040.6 + 525.0 1045.7 + 507.1 1042.6 + 516.5
Puntaje de Pobreza segun PPI (Puntuacion Total) **

42.0+20.0 48.0 £21.0 45.0 £ 20.5

* Media + desviacion estandar
** Mediana + Rango Intercuartil.
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1.5.1.2 Caracteristicas de los habitos de salud bucal.

Con relacion a los habitos de higiene bucal, encontramos que el 55.9% inicio el
cepillado dental entre los 13 a 24 meses de edad. El cepillado dental fue realizado
dos 0 maés veces al dia, esto significo en un 63.2% de los nifios. EI 90.2% de las
madres /cuidadoras supervisaba el cepillado de los dientes de sus hijos. Sobre la
atencion odontologica, encontramos que el principal motivo de la visita fue por

revision dental (34.3%) Con respecto al consumo de golosinas, el 37.8% los

consume una vez al dia. (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas de los habitos de salud bucal de la poblacion de estudio.
L . . 1° Periodo (n=121) 2° Periodo (n=83)  Total
Habitos de salud bucal y dieta cariogénica n (%) n (%) n (%)
Edad de inicio de cepillado dental (meses)
<12 meses 47 (38.8) 22 (26.5) 69 (33.8)
13 - 24 meses 68 (56.2) 46 (55.4) 114 (55.9)
>24 meses 6 (5.0) 15 (18.1) 21 (10.3)
Frecuencia de cepillado dental diario
No cepillado/ 1 vez 52 (43.0) 23 (27.7) 75 (36.8)
2 0 mMas veces 69 (57.0) 60 (72.3) 129 (63.2)
Uso de pasta dental con fltor (1000 ppm)
<1000 ppm 59 (48.8) 32 (38.6) 91 (44.6)
>1000 ppm 62 (51.2) 51 (61.4) 113 (55.4)
Supervision de cepillado dental de la madre/cuidadora
No 13 (10.7) 7(8.4) 20 (9.8)
Si 108 (89.3) 76 (91.6) 184 (90.2)
Visita al odontdlogo (hasta el presente)
No 62 (51.2) 43 (51.8) 105 (51.5)
Si 59 (48.8) 40 (48.2) 99 (48.05)
Motivo de la primera visita al odontdlogo
No asistieron 62 (51.2) 43 (51.8) 105 (51.5)
Dolor 1(0.8) 6 (7.2) 7(3.4)
Revision 46 (38.1) 24 (28.9) 70 (34.3)
Tratamiento 12 (9.9) 10 (12.1) 22 (10.8)
Frecuencia de consumo de golosinas al dia
A veces/ Nunca 34 (28.1) 36 (43.4) 70 (34.3)
1 vez 46 (38.0) 31 (37.4) 77 (37.8)
2 0 mas veces 41 (33.9) 16 (19.2) 57 (27.9)
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1. 5. 1. 3. Caracteristicas de las condiciones bucales en la poblacién estudiada.

Las condiciones bucales fueron estudiadas, observando que el nivel de higiene
bucal segun el indice Silness-L6e modificado fue deficiente siendo el 44.1%. Sobre
la CIT segun el ICDAS I, la prevalencia fue de 75%. Con relacion al pH salival en

los nifios de 3 a 5 afios encontramos que el promedio fue de 8.1 £ 1.7. (Tabla 4)

Tabla 4. Caracteristicas de condiciones bucales en la poblacion de estudio.
- 1° Periodo (n=121) 2° Periodo (n=83)  Total (n=204)

Condiciones bucales n (%) n (%) n (%)
Nivel de higiene bucal segiin indice Silness-Lée modificado

Bueno 13 (10.7) 20 (24.1) 33 (16.2)

Regular 68 (56.2) 13 (15.7) 81 (39.7)

Deficiente 40 (33.1) 50 (60.2) 90 (44.1)
CIT segun indice ICDAS Il

Ausencia 27 (22.3) 24 (28.9) 51 (25.0)

Presencia 94 (77.7) 59 (71.1) 153 (75.0)
pH salival 85+16 761138 81+17

*Media = Desviacién estandar.
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1.5. 1. 4. Caracteristicas del estado nutricional en la poblacion estudiada.

Se observo una ligera disminuciéon en la desnutricion crénica, medida por el

indicador talla para la edad, a lo largo del tiempo: 10.3% en el primer afio, 9.3% a

los dos afios y 8.8% en la edad de evaluacion bucal. En cuanto al sobrepeso y la

obesidad, medidos por el indicador peso para la talla en nifios de 1 y 2 afios, se

encontré que al 1 afio el sobrepeso era del 10.3% Yy la obesidad del 2.4%, mientras

que a los 2 afios estos valores disminuyeron a 6.9% y 0.9%, respectivamente. En la

edad de la evaluacién bucal, el indicador preferido fue el puntaje z de IMC para la

edad, con un promedio de 0.9, ligeramente menor al afio (1.1) y dos afios (1.0)

(Tabla 5)

Tabla 5. Caracteristicas del estado nutricional en la poblacion de estudio.
Indicador Antropométrico 1 afio 2 afos 3-5 afos
Talla para la Edad
Talla baja severa 3(1.5) 1(0.5) 1(0.5)
Desnutricién cronica 21(10.3) 19(9.3) 18(8.8)
Normal 180(88.2) 184(90.2) 185(90.7)
Talla alta 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Peso para la Talla
Bajo peso severo 0(0.0) 0(0.0)

Desnutricién aguda 0(0) 0(0)
Normal 178(87.3) 188(92.2)
Sobrepeso 21(10.3) 14(6.9)
Obesidad 5(2.4) 2(0.9)
Peso para la Edad

Bajo peso severo 0(0) 0(0)
Bajo peso 2(1.0) 2(1.0)

Normal 197(96.5) 199(97.6)

Sobrepeso 5(2.5) 3(1.4)

Puntaje z de IMC para la Edad 09x11

Media + Desviacion Estandar
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1.5. 1. 5. Asociacion de la caries de infancia temprana y covariables.

En el primer periodo, se observo que la supervision del cepillado dental por la
madre o cuidadora fue del 100% en nifios sin CIT, en comparacion con aquellos
con CIT presentando un 86.2%, hubo una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.019). EI 33.0% de los nifios sin CIT acudieron al odontélogo por motivo de
consulta, en contraste con el 55.6% de los nifios con CIT. Esta diferencia resulto
ser estadisticamente significativa (p=0.048). El 58.2% de los nifios con CIT tuvo
un nivel de higiene bucal deficiente, en comparacion con solo el 2% de los nifios
sin CIT, con una diferencia estadisticamente significativa (p<0.001), tabla 6.

En el segundo periodo, el 83.1% de los nifios con CIT registraron un nivel regular
de higiene bucal, comparado con el 4.2% de los nifios sin CIT, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) (Tabla 6).

En la evaluacion bucal, el 98% de los nifios sin CIT tuvieron supervision de
cepillado por la madre/cuidador, en comparacion con los nifios con CIT (87.6%),
mostrando una diferencia estadisticamente significativa (p=0.029). El 36.6% de los
nifios con CIT consumia golosinas diariamente, frente al 41.2% de los nifios sin
CIT, con una diferencia significativa (p=0.024). El nivel de higiene bucal deficiente
se encontro en el 58.9% de los nifios con CIT, comparado con el 2% en nifios sin

CIT, siendo estos resultados estadisticamente significativos (p<0.001) (Tabla 6)
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Tabla 6.

Factores asociados a Caries de Infancia Temprana y Estado Nutricional en analisis bivariado.

1° Periodo (n=121)

2° Periodo (n=83)

Total (n=204)

Caries de Infancia Temprana segin P Caries de Infancia Temprana p Caries de Infancia Temprana segln p
Variables - ICDAS Il . sggﬂn ICDAS II _ ' ICDAS Il _
Ausencia Presencia Ausencia Presencia Ausencia Presencia
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
27 (22.3%) 94 (77.7%) 24 (28.9%) 59 (71.1%) 51 (25.0%) 153 (75.0%)
Sexo del Nifio 0.980? 0.8342 0.936%
Masculino 13 (51.9) 49 (52.1) 12 (50.0) 28 (47.5) 25 (49.0) 76 (49.7)
Femenino 14 (48.1) 45 (47.9) 12 (50.0) 31 (52.5) 26 (51.0) 77 (50.3)
Edad del nifio 0.409° 0.112¢ 0.7172
3 afios 19 (70.4) 36 (38.3) 0 (0.0) 0 (0.0 19 (37.3) 58 (37.9)
4 afios 8 (29.6) 58 (61.7) 16 (66.7) 28 (47.5) 24 (47.1) 64 (41.8)
5 afios 0 (0.0 0 (0.0 8 (33.3) 31 (52.5) 8 (15.6) 31 (20.3)
Edad del cuidador (afios) 32+6.7 33.4+6.6 0.339®  315%75 327+6.4 0.482° 31.8+0.9 33.1+05 0.215°
Nivel de educacion del cuidador 0.433° 0.806° 0.809¢
Primaria 2(7.4) 9 (9.6) 1(4.2) 4 (6.8) 3(5.9) 13(8.5)
Secundaria 18 (66.7) 66 (70.2) 17 (70.8) 35 (59.3) 35 (68.6) 101 (66.0)
Técnica 4 (14.8) 16 (17.0) 5 (20.8) 15 (25.4) 9(17.7) 31 (20.3)
Universitaria 3(11.1) 3(3.2) 1(4.2) 5(8.5) 4(7.8) 8 (5.2)
Ingreso familiar mensual  1060.4 +472.9 1034.89+541.2 0.669° 953.3+374.3 1083.22+550.4  0.531° 1010.0 +60.0 1053.5+43.9 0.859°
Pobreza
Puntaje de Pobreza segln PPI (Puntuacién Total) *
45.6 + 16.3 43.0+13.1 0.485"° 50.0+11.4 44.9 +13.9 0.112° 477+2.0 438+ 1.1 0.081°

* Mediana £ Rango intercuartil; a: Prueba chi cuadrado; b: Prueba Mann Whitney; c: Prueba de Fisher.
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Continuacién

1° Periodo (n=121)

2° Periodo (n=83)

Total (n=204)

CIT- indice ICDAS II P CIT-indice ICDAS Il P CIT-indice ICDAS Il P
Variables Ausencia Presencia Ausencia Presencia Ausencia Presencia
27 (22.3%) 94 (77.7%) 24 (28.9%) 59 (71.1%) 51 (25.0%) 153 (75.0%)
Habitos de salud bucal
Frecuencia de cepillado dental (dia) 0.790? 0.429% 0.356%
No cepillado/ 1 vez 11 (40.7) 41 (43.6) 5 (20.8) 18 (30.5) 16 (31.4) 59 (38.6)
2 0 més veces 16 (59.3) 53 (56.4) 19 (79.2) 41 (69.5) 35(68.6) 94 (61.4)
Supervision de cepillado dental de la madre/cuidador 0.039¢ 0.667° 0.029°
No 0(0.0) 13 (13.8) 1(4.2) 6 (10.2) 1(2.0) 19 (12.4)
Si 27 (100.0) 81 (86.2) 23(95.8) 53(89.8) 50 (98.0) 134 (87.6)
Atencion Odontoldgica
Visita al odontdlogo 0.423° 0.813% 0.627°
Si 15 (55.6) 44 (46.8) 11 (45.8) 29 (49.2) 26 (51.0) 72 (47.1)
No 12 (44.4) 50 (53.2) 13 (54.2) 30 (50.9) 25 (49.0) 81 (52.9)
Motivo de la primera visita al odontélogo 0.048° 0.838° 0.121°
No asistieron 12 (44.4) 50 (53.2) 13 (54.2) 30(50.9) 25 (49.0) 80 (52.3)
Dolor 0(0.0) 1(1.1) 1(4.2) 5(8.5) 1(2.0) 6 (3.9)
Consulta 15 (55.6) 31(33.0) 8(33.3) 16 (27.1) 23 (45.0) 47 (30.7)
Tratamiento 0(0.0) 12 (12.7) 2(9.3) 8 (13.5) 2 (4.0) 20 (13.1)
Dieta cariogénica
Frecuencia de consumo de golosinas al dia 0.0522 0.414% 0.0242
A veces/ Nunca 10 (37.0) 24 (25.5) 13 (54.2) 23(39.0) 23 (45.1) 47 (30.7)
1vez 13 (48.2) 33(35.1) 8(33.3) 23 (39.0) 21(41.2) 56 (36.6)
2 0 mas veces 4 (14.8) 37 (39.4) 3(1255) 13 (22.0) 7(13.7) 50 (32.7)

* Media + desviacion estandar; a: Prueba chi cuadrado; b: Prueba de Fisher; ¢ Prueba Mann Whitney.
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Continuacién

1° Periodo (n=121) 2 Periodo (n=83) Total (n=204)
Variables CIT- indice ICDAS I p CIT- indice ICDAS Il p CIT- indice ICDAS I p
27 (22.3%) 94 (77.7%) 24 (28.9%) 59 (71.1%) 51 (25.0%) 153 (75.0%)

Condiciones bucales
Nivel de higiene bucal segun indice Silness-Lée modificado <0.001°¢ <0.001° <0.001°¢

Bueno 7 (25.9) 6 (6.4) 18 (75.0) 2 (3.4) 25 (49.0) 8(5.2)

Regular 0(0.0) 40 (42.6) 1(4.2) 49 (83.1) 25 (49.0) 56 (36.6)

Deficiente 20 (74.1) 48 (51.0) 5 (20.8) 8 (13.5) 1(2.0) 89 (58.2)
Factores bioldgicos

pH saliva 8.63 + 1.57 8.49 +1.62 0.865¢ 7.51+1.27 7.59 £ 1.95 0.299¢ 8.10+153 8.14+1.80 0.872¢

* Medina = Rango intercuartil; a: Prueba chi cuadrado; b: Prueba Mann Whitney; c: Prueba de Fisher.

40



1.5.1.6. Asociacion de la caries de infancia temprana y estado nutricional.
Con relacién a los diferentes indicadores con sus respectivas categorizaciones
tanto al afio y dos afios no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de nifios con y sin CIT. Sin embargo, durante la
evaluacion a la edad actual, se evidencid que los nifios sin CIT presentaban un
mayor promedio del puntaje Z de IMC para la edad (1.30 + 1.24), en comparacion
con los que presentaban CIT (0.78 + 1.08), este resultado fue estadisticamente

significativo (p=0.014). (Tabla 6)
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Tabla 7. Asociacion entre Caries de Infancia Temprana y Estado
Nutricional en andlisis bivariado.

Total (n=204)

Estado Nutricional Caries de Infancia Temprana segin ICDAS 11 P
Ausencia Presencia
51(25.0%) 153(75%)
Estado nutricional al afio
Talla para la edad 0.6162
Categorias Desnutricién crénica 5(9.8) 19(12.4)
Normal 46(90.2) 134(87.6)
Peso para la talla 0.448°
Categorias Normal 43(84.3) 137(89.6)
Sobrepeso 7(13.7) 12(7.8)
Obesidad 1(2.0) 4(2.6)
Peso para la edad 0.776°
Categorias Bajo peso 1(1.9) 1(0.7)
Normal 49(96.1) 148(96.7)
Sobrepeso 1(2.0) 4(2.6)
Estado nutricional a los 2 afios
Talla para la edad 0.5872
Categorias Desnutricion cronica 4(7.8) 16(10.5)
Normal 47 (92.2) 137(89.5)
Peso para la talla 0.862°
Categorias Normal 47(92.2) 141(92.2)
Sobrepeso 4(7.8) 10(6.5)
Obesidad 0(0.0) 2(1.3)
Peso para la edad 0.760°
Categorias Bajo peso 0(0.0) 2(1.3)
Normal 51(100) 148(96.7)
Sobrepeso 0(0.0) 3(2.0)
Estado nutricional a la evaluacién bucal
Talla para la edad -0.73+0.88 -0.74+0.89 0.846°
Categorias 0.889?
Desnutricién cronica 5(9.8) 14(9.2)
Normal 46(90.2) 139(90.8)
Puntaje Z de IMC para la Edad 1.30+1.24 0.78 £1.08 0.014°

* Media * desviacion estandar; a: Prueba chi cuadrado; b: Prueba de Fisher; c: Prueba de U-
Mann Whitney
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1.5.1.7. Analisis multivariado

Dado que el unico indicador asociado en el analisis bivariado fue el puntaje z de
IMC, se procedio a realizar el andlisis multivariado. Previo a este anélisis, se
verifico si el hecho de haber recogido informacién antes y durante la pandemia
pudo haber modificado el efecto del estado nutricional y caries, sin embargo, el
andlisis concluy6 que no hay tal efecto modificador (Anexo 8) y por lo tanto los
datos fueron tratados como un solo grupo. En el anélisis multivariado, a la edad
de la evaluacion bucal se encontrd que por cada unidad de aumento en el puntaje
z de IMC para la edad, la prevalencia de CIT disminuye en un 7% (IC 95%: 1%
,12%), ajustado por la edad del cuidador, ingreso familiar mensual, puntuacion del
PPI, frecuencia de cepillado dental, supervision de cepillado dental, motivo de
consulta, consumo de golosinas y nivel de higiene bucal. (Tabla 8)

Adicionalmente, se evidencié que la prevalencia de CIT en nifios que consumen
golosinas méas de dos veces al dia fue 19% mayor que en aquellos que no
consumian golosinas, con un IC al 95%; 1% a 40%. También se evidencio6 que la
prevalencia de CIT en nifios con higiene bucal regular fue 2.66 veces que la
prevalencia de CIT en nifios con buena higiene bucal, (IC 95%; 1.46, 4.76).
Asimismo, la prevalencia de CIT en nifios con un nivel de higiene bucal deficiente
fue 3.72 veces que la prevalencia de CIT en nifios con buena higiene bucal, con

un IC al 95%; 2.09 ,6.55) (Tabla 8).
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Tabla 8.  Andlisis multivariado entre CIT y estado nutricional ajustado por edad del cuidador,
ingreso familiar mensual, puntuacion de Indice de probabilidad y pobreza, frecuencia de
cepillado dental, supervision de cepillado dental, motivo de la primera visita al odontélogo,
consumo de golosinas y nivel de higiene bucal.

SIN AJUSTAR AJUSTADO
Variables CIT CIT
RP 1C 95% P RP IC 95% p

Estado Nutricional

Puntaje z de IMC para la edad -
Evaluacion bucal

Condiciones bucales
Nivel de higiene bucal segun indice modificado Silness-Loe

089 0.82-0.97 0.007 093 0.88-0.99 0.049

Bueno Ref. Ref.
Regular 2.85 153-531 0.001 266 143-494 0.002
Deficiente 4.08 2.23-7.47 0.000 372 2.03-6.81 0.000

Dieta cariogénica
Frecuencia de consumo de golosinas al dia

A veces/ Nunca Ref. Ref.

1vez 1.08 0.87-134 0464 106 0.89-126 0.508

2 0 Mas veces 130 108-158 0.006 119 1.01-140 0.039
Edad del cuidador (afios) 101 099-102 0230 101 0.99-102 0.228
Ingreso familiar mensual 1.00 099-101 0539 100 0.99-100 0.515
Pobreza

Promedio de Pobreza segun PPI
(Puntuacion Total)

Habitos de salud bucal

Supervision de cepillado dental de la madre/cuidador
Si Ref. Ref.

No 1.3 114-149 0.000 106 090-124 0474
Atencién Odontolégica

099 098-1.01 0.088 099 0.99-1.03 0.584

Motivo de la primera visita al odontdlogo

No asistieron Ref. Ref.

Dolor 1.12 0.82-155 0473 087 0.70-1.09 0.232
Revision 0.88 0.72-1.07 0.207 094 0.30-1.10 0.417
Tratamiento 1.19 1.00-141 0.042 113 096-133 0.150

RP: Razén de Prevalencia, IC: Intervalo de Confianza; Regresion Logistica Multiple; Ajustado por edad
del cuidador, ingreso familiar mensual, puntuacion de indice de probabilidad y pobreza; habitos de
higiene: supervision de cepillado dental; atencién odontoldgica: motivo de consulta; dieta cariogénica:
consumo de golosinas y nivel de higiene bucal.
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1.6. Discusién

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la asociacion entre CIT en
nifios de 3 a 5 afios y el estado nutricional al afio, dos afios y a la edad de
evaluacion bucal. No se evidencio asociacion entre el estado nutricional al afio
o dos afios y la CIT evaluado a los 3-5 afios (edad de la evaluacion bucal), lo
que indicaria que el estado nutricional previo no afecta la salud oral en estos
nifios. Sin embargo, se observo que los nifios con mayor IMC tenian una
menor prevalencia de CIT a la edad de la evaluacion bucal. Similares
resultados encontraron Guaré et al., quienes observaron que los
nifilos/adolescentes con sobrepeso y obesidad, de acuerdo al IMC para la edad,
tenian menor experiencia de caries dental y menor riesgo de caries en ambas
categorias (64). Aunque el hallazgo parezca no intuitivo, esto podria
explicarse por varios factores; uno de ellos, la presencia en la saliva de
anticuerpos asociados a la caries dental. Pérez et al. demostraron que los nifios
con sobrepeso/obesidad, evaluados a través del IMC, tienen niveles mas altos
de inmunoglobulina A secretora (IgA-s) en la saliva (90). Asi mismo, Pandey
et al. observaron que la IgA-s se une a componentes moleculares e interfiere
en la adhesion microbiana, esta 1g-A es preponderante en la saliva y
desempefia un rol relevante en el proceso de prevencion de la caries dental
(91). Teniendo en cuenta lo anterior, es razonable deducir que los nifios con
sobrepeso u obesidad podrian presentar menor posibilidad de presentar caries
dental porque su saliva contiene niveles mas altos de 1gA-s (90). Guaré et al,
también menciona que tal vez, la relacion inversa entre la obesidad y la

experiencia de caries dental podria estar asociada a diferencias fisioldgicas
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(incluyendo el metabolismo, el sistema inmunolégico, el cardiovascular y
otros) entre nifios/adolescentes sanos y obesos (44). Por otro lado, Fernandez
et al. sugieren gque una ingesta de alta frecuencia de carbohidratos podria
contribuir a la instalacion de la enfermedad de caries pero sin impacto en el
peso de los nifios, pues una posible explicacion para esta asociacion negativa
entre obesidad y caries es el estar relacionada con las comidas principales y
los snacks, dado que los snacks aportan bajo valor nutricional mientras que las
comidas principales aportan mas proteinas y grasas y menos contenido de

azucares que los snacks (92).

Una revision sistematica y metaandlisis realizada por Angelopoulou et al.,
evaluaron entre los indicadores antropomeétricos peso para la talla e IMC para
la edad, en este estudio mencionan que los resultados de los estudios incluidos
fueron incongruentes; sin embargo, el metaanalisis podria sugerir que los
nifios con sobrepeso u obesidad presentan mas posibilidad de sufrir caries. No
obstante, este hallazgo debe tomarse con cautela, pues todos los estudios
incluidos fueron transversales, con pruebas de calidad moderada y con un

riesgo de sesgo relativamente alto (93).

Chen et al., basados en el indicador IMC, encontraron una prevalencia
significativamente alta de riesgo de caries entre los nifios con sobrepeso y
obesidad en los dientes primarios y permanentes en paises con recursos
econdémicos altos, pero no en paises con recursos economicos bajos y medios

(19). Al respecto, Marshall et al. reportaron que la caries dental y la obesidad
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coexisten en nifios de nivel socioeconomico alto. Como sefiala Marshall et al.,
el hecho de haber sido identificado como "sobrepeso” en un periodo temprana
de la vida puede atraer la atencion de los profesionales de la salud y los padres,
quienes podrian haber implementado medidas dietéticas restrictivas. Estas
medidas podrian haber reducido el riesgo de caries en los nifios con
"sobrepeso” sin afectar la predisposicion genética a la obesidad(94). Por otro
lado, los nifios identificados como "en riesgo" de sobrepeso a la edad de 5 afios
podrian estar experimentando los efectos ambientales acumulativos de
factores dietéticos; es decir, con el tiempo, estas influencias acumulativas
podrian contribuir a la condicion de "en riesgo"” de sobrepeso a medida que
crecen y serian los mismos factores dietéticos observados en nifios con caries
dental (95). En el presente estudio, la obesidad de los nifios fue relativamente
reciente, pues se observd que al menos en los dos primeros afios, las
frecuencias de sobrepeso y obesidad fueron menores en comparacion de los

estados nutricionales a la edad de la evaluacion bucal.

Adicionalmente, Manohar et al., mencionan que los nifios con sobrepeso y
obesidad, segun el indicador IMC para la edad, son mayormente vulnerables
a la caries dental y que los niveles de ingresos inferiores y la educacion de los
padres influyen en la relacion entre los dos problemas. Sin embargo, la calidad
de la evidencia vario considerablemente; por lo tanto, los hallazgos deben
interpretarse con cautela (95). Existe otro estudio que sugiere que la caries
dental esta asociada con un estado de indice de masa corporal (IMC) alterado,

ya sea de bajo peso o de sobrepeso, y la asociacion no parece diferir entre
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paises 0 regiones(80,96). La naturaleza de la asociacion es, sin embargo,
compleja y podria estar influenciada por una serie de factores biomédicos y

psicosociales para el grupo de edad preescolar (78,80).

Los hallazgos en el presente estudio revelan que el estado nutricional al afio y
a los dos afios no present6d una asociacion con la CIT, pero se observd que
mayormente los nifios con desnutricidn cronica presentaron CIT en los dos
primeros afios de vida. Con relacion a lo mencionado, los nifios desnutridos
podrian tener menor acceso de alimentos azucarados o acidos, disminuyendo
asi la ingesta del azucar, potencial factor de riesgo para el progreso de lesiones
de caries. Por otro lado, los nifios con bajo peso podrian convivir en un
entorno de malas condiciones econdmicas y falta de conocimiento sobre
cuidados salud bucal que conllevarian a una mayor experiencia de caries
dental(26). Asi, se ha recomendado que los programas de prevencion en salud
publica deben abordar de forma conjunta las afecciones en el estado
nutricional de los nifios para disminuir la carga y potenciar la eficacia de las
estrategia(96). Ademas, se debe destacar que los equipos de atencidn primaria,
que incluyen agentes de salud comunitarios, presentan un rol primordial en el

éxito de los programas dirigidos a prevenir la CIT(2).

Asimismo, otro hallazgo importante es la confirmacion de la asociacion
significativa entre la higiene bucal deficiente y la CIT. Al respecto, otras
investigaciones reportaron que la deficiencia o falta de higiene bucal

influenciada por la pobreza y la desigualdad en el acceso a los servicios de
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salud podrian desempefiar un rol importante en el desarrollo de la caries
dental(78,80). A estos se suman otras condiciones de riesgo de caries como el
cepillado no frecuente, padres con desempleo o trabajo independiente y con
nivel de educacion menor de 8 afos, y el consumo de azlcares de al menos

una vez al dia(97).

Cabe mencionar que, en el presente estudio se evidencié que algunos nifios
con IMC para la edad aumentado presentaban buena higiene bucal. Referente
a este resultado, Jirgersen et al. relataron que la ausencia de placa gruesa
visible en la superficie dental y las diferencias en la frecuencia de cepillado
dental o las habilidades/eficacia del cepillado dental pueden reflejarse en un
buen control del placa dental (98). Ademas, Garcia et al. hacen referencia que
es posible que, los nifios de nivel socioecondmico alto tendrian mayor acceso
a los servicios de salud dental que los que viven en paises no industrializados.
Esto favoreceria la prevencion de la caries dental, suponiendo una mejor
higiene bucal, sin embargo, las conclusiones aun no son definitivas por ser una
relacién compleja(99). Ademas, cabe mencionar que este buen estado de salud
bucal en los nifios estudiados podria ser debido a que estos nifios han
pertenecido a una cohorte de nacimiento, donde se brindo consejeria de salud
general desde el nacimiento, que podria haber contribuido en los cuidados de

salud bucal de manera mas consciente.

Otro punto por considerar es que una parte de los nifios que participaron en

este estudio fue evaluada en el transcurso de la pandemia, lo que produjo
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cambios en los comportamientos de estilo de vida, incluido el consumo de
comida répida y el tiempo sedentario durante la pandemia. Al respecto,
diversos estudios recientes han asociado estos cambios durante la pandemia

por COVID-19 con el aumento de peso (100-102).

Considerando que en la presente investigacion se evidencio asociacion entre
CIT y el alto consumo de azlcares a través del consumo de golosinas;
podriamos mencionar que el consumo de azUcares justo después de la erupcion
de los de los primeros dientes facilita el establecimiento de un microbiota oral
cariogénica, que es una condicion predictiva de futura experiencia de CIT
(103). Algunos estudios de cohorte en preescolares han reportado esta
asociacion (104,105) y otros estudios realizados en diversas poblaciones han
mostrado que la dieta rica en azUcares tiene un rol primordial en la aparicion
y la gravedad de la caries dental (103). Los datos muestran una relacion dosis-
respuesta entre el consumo de azucar y caries dental; asi, cuanto mayor es la
ingesta de azlcar, mayor es la experiencia y la severidad de la CIT(104,105).
Sin embargo, otros estudios relataron que aun no esta clara esta asociacion,
pues el consumo de azucar una o dos veces al dia no se asocia a un importante

incremento del riesgo de caries dental (103,106).

Otro factor que estuvo inmerso en el presente estudio fue la pandemia,
Matsuyama et al. en un estudio de cohorte, encontraron que la caries dental en
nifilos aumentd ligeramente luego de la pandemia. Sin embargo, es necesario

estudios para evaluar el impacto de la pandemia en la caries dental infantil
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(107). Ademas, cabe comentar que durante el confinamiento destinado a
contener la propagacion de la pandemia los nifios modificaron sus estilos de
vida y como consecuencia existi6 un aumento de peso originando
sobrepeso/obesidad(108). Segun Neshteruk et al. en este periodo se
presentaron cambios dietéticos clave, también se presentaron cambios en los
horarios de suefio con los nifios que se acostaban y se despertaban mas tarde,
y un aumento del tiempo de ocio observando los dispositivos con pantalla.
(109). Sin embargo, en el presente estudio no se encontrd evidencia de tal
efecto modificador, y ademas nuestra poblacion no fue evaluada antes de la

pandemia.

1.7 Limitaciones

Una de las limitaciones de este estudio radica en que a pesar de que se tenia
informacion de los indicadores antropométricos del afio y dos afios, no
teniamos informacidn sobre la evaluacién bucal en esas edades. Sin embargo,
cabe destacar que el estudio considerd datos antropomeétricos fidedignos
provenientes de una cohorte de nacimiento en los dos primeros afios de vida,
que contribuy6 en la evaluacion de la asociacion con la CIT.

Otra limitacion fue que las madres/cuidadoras tenian que contestar algunas
preguntas sobre eventos pasados, tales como la visita al odontélogo, inicio de
cepillado dental y el motivo de la visita al odontélogo. Sin embargo, tenian
conocimiento de la salud general de sus hijos, probablemente por haber
participado durante dos afios en el estudio de cohortes previo, y por ello

podrian estar concientizadas sobre el estado de salud de sus hijos.
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1.8. Recomendaciones

Este estudio podria ser el punto de inicio de futuras investigaciones con
disefios longitudinales que nos permitan mejorar la evidencia causal de estas
dos condiciones. Se sugiere realizar cuestionarios de habitos de dieta
cariogénica teniendo en cuenta las frecuencias del consumo de productos

azucarados que nos permita comprender esta asociacion.

1.9 Conclusiones

El presente estudio encontré asociacion inversa entre la caries de infancia
temprana y IMC en nifios de 3-5 afios. Ambos son morbilidades, por lo que
habria que esclarecer o abordar con mayor profundidad esta asociacion
teniendo en cuenta los estilos de vida. Al respecto, el nivel de higiene bucal
irregular o deficiente y consumo de golosinas son factores asociados con esta

enfermedad, tal como lo afirma la evidencia disponible.
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CAPITULO I

Asociacion entre la concentracion de Streptococcus dentisani y la caries de

infancia temprana en nifos de 3 a 5 afios.

Resumen

Objetivo: Evaluar la asociacion entre la concentracion de Streptococcus dentisani
y la caries de infancia temprana (CIT) en nifios de 3 a 5 afos.

Materiales y métodos. Estudio transversal que incluy6 a 204 nifios de 3 a 5 afios,
con muestras de placa dental, evaluados mediante el indice ICDAS Il para
determinar la presencia de CIT. Se analizaron las concentraciones de S. dentisani y
adicionalmente de S. mutans utilizando la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa a tiempo real (QPCR). Ademas, se recabd informacion sobre dieta
cariogénica, habitos de higiene bucal y pH. El anélisis estadistico multivariado de
la concentracion de S. dentisani en UFC/ng de ADN, expresados en logaritmos base
10, y CIT fue realizado ajustado por las variables confusoras.

Resultados. La concentracion de S. dentisani en placa dental en nifios sin CIT fue
6.62 x 10°UFC/ng de ADN, en contraste con 4.40 x 10°UFC/ng de ADN en nifios
con CIT (p<0.05). En el andlisis multivariado ajustado por las variables confusoras,
se encontrd que el promedio de concentracion de S. dentisani en los nifios con CIT
fue 0.52 logl0 UFC/ng de ADN menor que el grupo sin CIT (IC 95%: -1.00 a -
0.03). Asimismo, se encontrd que el promedio de concentracion de S. dentisani en
el grupo de nifios que consumian golosinas 1 o 2 veces al dia fue 0.65 log10 UFC/ng
de ADN menor que en el grupo que no consumian estos productos (IC 95%: -1.13,
-0.16). Finalmente, no hubo correlacion entre las concentraciones de S. dentisani y

S. mutans (p>0.05), en muestras de placa dental.
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Conclusion. Existe asociacion inversa de S. dentisani con caries de infancia
temprana en nuestra poblacion de estudio.

Palabras claves: Preescolares, Streptococcus, Caries Dental, Placa Dental.
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Abstract

Objective. To determine the association between the concentration of
Streptococcus dentisani in dental plaque samples and early childhood caries (ECC)
children aged 3 to 5 years.

Material and Method. Cross-sectional study that included 204 children aged 3 to
5 years, with dental plaque samples, evaluated using the ICDAS Il index to
determine the presence of ECC. The concentrations of S. dentisani and additionally
of S. mutans were analyzed using the real-time polymerase chain reaction technique
(gPCR). In addition, information was collected on cariogenic diet, oral hygiene
habits and pH. The multivariate statistical analysis that evaluated the association
between concentrations of S. dentisani in CFU/ng of DNA, expressed in base 10
logarithms, and ECC, was performed adjusted for confounding variables.

Results. The concentration of S. dentisani in dental plaque in children without ECC
was 6.62 x 103CFU/ng of DNA, in contrast to 4.40 x 103CFU/ng of DNA in children
with ECC (p<0.05). In the multivariate analysis adjusted for confounding variables;
it was found that the average concentration of S. dentisani in children with ECC
was 0.52 log10 CFU/ng of DNA lower than the group without ECC (95% CI: -1.00,
-0.03). Likewise, it was found that the average concentration of S. dentisani in the
group of children who consumed of sweets 1 or 2 times a day was 0.65 log10
CFU/ng of DNA lower than in the group that did not consume these products (95%
Cl: -1.13, -0.16). Finally, there was no correlation between the concentrations of S.
dentisani and S. mutans (p>0.05), in dental plaque samples.

Conclusion. There is an inverse association between S. dentisani and early

childhood caries in this study population.
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Keywords: Preschools, Streptococcus, Dental Caries, Dental Plague.
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2.1 Introduccién.

La caries dental es un problema bucal que surge por la interaccion de factores
medioambientales que provocan la alteracion de una comunidad bacteriana en
equilibrio hacia un desequilibrio (disbiosis). Tiene como factor principal asociado
el alto consumo de azUcares, los cuales son utilizados por bacterias afines que
generan &cidos, disminuyendo asi el pH y modificando el entorno. Esta nueva
condicion ambiental favorece la proliferacion de mas bacterias productoras de
acidos (110). La caries dental se ha asociado con una composicion microbiana

diferente a lo largo del tiempo (29).

Durante afios, los microorganismos asociados con la caries dental han sido los
Streptococcus mutans y otras especies como Lactobacillus spp., Actinomyces,
Bifidobacterium y Veillonella (29). Una especie bacteriana resistente al &cido es el
Streptococcus mutans, el cual es altamente cariogénico, y su presencia temprana en
nifios sin dientes (a partir de los 3 meses de edad) sugiere que los tejidos blandos
pueden desempefiar un papel como reservorio de microorganismos patdgenos

orales (40).

Por otro lado, algunos estudios demuestran que la presencia de especies de
Streptococcus mutans y Lactobacillus spp. son marcadores de riesgo para la caries
de infancia temprana (111,112). También, se ha encontrado al género
Bifidobacterium en mayor cantidad que los Streptococcus mutans y Lactobacillus
spp. en caries de infancia temprana a nivel de dentina profunda y cavitada

(113,114).
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Los avances recientes en los métodos moleculares han permitido estudiar la
microbiologia de la caries dental, demostrando que la diversidad de la microbiota
implicada en la enfermedad, es mucho mas variada de lo que se creia (69). Estudios
recientes han evaluado la posible modificacion del microbioma oral (es decir se
refiere a la microbiota y a la funcién que cumple dentro de dicho habitat) por el
empleo de antibidticos en los dos primeros afios de edad, asi como el tipo y la
duracion de la lactancia y el tipo de parto (29). Sin embargo, se necesitan mas
estudios exploratorios que describan la diversidad y riqueza de los

microorganismos orales desde los primeros afios de vida (29).

A pesar de su asociacién con microorganismos, la caries dental no es considerada
una enfermedad infecciosa en términos clasicos porque su etiologia es claramente
polimicrobiana y porque las bacterias patdgenas involucradas también se
encuentran en individuos sanos, aunque en proporciones mas bajas (31). Cada vez
estd mas claro que no solo hay bacterias asociadas a la enfermedad y comensales
en la cavidad oral, sino también otros microorganismos que contribuyen al
equilibrio del microbiota, ya que poseen propiedades benéficas que parecen estar
asociados activamente con la salud como son las bacterias por ejemplo
Lactobacillus y Bifidobacterium (provenientes de la microbiota intestinal) (31). Sin
embargo, el uso de muchas de estas cepas en enfermedades orales como la caries
dental puede ser problematico porque tanto las especies Lactobacillus como
Bifidobacterium han demostrado ser acidogenas y participar en la degradacion de

las estructuras de los dientes. La capacidad de las bacterias intestinales para
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colonizar el nicho oral y producir efectos anticaries todavia debe demostrarse,
incluso si se seleccionan cepas acidogenas débiles. Ademas, el uso de probioticos
intestinales en la cavidad oral ha sido criticado. (31,115). Recientemente, se han
identificado algunas especies orales nuevas, de la propia cavidad bucal, que
presentan funciones antimicrobianas y reguladoras del pH, lo que las hace

prometedoras para nuevas estrategias de prevencion de la caries dental (35).

Una de estas bacterias beneficiosas es el S. dentisani, que pertenece al grupo Mitis
y se ha aislado de la placa dental de individuos adultos espafioles sin caries (35).
Este microorganismo tiene un aspecto de coco, su crecimiento es en colonias de
aproximadamente 1.5 mm de didmetro, siendo un anaerobio facultativo y presenta
un pH ideal de 7, pero resiste condiciones acidas moderadas (40). Uno de sus
atributos beneficiosos es la produccion de bacteriocinas, las cuales inhiben el
crecimiento de bacterias involucradas en la caries dental como el S. mutans. Otro
atributo es la capacidad de amortiguacién del pH a partir de la produccién de

amonio mediante arginina (40).

El S. dentisani se ha propuesto como probiotico para prevenir caries, ya que los
probioticos asociados al intestino tienen atributos limitados para colonizar la
cavidad oral y desempefiar su funcion relevantemente beneficiosa. Los estudios
sobre estas bacterias, que presenten caracteristicas beneficiosas para la cavidad oral
y comprueben su eficacia, son escasos; sin embargo, se estan realizando ensayos

clinicos en seres humanos con la cepa S. dentisani 7746(38,116).
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Ademas, estudios sobre la mejora de ciertos pardmetros clinicos en comparacion
con el grupo placebo, como la producciédn de lactato, el flujo salival o el indice de
placa (32), deberian llevarse a cabo en el futuro a partir de estudios que determinen
su presencia y cuantifiquen esta bacteria beneficiosa en diferentes poblaciones y
grupos etarios. Puesto que en nifios menores de 5 afios existen una escasa evidencia

cientifica que han determinado la presencia del S. dentisani (27,29).

Actualmente, tres estudios realizados en nifios muestran resultados mixtos.
Angarita et al. no evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en la
presencia de S. dentisani en nifios colombianos de 6 a 12 afios con o sin caries
dental. Sin embargo, observaron una mayor presencia del S. dentisani en nifios con
menos frecuencia de consumo entre comidas y en nifios con mayor uso de productos
con fldor (40). Lopez-Santacruz et al. identificaron S. dentisani en la placa dental
supragingival de 25 nifios de 4 a 12 afios sin caries y 29 con caries activa de una
poblacion infantil mexicana, encontrando proporciones significativamente mayores
en el grupo sin caries. Ademas, encontraron una correlacion negativa entre la caries
dental (evaluado mediante del indice de ceo-d: cariados, perdidos u obturados en
dientes) y el porcentaje de S. dentisani (27). Bedoya-Correa et al. llevaron a cabo
un estudio en 54 nifios en Colombia entre las edades de 6 a 11 afios, donde hallaron
un aumento en la frecuencia de S. dentisani en el grupo sin caries, sugiriendo la
alternativa de requerir niveles minimos de S. dentisani en la placa dental para
demostrar una condicion protectora verdadera. También es importante tener en

cuenta que este efecto podria estar relacionado con factores intrinsecos de los nifios
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y con la variabilidad genética intraespecifica que se encuentra en cada individuo

(39).

Debido a las propiedades y a los hallazgos en los diferentes estudios sobre S.
dentisani, esta bacteria podria desempefiar un papel como un marcador bioldgico
para condiciones de salud oral. (32,37,40,117). Por lo tanto, el objetivo del presente
estudio es determinar la asociacion entre la concentracion de S. dentisani y la caries
de infancia temprana, mediante la evaluacion de CIT a través del indice ICDAS Il
y de muestras de placa dental y saliva. Todas las muestras fueron analizadas
mediante la técnica de reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real (QPCR)
para evaluar las concentraciones de S. dentisani, asi como del S. mutans, este Gltimo

considerado altamente patdgeno en la caries dental.

2.2 Pregunta de Investigacion:

¢Cual es la asociacion entre las concentraciones de S. dentisani en placa dental

y la CIT en nifios que residen en Villa El Salvador?

2.3. Objetivo de la Investigacion:

Determinar la asociacion entre las concentraciones de S. dentisani en placa

dental y la CIT en nifios que residen en Villa El Salvador.

2.3.1 Objetivos Secundarios:

- Determinar la relacion entre las concentraciones de S. mutans y S. dentisani

en placa dental y saliva.
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2.4. Materiales y Métodos

2.4.1 Disefo

La presente investigacion es un estudio observacional, descriptivo, de

muestras transversales recolectados del estudio 1.
2.4.2 Poblacién y Disefio muestral

2.4.2.1 Poblacién

1) Poblacién del estudio de la investigacion 2:

Nifios que provienen del estudio 1.

Nifios de 3 a 5 afios
n=204

l

Criterios de inclusion
- Nifios participantes del estudio 1.
Criterios de exclusion
No tratados con antibidticos en los tres meses anteriores al estudio.

1 Ser 1

2 Evaluacion CIT: indice ICDAS Il

(ICDAS:0=Ausencia, ICDAS: 1-6=Presencia )

3495 1

Ewvaluacion de Muestra de biolagicas:

Registra y Evaluacion:
~" Edad y sexo del nifio
+" Hibitos de higiene orzl
+" Dieta caricgenica

L. . ~" pH salival
L Placa dental/saliva P
5 L8 / \
F - S
6~ §= a ™ 8
9 g (37
Sin Caries dental Con Caries dental
Evaluacion de Streptococcus dentisoni y Streptococcus mutans
Aizlamiento e identificacidn macroscopice y microscopica de las cepas de
referancia de 5. dentisoni CECT 7746 y 5. mutaons ATCC 25175

Extraccion de ADN —
Técnica FCR tiempo raal

!

Analisis estadistico

Figura 3. Diagrama de flujo del estudio del estudio 2.

2.4.2.2. Criterios de seleccion

a. Criterios de inclusién

- Nifos entre los 3 a 5 afios participantes del estudio 1.

62




- Madre o tutor legal que por medio de consentimiento informado acepto

la toma de muestras bioldgicas (saliva y placa dental).

b. Criterios de exclusion

- Nifio con xerostomia por algin problema de salud.

- Nifio (a) que no colabora a pesar de tener el consentimiento
informado por la madre o tutor legal.

- Tratados con antibidticos en los tres meses previos al estudio (29).

- Niflo que presentara alguna incapacidad mental o fisica.

2.4.3. Muestreo
I. Tipo de muestreo

El presente estudio fue por muestreo no probabilistico por conveniencia,
participaron todos los nifios del estudio 1 que cumplieron con los criterios de

inclusion.

2.4.4. Procedimiento del estudio.

La recoleccidn y conservacion de muestras bioldgicas para la investigacion 2, se
detalla en la investigacion 1, en el item 1.4.4.3. Recoleccion de datos; sub item d.
Muestras bioldgicas.

En el presente estudio se realizd una identificacién y cuantificacion de la
concentracion de S. dentisani y de S. mutans de muestras de placa dental y saliva a
la edad de la evaluacion bucal. Se tomaron en cuenta variables descritas en el
estudio 1 como: higiene bucal, pH salival, frecuencia de consumo de golosinas al

dia y frecuencia de alimentos entre las comidas al dia(40).
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a. Preparacion para el procedimiento del estudio.
En la prueba piloto se realizé lo siguiente:
1- La capacitacion y el entrenamiento de toma de muestras esta descrito en el
estudio 1.
2- Se capacitd y entrend a la investigadora principal en las diferentes técnicas
de biologia molecular que fueron utilizadas en el presente estudio: cultivo

microbioldgico, extraccion de ADN y gPCR.

b. Enrolamiento.
La invitacion y el enrolamiento general se especifica en la investigacion

lenelitem 1.4.4.2.

c. Recoleccion de datos
Cuestionarios
Cuestionario descrito en el estudio 1 (Ver Anexo 3) en donde se tomd
en cuenta las siguientes variables:
- Habitos de higiene bucal: Frecuencia de cepillado dental, uso de
pasta dental con flor(40).
- Dieta cariogénica: Frecuencia de alimentos entre las comidas al dia,

frecuencia de consumo de golosinas al dia(40).

Muestras biologicas

En el estudio presente se analizaron las muestras recolectadas, descritas en el

estudio 1:
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(1) Muestras de saliva.

A la madre y/o cuidadora se le dio instrucciones de no cepillarle los dientes
la noche anterior a la toma de la muestra, asi como también de que el nifio

no coma o tome bebidas dos horas antes de la toma de muestra (29).

La toma de muestra estuvo a cargo de la técnica de enfermeria, puesto que
ya tenia amplia experiencia en recolectar muestras de salivas durante el
estudio. Para ello, se utiliz6 una esponja (Salimetrics® SalivaBio's Infant's
Swab) usando el mismo protocolo de la cohorte estudiada, para recolectar
saliva no estimulada durante 1-2 min. Esta muestra de saliva no estimulada
se reconoce como una representacion de todo el ecosistema oral. Se coloco
en tubos de microcentrifuga de 2 ml. y se transporto en cajas refrigeradas

(4°C) (29,72).

(2) Muestra de placa dental:

La investigadora principal se encargd de la toma de muestras de placa
dental, pues es especialista en odontologia pediatrica. Por ello, empled
métodos de manejo de conducta como de Decir-Mostrar-Hacer,
modelamiento y refuerzo positivo (68) para demostrar al nifio como se
realizaria la toma de muestra. Las muestras de placa dental fueron de placa
supragingival agrupadas se recolectaron de superficies lisas (vestibular,
lingual y palatino) de los posible 20 dientes, sin tocar lesiones de caries; fue
realizado con una cureta esteril y se coloco en tubos de microcentrifuga de

2 ml. con 200 pl de PBS 1x estéril (29,72).
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d. Procesamiento de muestras bioldgicas

1. Reactivacion de cepas de referencias tanto del S. dentisani y del S. mutans.
En primer lugar, se reactivaron las cepas de referencias S. dentisani (CETC 7446)
y el S. mutans (ATTC25175) siguiendo las instrucciones de los fabricantes a
través de medios de cultivo caldo y agar Infusion Cerebro Corazon (BHI, del
inglés Brain Heart Infusion). Se realiz6 un control de calidad de las placas y tubos
previo el sembrado de cepas. El proceso de sembrado fue realizado por
agotamiento y posteriormente fueron incubados: el S. dentisani durante 24 h a

37°C y el S. mutans durante 48 h a 37°C en agitacion (118).(Anexo 9)

2. ldentificacion de las cepas de referencia: S. dentisani y S. mutans.

El aislamiento e identificacion de colonias de S. dentisani y S. mutans fue
realizado a nivel macroscopico y microscopico. Se reconocio la forma de las
colonias de ambas bacterias. Para ello, se aplico técnicas de tincion de Gram(119)
en todas las colonias y luego fueron observadas a microscopio Optico,
identificando sus caracteristicas tipicas. LOpez-Lopez et al. mencionan que(35) las
colonias de S. dentisani, son aproximadamente de 0.4 mm a 0.6 mm de diametro,
transparentes, semejantes a puntos finos, borde regular, convexas, consistencia
suave, se desintegran y se deforman cuando son tocadas y se aprecia internamente
pequefios puntitos que asemejan brillar (35). Mientras, las colonias de S. mutans
presentan apariencia rugosa o lisa, de consistencia dura, los bordes no son

regulares, el color varia de azul claro a oscuro (35,39) (Anexo 9).
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3. Elaboracion de curva estandar.

Es un método que nos permite determinar la cantidad de un gen en una muestra.
Para conseguir los resultados, se utiliza una curva estandar construida a partir de
una dilucion de ADN seriada de una concentracion conocida. Previamente se
realizo calculé la equivalencia de unidades formadoras de colonias (UFC) con
la concentracion de ADN, para lo cual se realizé los siguientes procedimientos:
a. Célculo de las unidades formadoras de colonias (UFC) para cada cepa de
referencia.

Para esto se realizaron los siguientes procedimientos para cada una de las cepas
de referencia: preparacion de medios de cultivo (caldo BHI) y sembrado en agar
BHI; luego se midio la densidad 6ptica (DO) a una longitud de onda de 595nm,
por medio de un espectrofotometro. Las absorbancias éptimas estuvieron en el
rango de 0.08 a 0.1, cuyo objetivo fue establecer la fase del cultivo bacteriano
ideal (118), obteniendo valores: S. dentisani= 0.0869 y S. mutans=0.0889. Luego
se prepard las diluciones seriadas de 10 a 101° y se inoculd 1 ml por triplicado
en placas Petri con agar BHI y se extendi6 usando la espatula Drigalski estéril,
y transcurrido el tiempo de incubacion (24 horas a 37°C), se continu6 a la lectura
de UFC. Obteniendo las siguientes concentraciones de UFC/ml de las cepas de
referencia: S. dentisani:1.6 x 108 UFC/ml y S. mutans:4.95 x 10" UFC/ml.
(Anexo 9).

b. Elaboracion, propiamente, de la curva estandar de ADN de ambas bacterias.
Se realizo la extraccion de ADN de las concentraciones obtenidas previamente
de ambas bacterias. Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas del ADN

(1071, 1073, 1075, 1077, 107'°). A continuacion, se procedio a la amplificacion del
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ADN mediante la técnica de gPCR utilizando SybrGreen, registrando los ciclos
necesarios para alcanzar el umbral de fluorescencia (Ct). Los valores de Ct para
cada dilucidn se obtuvieron y se representaron en las figuras 4 y 5. Cada curva
se construy6 siguiendo las recomendaciones de Lopez-Lopez et al.(31). Este
procedimiento permite cuantificar con precision la cantidad de ADN en las

muestras utilizando qPCR (120).

a. Eficiencia de la Amplificacién c. Curva estdndar do la ion d;
-0.267348065 1.537974529 93,60
b. Tabla de diluciones utilizada.
Coneantracién Inicial Dilucion LogUFC Ct
1.6X108UFC/mL 160 2.204119983 35.85479736 0 Curva Estandar S. Dentisani
concentracisn=1ml 1600 3.204119983 33.35106838 o ...
16000 4204119383 29.90733147 jz ’_‘
160000 5.204119983 26.22633323 - .
1600000 6.204119983 22.43757629 5 20 """o..
16000000 7.204119383 18.91653548 15 i
160000000 5.204119983 15.43632143 10
0
2 4 [ 8 0
Log UFC/mil
¥ 3.4801x% + 44,137
R?=0.9978

Figura 4. Curva Estandar del S. dentisani, a: Eficiencia de la
Amplificacion. b. Tabla de diluciones utilizada. c. Curva
estandar mostrando la ecuacion generada.

a. Eficiencia de la Amplificacion. c. Curva estandar mostrande la ecuacion generada.
-0.284681299 1.92811095 92.61
b.Tabla de diluciones utilizada.

Concentracion Inicial UFC Log UFC Ct Curva Standar S. Mutans
4.85X10"7UFC/ml 485000 56046052  36.6619797 a0 .
concentracidgn=1ml 4550000 6.6946052  32.1677399 0 g
49500000 76946052  29.1253471 - .
495000000 8.6946052  25.9671553 & 20
10
] 2 4 8 ] 10
Log UFC/10mlL

¥ =-3.5127x + 56.253
R?* = 0.9909

Figura5. Curva Estandar del S. mutans, a: Eficiencia de la
Amplificacion. b. Tabla de diluciones utilizada. c. Curva estandar
mostrando la ecuacion generada.

4.Determinacion de la Concentracion de S. dentisani y S. mutans en placa

dental y saliva por gPCR:
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Una vez realizado los anteriores procedimientos, se realizé la extraccion de ADN
de las muestras de placa dental y saliva de los 204 nifios examinados.

Posteriormente, se realizo la cuantificacion utilizando la técnica de gPCR.

a. Extraccion de ADN en muestras de placa dental y saliva.

El procedimiento de extraccion de ADN fue similar para ambos tipos de muestra
Se alicuot6 250ul. de placa dental conservada en PBS 1X o de saliva (almacenadas
a -80°C hasta el momento del analisis) y centrifugd por refrigeracion a -4°C a
13,000 rpm por 7 minutos y luego fue retirado todo el sobrenadante y se afiadid
afiadir 150 pL de Buffer TE. Luego se inicié con el protocolo del Kit comercial
MasterPure™ Gram Positive DNA Purification (Epicentre).

Cada muestra de ADN obtenido fue medida en el Nanodrop System para evaluar

su calidad y cantidad en ng/ul de ADN.

b. Cuantificacion de S. dentisani y S. mutans mediante la técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa a tiempo real (qPCR).

El equipo utilizado fue el termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
y con los reactivos para SYBR Green (QuantiTect SYBR Green PCR Kit). Se
realiz6 una mezcla maestra para la reaccion de gPCR de un volumen final de 20
pl., el cual contenia: 10 pl. de SYBR Green Master Mix 2x, 1.5 pul. por cada
primer, 5 ul. de agua sin nucleasas, y 2 pl. de muestra. Los primers se muestran
en la tabla 9. EI ADN de la cepa de referencia de S. dentisani 7446 se usé como
control positivo y agua para PCR libre de DNA como control negativo, igual se

realizo con el S. mutans ATCC 25175l.
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Tabla 9. Primers usados en la prueba qPCR

Primers Secuencia de nucleotidos 5'-3' Blanco Cepa de referencia
CkSdF GTAACCAACCGCCCAGAAGG Streptococcus Dentisani
CkSdR CCGCTTTGGACTCGATCA areC CECT 7746

GTFB-F ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG Streptococcus mutans

GTFB-R CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC gt ATCC 25175

En las tablas 10 y 11 se aprecia la programacion tanto para el S. dentisani y el S.

mutans.
Tabla 10. Programacién de g PCR — Streptococcus dentisani.
Preincubacion 95°C 15 min.
Amplificacion 95°C 10 seg.
65°C 40 seg.
72°C 25 seg.
Curva Melting 95°C 5 seg.
65°C 1 min.
Tabla 11. Programacién de g PCR — Streptococcus mutans.
Preincubacion 95°C 15 min.
Amplificacion 95°C 10 seg.
60°C 40 seg.
72°C 25 seg.
Curva Melting 95°C 5 seg.
60°C 1 min.

Los valores de Ct obtenidos a partir de muestras de ADN de placa dental y de
saliva se introdujeron en la ecuacion de la curva estandar. Los valores resultantes
se normalizaron para determinar el nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) de S. dentisani o S. mutans por nanogramo (ng) de ADN presente en las

muestras y realizar el respectivo analisis estadistico.

4. Supervision y monitoreo de actividades

Las técnicas de microbiologia molecular fueron también realizadas por la
investigadora, previamente capacitada y entrenada en el laboratorio de
Microbiologia Molecular (LID)- UPCH, teniendo una reunion semanal para evaluar

los avances con la asesora.
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2.4.5. Variables de estudio

1. Variable desenlace (dependiente) y covariables principal

(independiente)

Variable dependiente:
Concentracién de S. dentisani(29,40): se evalud la concentracion de
ADN de S. dentisani (UFC/ng ADN) en placa dental y saliva (UFC/ml) a
través de la técnica de reaccidon en cadena de polimerasa tiempo real
(gQPCR).
Tipo de variable: numeérica, continua, de razén.
Variable independiente(121):
Caries de Infancia temprana: se evalué por medio del indice ICDAS I,
el cual permite evaluar lesiones cariosas en sus fases iniciales, asi como
también su extension y actividad. Presenta valores de 0 al 6.
Tipo de variable categorica, dicotdmica, nominal.
Categorias: Ausencia = ICDAS |1 0, Presencia=ICDAS Il 1-6.
2. Otras covariables relevantes
- Concentracién de S. mutans (UFC/ng ADN)): bacteria cariogénica
en placa dental y saliva(35).
Tipo de variable: numeérica, continua, razon.
- Numero de lesiones cariosas (27): cantidad de lesiones cariosas por
nifio. Obtenido de la ficha odontologica

- Tipo de variable: cuantitativa, discreta, de razon.
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- Edad del nifios(61,74,77): estimado a partir de la fecha de nacimiento
indicada en el DNI del menor, expresado en afios. Obtenido de la base
de datos del estudio madre.

Tipo de variable: cuantitativa, continua, de razon.

- Sexo del menor (21,61,78):0btenido a partir de la informacion
consignada en el DNI del menor. Obtenido de la base de datos del
estudio madre.

Tipo de variable: categorica, dicotomica, nominal

- Frecuencia de cepillo dental (40): obtenida la informacion del
cuestionario del estudio 1.

Tipo de variable: categorica, politomica, ordinal.

Categorias: 1 vez al dia/ no se cepilla, 2 veces al dia, 3 veces al dia.

- Uso de pasta dental con fluor (40) : obtenida la informacién del
cuestionario del estudio 1.

Tipo de variable: categorica, dicotdmica, nominal.

Categorias: no, si.

- Nivel de higiene bucal (20): segun el indice de placa dental evidente
de Silness y L6e modificado.

Tipo de variable: categorica, politdmica, ordinal.

Categorias: bueno, regular y deficiente.

- Consumo de entre comidas al dia (40): obtenida la informacion del
cuestionario del estudio 1.

Tipo de variable: categorica, politdmica, ordinal

Categorias: 1 vez al dia/ no se cepilla, 2 veces al dia, 3 veces al dia
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- Consumo de golosinas al dia(40): obtenida la informacion del
cuestionario del estudio 1.

Tipo de variable: categorica, politdmica, nominal.

Categorias: A veces/Ninguno, 1 a 2 veces, > 3 Veces.

- pH salival(88): obtenida a través de la saliva del nifio y medida por un
pH metro portatil.

Tipo de variable: cuantitativa, continua, razon.

2.4.6. Procesamiento y analisis estadistico.

Para cada variable categorica como caries infancia temprana, nivel de
higiene bucal, consumo de golosinas, consumo de entre comidas, uso de
pasta dental con fltor y cepillado dental, se calculé frecuencias relativas y
absolutas. Para las variables numéricas, como concentracién de S.
dentisani, concentracion de S. mutans y pH salival se calcul6 medidas de
tendencia central (media) y de dispersidn (desviacion estandar).

Previo al analisis de las variables se evalud la distribucién normal de los
datos con la prueba de Shapiro Wilk, como consecuencia se realizaron las
pruebas estadisticas pertinentes para cada variable. Para comparar la
concentracion de S. dentisani en nifios con y sin CIT, se realizé la prueba
no parametrica de Mann Whitney, asi como también para las covariables:
consumo de entre comidas y uso de pasta dental con fllor. Para las
variables politomicas consumo de golosinas al dia y frecuencia de
cepillado dental se realizo prueba de hipotesis no paramétrica de Kruskal

Wallis. Para aquellas variables cuantitativas, como la concentracion de S.
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mutans y pH salival, se realizo la prueba de correlacion no paramétrica de
Spearman. Se considero6 un nivel significancia de 0.05.

La magnitud de la asociacion entre la concentracion de S. dentisani y CIT
se estimd mediante el calculo de coeficientes de Beta ajustada por variables
confusoras (Figura 6), aplicando el analisis de modelo lineal generalizado
(GLM), donde se usé la familia Gausiana con vinculo identidad. Se reportd
sus intervalos de confianza al 95%. Para el analisis multivariado, se
incluyeron aquellas variables con un valor p<0.20 en el analisis bivariado

o0 aquellas con relevancia clinica o epidemioldgica.

Ve
com_carbo

S.Dentisani

us_fldor

niv_hig_bu

S.Mutans

Figura 6. DAG de la asociacidn entre concentracion de S. dentisani y CIT.
que permite identificar y controlar variables de confusion, y establecer
posibles relaciones causales.
2.4.7. Potencia estadistica
Como se traté de un estudio proveniente de una cohorte de nacimiento
existente, se considerd adecuado hacer el calculo de la potencia con un tamafio

de muestra de 204 nifios y teniendo en consideracion la siguiente informacion:

la media de concentracion de S. dentisani(ng/pl) en placa dental en nifios con
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CIT 0.35 y sin CIT de 0.45(40); considerando un nivel de significancia de 5%,
el poder estadistico hallado fue 96% (Anexo 10), Los calculos se realizaron

usando el programa estadistico STATA version 17.
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2.5. Resultados

1. Concentracion del S. dentisani y del S. mutans en la poblacion de estudio
En placa dental, la concentracion media del S. dentisani fue mayor que del S.
mutans: 3.57 x 10° + 1.22 x 10° UFC/ng de ADN y 2.22 x 10° + 3.82 x 10°UFC/ng
de ADN, respectivamente. Igualmente, en saliva se hallé6 concentraciones de S.
dentisani de 5.15 x 10*® + 1.37 x 10 UFC/ ml mayores que las concentraciones
de S. mutans que fue de 5.45 x 107 + 4.17 x 108 UFC/ml. (Tabla 12)

Tabla 12. Concentracion de S. dentisani y S. mutans en placa dental y saliva
(n=204).

» Total (n=204)
Concentracion

Media £ Desviacion Estandar Mediana + R1Q

Bacterias
En placa dental (UFC/ng de ADN)

S. dentisani 3.57 x 10° +1.22 x 106 3.73x10°+1.00 x 106

S. mutans 2.22 x 10+ 3.82 x 10° 2.04 x 108+ 6.22 x 10°
En saliva (UFC/ml)

S. dentisani 5.15x 10+ 1.37 x 10% 3.84x10%+1.78 x 101

S. mutans 5.45x 107 +4.17 x 108 8.49 x 10 + 3.13 x 10*

RIQ: Rango Intercuartil.
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Resultado del analisis bivariado.

1. Analisis bivariado entre la concentracion de S. dentisani (UFC/ng ADN) en
muestras de placa dental y factores sociodemograficos, habitos de higiene
bucal, habitos cariogénicos, pH salival, CIT.

Se realiz6 andlisis bivariado para investigar las variables asociadas con S.
dentisani en la placa dental. Se identifico que la mediana de la concentracion de
esta bacteria fue de 6.24 x 10® UFC/ng de ADN en aquellos individuos que a veces
0 no consumian golosinas diariamente, y de 2.67 x 10® UFC/ng de ADN en
aquellos que si consumian estos carbohidratos mas de tres veces al dia. Esta
diferencia mostré significancia estadistica (p=0.013). En relacién con la higiene
bucal, se observo que la mediana de la concentracion de S. dentisani fue de 9.36
x 10° UFC/ng de ADN en aquellos con buena higiene, y en aquellos con higiene
deficiente presentaron una concentracion de 5.06 x 10> UFC/ng de ADN. Esta
diferencia también no resulto estadisticamente significativa (p=0.250). (Tabla 17)
En cuanto al nimero de lesiones cariosas y su relacion con la concentracién de S.
dentisani, se encontr6 una correlacion negativa (rho=-0.087), aunque esta relacion
no presento significancia estadistica (p=0.217). En ausencia de CIT, se registraron
concentraciones de S. dentisani de 6.62 x 10® UFC/ng de ADN, y en aquellos con
CIT la concentracion fue de 4.40 x 10® UFC/ng de ADN; esta diferencia fue
estadisticamente significativa (p=0.036). No se encontro diferencia en la
concentracion del S. dentisani segun las categorias de las otras variables se aprecia

en la tabla 13.
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Tabla 13.

Asociacion del S. dentisani con covariables, analisis bivariado.

Variables Mediana Rango Intercuartil p
Sexo del Nifio 0.3272
Masculino 6.30 x 10%UFC/ng de ADN 1.28x10*UFC/ng de ADN
Femenino 4.25 x 10°UFC/ng de ADN 1.09x10*UFC/ng de ADN
Edad del nifio (meses)* 0.0046* 0.948°
Edad del nifio (afios) 0.581°¢
3 afios 3.98 x 10%UFC/ng de ADN 1.09x10*UFC/ng de ADN
4 afios 5.86 x 10%UFC/ng de ADN 1.23x10*UFC/ng de ADN
5 afios 6.02 x 108UFC/ng de ADN 1.38x10*UFC/ng de ADN
Habitos de salud bucal
Frecuencia de cepillado dental 0.203¢
1 vez al dia/No se cepilla 3.64x 10°UFC/ng de ADN 1.28x10*UFC/ng de ADN
2 veces al dia 6.36x 10°UFC/ng de ADN 1.14x10*UFC/ng de ADN
3 veces al dia 5.44x 10°UFC/ng de ADN 1.29x10*UFC/ng de ADN
Uso de pasta dental con flGor 0.3062
No 5.54x 10°UFC/ng de ADN 1.24x10°UFC/ng de ADN
Si 4.50x 10°UFC/ng de ADN 1.12x10*UFC/ng de ADN
Dieta Cariogénica
Consumo de golosinas al dia 0.015°¢
A veces/ Nunca 6.24x 10°UFC/ng de ADN 1.88x10*UFC/ng de ADN
1-2 veces 5.44x 10°UFC/ng de ADN 1.12x10*UFC/ng de ADN
3 0 més veces 2.30x 10°UFC/ng de ADN 1.29x10*UFC/ng de ADN
Consumo de alimentos entre comidas al dia 0.2357
1 a2 veces 5.73x 10°UFC/ng de ADN 1.89x10*UFC/ng de ADN
> 3 veces 4.30x 10°UFC/ng de ADN 1.09x10*UFC/ng de ADN
Factores biologicos
pH salival 0.0186* 0.792°

* rho de Spearman; a: Prueba Mann Whitney b: Prueba de correlacién de Spearman; Prueba Kruskal Wallis.
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Continuacién

Variables Mediana Rango Intercuartil P
Condiciones bucales
Nivel de higiene bucal segun Indice Silness-Loe modificado <0.001°
Bueno 9.36 x 10%UFC/ng de ADN 2.03x10*UFC/ng de ADN
Regular 4.19 x 10°UFC/ng de ADN 1.09x10*UFC/ng de ADN
Deficiente 5.06 x 10%UFC/ng de ADN 1.13x10*UFC/ng de ADN
Namero de lesiones cariosas -0.125* 0.076°
Caries de infancia temprana seglin ICDAS I 0.0362
Ausencia 6.62 x 103UFC/ng de ADN 1.52x10*UFC/ng de ADN
Presencia 4.40 x 108UFC/ng de ADN 1.13x10*UFC/ng de ADN

* rho de Spearman

a: Prueba Mann Whitney

b: Prueba de correlacion de Spearman
c: Prueba kruskal Wallis
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3. Correlacion entre S. dentisani y el S. mutans en muestra de saliva y placa
dental.

Con respecto a las relaciones entre el S. dentisani y S. mutans se hall6é que en placa
dental presentd una correlacion ligeramente positiva (rho=0.037) (Figura 8), este
resultado no fue estadisticamente significativo (p=0.598). Mientras en las muestras
de saliva, se presentd una correlacion ligeramente positiva (rho=0.156) entre las dos

bacterias (Figura 9), este resultado fue estadisticamente significativo (p=0.026).

(Tabla 14)
Tabla 14. Correlacion entre S. dentisani y S. mutans en placa dental y saliva
(n=204).
Bacterias S. dentisani p

S. mutans* 0.037¢ 0.598

S. mutans** 0.156% 0.026
*En muestras de placa dental
**En muestras en saliva
t Correlacion de Rho Spearman

8 L]

Streptococcus dentisani UFC/ml en placa dental

5 10 15
ruwavawes  Sfreptococcus mutans UFC/ml en placa
dental

o
(=]

Figura7. Correlacion entre las concentraciones de S. dentisani y S.
mutans en UFC/ng de ADN, en muestras de placa dental, expresado
en logaritmo base 10.
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Figura 8. Correlacion entre las concentraciones de S. dentisani y
S. mutans en UFC/ng de ADN, en muestras de saliva,
expresado en logaritmo base 10

81



5. Correlacion entre S. dentisani y el nimero de las lesiones cariosas en
muestras de placa dental.

Con respecto a la relacion entre el nimero de lesiones cariosas y las bacterias
estudiadas, encontramos una correlacion negativa baja (rho=-0.125) (Tabla 15)
entre la concentracion de S. dentisani y nimero de lesiones cariosas, pero este
resultado no fue estadisticamente significativo (p=0.076). (Tabla 15)

Tabla 15. Correlacion entre S. dentisani y el nimero de lesiones cariosas en
muestras de placa dental (n=204).

Numero de lesiones cariosas

Bacterias
Rho P
S. dentisani -0.125* 0.076
*Correlacion de Rho Spearman
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Figura 18. Correlacion entre concentracion de S. dentisani en UFC/ng de ADN,
expresado en logaritmo base 10, y el nimero de lesiones cariosas en muestras de
placa dental.
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6. Analisis multivariado

En el analisis multivariado, se evalud la asociacion entre concentracion de S.
dentisani en UFC/ng de ADN, utilizando la transformacion logaritmica en base 10
y CIT, ajustando por la frecuencia de cepillado dental, el uso de pasta dental con
fldor, el consumo diario de golosinas, la frecuencia de consumir alimentos entre
comidas, el pH salival y el nivel de higiene bucal. Se observo que, el promedio de
la concentracion de S. dentisani fue 0.52 UFC/ng de ADN menor en nifios con CIT
(IC 95%; -1.00, -0.03) ajustado por las variables mencionadas. Ademas, se
identificd que el promedio de concentracion de S. dentisani fue de 0.65 UFC/ml de
ADN menor en nifios que consumian golosinas una o dos veces al dia en
comparacion con aquellos que no los consumian, (IC al 95%; -1.13, -0.16). (Tabla

16)
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Tabla 16. Anélisis multivariado entre CIT y concentracion de S. dentisani en UFC/ng
de ADN expresado en logaritmo en base 10, ajustado por variables confusoras.

SIN AJUSTAR AJUSTADO
Variables oty is o i
Coef.p IC 95% p Coef.p IC 95% p
Caries de infancia temprana
Ausencia Ref. Ref.
Presencia -0.39 -0.77--001 0.046 -0.52 -1.00--0.03 0.036
Habitos de salud bucal
Frecuencia de cepillado dental (dia)
1 vez al dia/No se cepilla Ref. Ref.
2 veces al dia -0.31 -0.77-0.15 0191 -035 -0.81-0.11 0.137
3 veces al dia 0.03 -045-0.50 0908 0.07 -042-055 0.781
Uso de pasta dental con fltor
No Ref. Ref.
Si -0.07 -0.89-0.74 0.859 -0.27 -110-0.56 0.518
Dieta cariogénica
Frecuencia de consumo de golosinas al dia
A veces/ Nunca Ref. Ref.
1-2 veces -0.60 -1.03--0.16 0.007 -0.65 -1.13--0.16 0.009
3 0 mas veces -0.50 -1.15-0.16  0.137 -045 -1.14-0.25 0.208
Consumo de alimentos entre comidas al dia
1 a2 veces Ref. Ref.
> 3 veces -0.14 -0.50-0.21 0431 0.04 -035-043 0.830
Factores bioldgicos
pH salival 0.07 -0.03-0.16 0.170 0.08 -0.02-0.18 0.108

Condiciones bucales
Nivel de higiene bucal segln indice Silness-L6e modificado

Bueno Ref. Ref.
Regular -0.07 -0.56-0.43 0.790 0.09 -0.44 -0.62 0.741
Deficiente -0.17 -0.66-0.32 0.492 0.25 -0.35-0.86 0.407

Coef.: Coeficiente, IC: Intervalo de Confianza; Modelo lineal generalizado.
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2.6. Discusioén.

En el presente estudio se evidencidé una mayor concentracion de S. dentisani en
nifios sin CIT que en nifios con CIT, ajustado por otras variables. Esta observacion
es consistente con el estudio de Lopez-Santacruz et al. (27), quienes sostienen que
la presencia de estas bacterias es beneficiosa y podria tener un efecto protector
contra la caries dental. También sugieren que estos organismos pueden prosperar

en un estado bucodental saludable (115).

Se han realizado estudios sobre la aplicacion topica del S. dentisani, y parece
mejorar varias caracteristicas clinicas asociadas con la salud bucal, como la
aglomeracion de placa dental, la calidad de la saliva y el flujo salival (38,122).
Ademas, se ha observado una mejora en la disbiosis bacteriana asociada a la
enfermedad. Algunos de estos beneficios pueden atribuirse a la actividad
antimicrobiana de las bacteriocinas del S. dentisani y a su capacidad de
amortiguacion del pH mediante la via arginolitica deiminasa (ADS)(122) donde
se produce citrulina, ornitina, CO>, adenosina trifosfato (ATP) y amoniaco. La
generacion de amoniaco a partir del metabolismo de la arginina ocasiona un
aumento del pH citoplasmatico y en el ambiente oral, brindando mecanismos a las
bacterias orales como: proteccion contra la muerte celular, aumento de pH y la
sintesis de ATP, mantenimiento de un pH salival relativamente neutral que
beneficia la persistencia de las bacterias ADS-positivas (ADS +) mientras es

competitivo contra los patdgenos de caries (119).
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Los hallazgos en el presente estudio indican que la concentracion de S. dentisani
€s menor con una mayor ingesta de golosinas. De la misma manera, el impacto de
la dieta en la microbiota oral ha sido evidenciado en diversos estudios,
especialmente en aquellos relacionados con la frecuente mayor de ingesta de
carbohidratos fermentables, como los azucares (40,110). En estos casos, se
observa una alteracion de la homeostasis microbiana con una predominancia de
especies acidogénicas y tolerantes a los acidos (40), las cuales son los encargados

del desarrollo de la caries, como en el caso de S. mutans.

Por el contrario, una dieta Optima para la salud bucal reduce las especies
bacterianas con caracteristicas cariogénicas en el placa dental y la saliva (40),
incrementando la presencia de microorganismos que favorecen la salud oral, como
S. dentisani, con pH de crecimiento 6ptimo se situa entre 7 y 7.5 (39,40) . Un pH
inferior, como el establecido por las bacterias cariogénicas, puede afectar
negativamente el crecimiento de esta bacteria beneficiosa en condiciones naturales

de la cavidad oral, es decir, con un bajo suministro de arginina (40,117).

Por otro lado, la frecuencia de consumo alimentos/productos entre las comidas
principales no se hallaron resultados resaltantes en el presente estudio; por el
contrario, Angarita et al., hallaron que los nifios con una frecuencia maxima de
consumo de carbohidratos fermentables de tres veces mostraron una
cuantificacion significativamente mayor de S. dentisani que los nifios con mas de
tres veces de consumo de alimentos. Esta diferencia podria explicarse con los

cambios en el entorno bucal tras la ingesta de alimentos, lo que daria lugar a
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diferencias en la multiplicacion y permanencia de S. dentisani. Como
consecuencia, el pH salival disminuiria, teniendo en cuenta que el intervalo
optimo de pH para esta bacteria se sitUa entre 7 y 7.5, cabria esperar que su
crecimiento disminuye a medida que las condiciones alcanzaran un pH é&cido
(27,110). Asimismo, que después de ingerir estos carbohidratos, algunos
microorganismos se activan metabdlicamente y, mediante interacciones durante
la formacion de la placa dental(34,123,124), pueden influir en la presencia del S.
dentisani. Esta influencia se debe a la competencia por nutrientes y espacio, o a la

produccidn de sustancias toxicas para las bacterias, como las bacteriocinas (40).

Con relacion al uso de pasta con flGor, en el presente estudio se evidenciaron
mayores concentraciones de S. dentisani en nifios que usaban este producto,
aunque no se observaron diferencias significativas. Al igual que el fluoruro,
también se ha demostrado que la arginina es un agente anticaries eficaz (125). De
manera similar, se ha demostrado que las formulaciones dentifricas que contienen
fluoruro y arginina brindan mayor proteccion contra el inicio y la progresion de la
caries (126-131). La razdn es que muchas bacterias orales beneficiosas pueden
transformar la arginina en amoniaco a través de la via de la ADS, que es una base

que amortigua eficazmente el pH acido (132).

Por otro lado, se hallé que las concentraciones del S. dentisani y del S. mutans
presentan una correlacion positiva en saliva. Si bien ambos pertenecen al mismo
género Streptococcus, la presencia del S. dentisani podria deberse a que, a pesar

de sus atributos para inhibir el crecimiento de bacterias productoras de caries
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dental y amortiguar el pH &cido extracelular (29,32), coexiste con bacterias
cariogénica entre ellas el Streptococcus mutans, manteniendo el equilibrio del
medio bucal; sin embargo, no hay suficientes estudios para aclarar esta

correlacion(39,110).

Los resultados hallados nos brindan indicios en la etapa preescolar, que abarca de
los 3 a 5 afios, donde la prevalencia de dientes no tratados oportunamente es alta,
la presencia de Streptococcus dentisani es beneficiosa para la cavidad bucal. Sin
embargo, aln no se ha definido si la concentracion de este microorganismo dentro
del placa dental en nifios esta condicionada por la presencia de otros

microorganismos orales asociados a condiciones de salud bucal. (39).

2.7. Limitaciones.

Entre las limitaciones del presente estudio tenemos que no es posible establecer
una asociacion temporal entre la presencia de los microorganismos y la aparicién
de CIT; sin embargo, dado que hay pocos estudios en preescolares, estos
resultados nos permiten tener una primera aproximacion del posible efecto
beneficioso de S. dentisani en nifios con denticion primaria especificamente.
Tampoco seria posible generalizar los resultados a la poblacidn peruana ya que se
trata de una muestra por conveniencia, sin embargo, los resultados podrian aplicar

a otras poblaciones con caracteristicas similares.

2.8. Recomendaciones.

Se sugiere llevar a cabo investigaciones en recién nacidos e infantes para detectar

y medir la presencia de Streptococcus dentisani en edades tempranas, pues de esta
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manera se podria fomentar el conocimiento de su presencia al igual que otras
bacterias que coexistan y que promuevan las funciones beneficiosas del S.
dentisani y por ende puedan prevenir una enfermedad, que desencadena una serie

de problemas que afecta la calidad de vida del nifio y su entorno.

2.9. Conclusiones.

El Streptococcus. dentisani podria ser un habitante normal de la cavidad bucal de
los nifios en edad preescolar, mostrando una concentracion mayor en placa dental

en nifios sin CIT. Esto respaldaria su posible papel protector de la salud bucal.
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CAPITULO 111

Caracterizacion del microbioma oral en nifios con y sin caries de la

infancia temprana. Estudio exploratorio.

Resumen

Objetivo. Caracterizar el microbioma oral en nifios de 3 y 4 afios con y sin caries
de la infancia temprana.

Materiales y métodos. El presente estudio fue exploratorio, donde se analizé
muestras de saliva de 9 nifios con CIT severa y 9 nifios sin CIT. Estas muestras
fueron recolectadas en nifios entre los de 3 y 4 afios, que residian en el distrito de
Villa El Salvador, Perd. Consecuentemente, se extrajo el ADN de cada muestra y
fue cuantificado utilizando el Qubit 4.0. Se envid a secuenciar muestras con
concentraciones mayores a 10ng/ul de ADN. La preparacion de las bibliotecas y la
secuenciacion estuvo a cargo de SeqCenter. LLC (EE. UU.). Se realizaron analisis
bioinformaticos para construir relaciones filogenéticas, evaluar las abundancias
relativas de las especies. Finalmente se realiz6 un analisis estadistico con el
programa R Studio Version 4.3.1.

Resultados. Se encontré diferencia de especies entre los nifios con y sin CIT, asi
en los nifios sin CIT destacaron la presencia del Streptococcus phage sp SL1, y del
grupo de nifios con CIT destaca la especie Leptotrichia sp oral taxén 847. Sin
embargo, ambos grupos presentaron las mismas tres especies con mayor
abundancia relativa: Streptococcus mitis, Neisseria sicca y Veilonella parvula.
Conclusion. El microbioma oral de saliva en los preescolares estudiados difiere
entre los que presentan o no CIT, donde el Streptococcus mutans no presentd mayor

abundancia en nifios con CIT, si no la existencia de otras especies. Por otro lado, se
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aprecio la presencia de fagos como el Streptococcus phage sp SL1 en nifios que no
presentaron CIT.

Palabras claves: Microbioma Oral, Preescolares, Caries Dental
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Abstract

Objetive. To characterize the oral microbiome in 3- and 4-year-old children with
and without early childhood caries.

Material and Method.

The present study was exploratory, where saliva samples from 9 children with
severe CIT and 9 children without CIT were analysed. These samples were
collected from children between the ages of 3 and 4 years, residing in the district of
Villa EI Salvador, Peru. Consequently, DNA was extracted from each sample and
quantified using Qubit 4.0. Samples with DNA concentrations greater than 10ng/ul
were sent for sequencing. Library preparation and sequencing was performed by
SeqCenter. LLC (USA). Bioinformatic analyses were performed to construct
phylogenetic relationships, assess relative abundances of species. Finally, statistical
analysis was performed with R Studio Version 4.3.1.

Result. Differences in species were found between children with and without ECC,
with the presence of Streptococcus phage sp SL1 standing out in children without
ECC and Leptotrichia sp oral taxon 847 in the group of children with ECC.
However, both groups presented three species with higher relative abundance:
Streptococcus mitis, Neisseria sicca and Veilonella parvula.

Conclusion. The oral saliva microbiome in the preschoolers studied differed
between those with and without ECC, where Streptococcus mutans was not more
abundant in children with ECC, however, other species were present. On the other
hand, the presence of phages such as Streptococcus phage sp SL1 was observed in
children without ECC.

Keywords: Microbiome, Children, Preschool, Dental Caries.
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3.1. Introduccioén

La adquisicion del microbioma oral comienza durante la vida fetal, y su transmision
se hace méas compleja a partir del nacimiento. ElI microbioma oral se encuentra en
un estado de equilibrio dinamico y muchas condiciones, como el tipo de parto, los
habitos de lactancia, el uso de antibidticos, el medio ambiente y los cambios
fisioldgicos, podrian influir en su composicion(133).

A medida que el bebé crece, las comunidades microbianas evolucionan y aumentan
su diversidad microbiana. Durante este periodo, el microbioma oral se caracteriza
por una gran variabilidad y los conocimientos actuales indican que alcanza una
estabilidad similar a la de los adultos en torno a los 2 afios de edad (29,134).

El microbioma oral es mencionado como un grupo de microorganismos incluido,
sus genes y sus metabolitos en un hébitat ecolgico determinado. Se encuentra entre
las microbiomas mas complejos del cuerpo humano, con mas de 700 especies
bacterianas presentes (135). Debido a las limitaciones de la investigacion
microbioldgica oral, durante mucho tiempo se ha considerado que Streptococcus
mutans y Lactobacillus son patdgenos especificos de la CIT. Sin embargo, desde
una perspectiva ecoldgica, ahora se considera que la CIT surge cuando las
alteraciones ambientales alteran el equilibrio del microbiota oral. Con el tiempo,
predominan las bacterias que causan caries dental, lo que ocasiona la
desmineralizacion y destruccién del tejido dental (136-138). Recientes estudios
basados en el microbioma oral han implicado a la CIT a una gama mucho mas
amplia de bacterias acidogénicas y aciddricas, incluidos los Streptococcus,

Actinomyces spp. Yy bifidobacterias como Scardovia wiggsiae en asociacion con la
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CIT (139,140). Asimismo, Veillonella spp. es mas abundante en placa dental de
nifios con CIT en comparacion con controles sin caries (141).

Las variaciones en el microbiota oral entre diferentes nichos ecologicos, asi como
las interacciones dentro y fuera del huésped durante el desarrollo de la CIT, ain no
estdn claras. La saliva se considera un medio importante para reflejar las
caracteristicas microbianas orales individuales y de diversos estados patologicos
(142). Existen diferencias significativas en la comunidad microbiana salival entre
huéspedes con caries y huéspedes libres de caries (143,144). Sin embargo, pocos
estudios han investigado la CIT en la saliva(145,146). Aun menos esta enfermedad
con la placa dental(147).

Actualmente, con los avances de la tecnologia molecular se presenta la
secuenciacion metagendémica Shotgun que ha demostrado un poder de
discriminacion mayor; sin embargo, el analisis bioinformatico y filogenético
posterior es mas complejo y costoso (148). Esto permite la identificacion de taxones
microbianos que comprenden una comunidad con una resolucion mas alta que la
secuenciacion basada en ARNr gen 16S(149).

Si bien existen muchos estudios sobre microbioma oral en nifios con caries, ain la
informacion disponible sobre la descripcion del microbioma oral en los nifios es
muy limitada, en especial en Latinoamérica; de esta manera el presente estudio tiene
como objetivo caracterizar a través de una prueba piloto, el microbioma oral de

nifios en Peru con y sin CIT.

3.2. Materiales y metodos.

En el presente estudio, las muestras de saliva provenian de nifios de entre 3y 4 afios

residentes en los sectores VII, IX, X y Xl en el distrito de Villa El Salvador. Las
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muestras fueron recolectadas durante la evaluacion bucal explicado en el estudio 1,
y donde se determind la presencia y ausencia de CIT. Posteriormente, las muestras
de saliva se transportaron y almacenaron a -80° C para su analisis posterior, segun
se detalla en el apartado d. Muestras biologicas del item Recoleccion de datos del
estudio 1. El presente estudio y los anteriores recibieron la aprobacion del Comité
de Etica Institucional de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (CIE-UPCH).
(Anexo 1)

En este estudio se selecciond muestras de manera no probabilistica por
conveniencia. Los criterios de inclusion fueron muestras de saliva de nifios del
estudio 1 nifios que no estuvieron medicados con antibio6ticos durante 3 meses antes
del estudio (informacién obtenida del cuestionario de habitos de salud bucal del
estudio 1). Mientras los criterios de exclusién fueron muestras con volumen menor

a 200ul, se puede observar en la figura 9 el flujograma del estudio.

Nifios del Estudio 1
(Muestras de saliva)

n=204
Se excluyeron a nifios con
»  CIT inicial y moderada
! n=8%
| l
Nifios sin CIT Nifios con CIT Severa
n=>51 n=65
Muestras de saliva de Nifios
con menos de 200ul de
N IS volumen.
1
¥ ¥
Nifios sin CIT Nifios con CIT Severa
n=19 n=27
h ¥
Extraccion de ADN
n=46
! Muestras <10 ng/pl de ADN
P b M Qubit™ 4 Fluorometer,
Y hd
Nifios sin CIT Nifios con CIT Severa
n=9 n=9

Figura 9. Diagrama de flujo del estudio 3.
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Una vez seleccionadas las muestras para el presente estudio se procedieron a la
extraccion de ADN a través del kit comercial ZymoBIOMICS Quick-DNA™
Miniprep Plus Kit. Para este proceso se empled 200 ul de saliva a los cuales se
afiadié 1 pL de lisozima, seguido de una incubacion a 37°C durante 60 minutos con
agitacion a 800 rpm. Cada muestra de ADN obtenida se cuantificé utilizando el
Qubit™ 4 Fluorometer, seleccionando aquellas con una concentracion superior a
10 ng/ul. En consecuencia, se consideraron solo 18 muestras de saliva: Grupo 1: de
9 nifios que presentaban CIT severa, y Grupo 2: de 9 nifios sin CIT (Figura 10)

El ADN fue enviado al SeqCenter LLC (EE.UU.), para la preparacion de las

bibliotecas y la secuenciacién metagenoémica Shogtun.

Microbioma Oral

= Muestras de
n= saliva ConCIT Extraccién
Ninos(as) n=9 de ADN

o T O

V %> @
¥

n=9
Figura 10. Diagrama de flujo del procesamiento del microbioma
oral

Andlisis Metagenémico
Shogtun

Edad
Actual

Analisis bioinformético
Los datos generados por SeqCenter ©, LLC, fueron reorganizados segin los
grupos: con CIT y sin CIT. Las abundancias relativas se procesaron y convirtieron

en Kronagramas utilizando KronaTools(150) y se utilizé R Studio version 4.3.1. Se
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realizé el analisis de la distribucidn taxonomica de lecturas (reads) del microbioma
de la saliva clasificadas por el sistema Kraken (151) por grupo.

Posteriormente, se genero una tabla resumen con los conteos de fragmentos de cada
especie, en ambos grupos. Sélo se incluyeron aquellas especies con un conteo total
superior a mil fragmentos entre todas las muestras para eliminar los falsos positivos
(152). Por ultimo, se filtraron las secuencias correspondientes a Homo sapiens y
Larimichthys crocea (una especie de pez) por ser contaminantes no deseados. Estos
datos se utilizaron en un analisis de abundancia diferencial entre los dos grupos,
empleando el método de andlisis discriminante lineal del tamafio del efecto, en
inglés es Linear Discriminant Analysis (LDA) Effect Size, conocido como LEfSe
(152).

LEfSe es un andlisis que mide las diferencias en abundancia entre categorias
especificas. El "tamafio de efecto” (effect size) indica la magnitud de la diferencia
observada, y el LDA proporciona una discriminacion lineal entre las categorias
basada en dichas diferencias (152). Las graficas fueron generadas usando el mismo
paquete estadistico que se usé para el analisis, el cual se encuentra disponible en el
servidor proporcionado por los autores del método original (152). Se opt6 por un
umbral de LDA de 1.5, un alfa de 0.05 y un modelo de comparacion uno contra
todos (152). Para analizar las diferencias en la abundancia relativa de taxones
microbianos entre los grupos con y sin caries se aplicd la prueba de Mann
Whitney(152). Después de llevar a cabo el analisis de abundancia diferencial, se
identificd las 20 especies mas abundantes mediante el conteo de fragmentos por
especie y se calcularon las abundancias relativas. Las especies que no estuvieron

dentro de este top 20 se agruparon bajo la categoria "otros". Posteriormente, las
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abundancias relativas se visualizaron en un grafico de barras con el paquete de R

Studio version 4.3.1. ggplot2.
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3.3. Resultados

En el presente estudio, las muestras de saliva provenian de nifios, los cuales fueron
divididos en dos grupos con CIT severa y sin CIT; 5 nifios con CIT eran del sexo
masculino (55.6 %), mientras 6 nifios sin CIT fueron de del sexo masculino
(66.7%). Con respecto a la edad, esta tuvo distribucion similar en ambos grupos
(Tabla 17).

Tabla 17. Distribucion de las 18 muestras de saliva de los nifios
seleccionados

ConCIT SinCIT
9 (50%0) 9 (50%0)

Caracteristicas de los nifios

Sexo del Nifo

Femenino 4 (44.4) 3(33.3)

Masculino 5 (55.6) 6 (66.7)
Edad del Nifio (afios)

3 afios 6 (66.7) 6 (66.7)

4 afios 3(33.3) 3(33.3)

En las figuras 13 y 14 se muestra la distribucion taxondémica de las lecturas (reads)
del microbioma de la saliva clasificadas por Kraken (151) segln grupo.

En el grupo con CIT se observé que, de todas las bacterias, los tres géneros mas
abundantes fueron: Streptococcus (10%), Neisseria (3.0%) y Veilonella (2.0%). Y
en el grupo sin CIT, se observd que, del total de bacterias, los tres géneros mas

abundantes fueron: Streptococcus (11%), Neisseria (3.0%), Veilonella (2.0%).
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Figura 11. . Distribucion taxonomica de las lecturas del grupo con CIT por Kraken.
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Distribucién taxondmica promedio de abundancia relativa de las 20 especies mas

abundantes en el microbioma oral en los grupos con y sin CIT.

En el grafico de barras (Figura 13) se visualiza la abundancia relativa de las 20
especies mas abundantes en los grupos con y sin caries de infancia temprana, de las
cuales se observa que Neisseria sicca, Streptococcus mitis, Rothia mucilaginosa y
Veilonella parvula ocupan una gran parte del total de la abundancia microbial en
estos dos grupos. (Figura 13).

En el grupo con CIT severa, las especies mas abundantes, segun el recuento de
lecturas, fueron: Neisseria sicca (1.0%) Veilonella parvula (1.0%), y Streptococcus
mitis (0.8%). Mientras que, en el grupo sin CIT, las especies mas abundantes
fueron: Streptococcus mitis (1.0%), Neisseria sicca (1.0%) y Veilonella parvula

(1.0%).
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Figura 13. Abundancia relativa de los Top 20 especies en el
microbioma oral de nifios con caries y sin caries.
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Grupos taxondmicos diferencialmente abundantes entre nifios con vy sin CIT.

Se observé diferencias en la abundancia relativa de taxones microbianos entre los

grupos con Yy sin caries (p<0.05). Destacando en el grupo sin caries la presencia de

virus y en particular, el Streptococcus phage SpSL1. Mientras en el grupo con CIT

severa se observa Leptotrichia buccalis, Streptococcus anginosus, Streptococcus

mutans (Figura 14)
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3.4. Discusion.

En el presente estudio, se analizaron un total de 18 muestras procedentes de nifios
de 3 a 4 afios, las cuales fueron analizadas mediante secuenciacion de
metagendmica completa denominada Shotgun Metagenomics.

Este estudio presentd diferentes especies en cada grupo, con y sin CIT, segun el
analisis discriminante lineal del tamafio del efecto (LEfSe), asi tenemos la presencia
de Streptococcus phage sp SL1 en el grupo de nifios sin CIT; y presencia de
Leptotrichia buccalis y Leptotrichia sp oral taxon 847 en el grupo con caries.
Adicionalmente tanto el grupo con y sin CIT existieron tres especies con mayor
abundancia relativa: Streptococcus mitis, Neisseria sicca y Veilonella parvula.

El presente es el primer estudio que reporta un analisis metagendmico en muestras
de saliva de nifios preescolares. Algunos estudios mencionan que la saliva es
considerado un medio importante para reflejar las caracteristicas microbianas orales
de los individuos y de diferentes patologias (142).

Estos hallazgos corroboran los resultados de estudios existentes que reportan la
asociacion de otras especies distintas al Streptococcus mutans sobre la caries
dental(149,153), como Veillonella parvula, Streptococcus neumoniae, Rothia
mucilaginosa y Streptococcus mitis (141,154,155). Mientras en nuestro estudio,
encontramos en nifios sin CIT a la Veillonella parvula, aunque segun Liu S et al.,
estaria involucrada en el desarrollo de la caries dental (156) y la Neisseria sicca.
Por otro lado, en concordancia con el estudio de Kressier et al. (154), encontramos
que el Streptococcus mutans no resulté ser la principal especie vinculada a la caries
en la infancia temprana(157). Segun el estudio de Al-Hebshi NN et al., el

Streptococcus mutans se identifico en muy baja abundancia y s6lo mostré una
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asociacion significativa con la caries severa (149). Simon-Soro et al. descubrieron
que, a pesar de un aumento significativo de la proporcion de Streptococcus mutans
con la progresion de la caries, otras especies eran mucho mas abundantes en las
lesiones cariosas (158,159). Estos hallazgos evocan el debate actual que cuestiona
el papel principal en la caries dental del Streptococcus mutans (149).

Otro hallazgo en este estudio es la presencia del Streptococcus phage Sp SL1 en el
grupo de nifios sin CIT , tal como menciona Kressier et al., en cuyo estudio hallaron
fagos, aln no esta claro cuél puede ser su papel, si alguno, en la caries dental o
patologia bucal e incluso en la salud bucal (154). Cada vez existen mas pruebas que
soportan que la caries dental es el resultado de una disbiosis en la que intervienen
diferentes taxones microbianos orales en lugar de la actividad de un Gnico taxon
(160).

Ben-Zaken et al. sefialan que el S. mutans juega un rol relevante en la caries dental,
una enfermedad crénica altamente prevalente. Aunque el tratamiento de
restauracion de las lesiones cariosas no logra dirigirse especificamente a las
bacterias patdgenas y tiende a eliminar las bacterias comensales, la caries dental
sigue siendo un desafio comln. La terapia con bacteriéfagos como agentes
antibacterianos, esta ganando interés globalmente. Sin embargo, hasta ahora, solo
se han identificado algunos fagos contra el S.mutans(161), Asi tenemos el estudio
de Ben-Zaken et al. quienes aislaron y caracterizaron un nuevo fago llamado
SMHBZ8, obtenido de cientos de muestras de saliva humana. Se secuencio y
analizd el genoma de SMHBZS8, y se evalud su eficacia contra el S. mutans en un
modelo de dentina cariogénica humana. Este hallazgo podria representar el primer

paso hacia el desarrollo de una terapia potencial con fagos para la caries dental. Los
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beneficios fundamentales de esta terapia incluyen su alta especificidad hacia la cepa
objetivo con un impacto minimo en el microbioma comensal, su capacidad para
multiplicarse y desaparecer junto con el patdgeno, su origen natural y falta aparente
de toxicidad, asi como su relativa facilidad de aislamiento y manipulacion genética.
Ademas, los fagos pueden co-evolucionar con las bacterias resistentes y destruir
eficazmente biopeliculas, una tarea dificil para los antibioticos convencionales.
(161-164).

Asi mismo, en el presente estudio se encontrd presencia de Streptococcus phage Sp
SL1 en el grupo de nifios sin CIT, y de Leptotrichia buccalis y Leptotrichia sp oral
taxon 847 en el grupo con caries. Caso contrario hallaron Nezar et al. quienes
encontraron Leptotrichia sp. oral taxon 225 en nifios sin caries y Streptococcus
phage M102 en nifios con caries dental (149). Jiang et al encontraron
Fusobacterium periodonticum y Leptotrichia sp. El clon oral FP036 mas abundante
en nifos sin caries (165). Esto puede deberse a la diferencia de tamario de muestra,
la edad de los nifios y el tipo de muestras (placa dental o saliva), que podrian indicar
la diferencia de especies en ambos grupos.

El presente estudio es una primera vision del microbioma oral en los nifios
peruanos, y se necesita mayores estudios con tamafos de muestras amplios, en
muestras de placa dental pues esta directamente asociado a la CIT, de esta manera
no solo descubrir taxones microbianos en los diferentes tipos de lesiones cariosas,
si no también aquellos factores que podrian estar asociados con una buena salud

bucal.
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3.5 Limitaciones.

El presente estudio presento limitacion de que el tamafio de la muestra fue pequefio
y por esa razon fue exploratorio, pero que resulta significativo al ser uno de los
primeros en detallar el microbioma oral en una poblacién preescolar peruana,

destacandose por su diversidad bioldgica.

3.6. Recomendaciones.

Se recomienda realizar estudios longitudinales en el que las muestras se conserven
en medios adecuado y de esta manera realizar estudios sobre la evolucion del
microbioma oral en el tiempo. Otra recomendacion es la realizacion de estudios con
diferentes zonas del pais o de Latinoamérica, asi de esta manera se podria hallar

otros microrganismos asociados a la CIT o a la buena salud bucal.

3.7. Conclusiones.

Se evidenci6 que el microbioma oral de los nifios en edad preescolar es diferente
entre el grupo con y sin CIT. El Streptococcus mutans, como otras especies, podrian
estar asociadas con la CIT. Se observo la presencia de fagos en nifios sin caries
dental, sugiriendo que estos podrian tener un papel importante en el balance del

microbioma oral, el cual debe ser investigado.

IV. ASPECTOS ETICOS

Los estudios incluidos en la presente tesis obtuvieron la aprobacion del Comité de
Etica Institucional de la UPCH (CIE-UPCH) (ver Anexo 1) antes de su ejecucion.

Durante el estudio, se adhirieron a los principios éticos estipulados en la
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Declaracion de Helsinki y se cumplieron rigurosamente las recomendaciones del
CIE-UPCH.

Este estudio constituyé una investigacion original, que parte de una cohorte de
nacimiento existente, e implico la interaccion con sujetos humanos. Los datos
antropomeétricos recopilados a la edad de 1 y 2 afios se extrajeron del estudio de
cohortes, la cual obtuvo la aprobacion del Comité de Etica bajo el registro SIDISI
65178 y cont6 con un consentimiento informado que permitia el contactarlos para
futuros estudios. Antes del inicio del estudio, la madre y/o tutora legal firmo el
consentimiento informado, otorgando permiso para la participacion del nifio en el
estudio (Anexo 2). Para resguardar la confidencialidad, los datos de los
participantes se codificaron. Como beneficio, se proporciond de manera gratuita un
kit de higiene bucal a la madre y/o tutor legal del nifio, como incentivo para
promover la higiene oral, y se ofrecio asesoramiento sobre cuidados dentales, con

la opcidn de derivarlos a un centro de salud cercano en caso de problemas bucales.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

El presente estudio ha evidenciado que diversos factores afectan la CIT,
particularmente se ha observado que el estado nutricional previo no
condicionaria la caries dental a futuro; sin embargo, se muestra una relacion
inversa entre la CIT y el incremento del IMC para la edad en nifios de 3-5 afios.
Por otro lado, la flora o microbiota bacteriana jugaria un rol importante y
complejo. Porun lado, se evidencia el rol protector del Streptococcus dentisani,
y afirma el rol del Streptococcus mutans como bacteria cariogénica y que
seguramente habra varias otras especies tal como se ha descrito en el

microbioma oral en nifios del presente estudio.
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Titulo del Proyecto : "Factores nutricionales y microbiclogicos orales asociados a la
caries de infancia temprana en nifos del distrito de Villa El Salvador,
Lima, Peru”
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Anexo 2: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO: PARTICIPACION DE ESTUDIO DE INVESTIGACION PARA LOS
PADRES

Titulo del estudio: Factores nutricionales y microbiologicos orales asociados a la caries de
infancia temprana en nifios del distrito de Villa El Salvador, Lima, Perg

Investigadora: Roxana Patricia Lopez Ramos

Institucion: Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Propdsito del estudic:

MNosotros estamos invitando 3 su hijo{z) 3 participar en un estudio donde se evaluard los factores
nutricionales y microbioldgicos asociados a la caries de infanda temprana. Bl presente estudio es
desarrollado por investigadores de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

La caries dental es una enfermedad con alta prevalencia a nivel mundial v en Perd. Cuando se da en nifios
menores de & afos se le conoce coma Caries de Infancia Temprana. Esta enfermedad esta relacionada a
varios factores, entre ellos esta el estado nutricional, el que podria aumentar el riesgo de caries dental y
por otro lado estén los microcrganismes orales, que recientes estudios han descubierto la presencia de
una bacteria en Iz boca, llamads Streptococcus dentisani, el cual seria protector contra la caries dental. Es
por eso que se realizara una evaluacion tanto del estado nutricional, de k3 cavidad bucal v recoleccion
muestra de saliva y placa dental [masa que se adhiere a los dientes) de su hijo que nos permita determinar
la asociacion de estas condiciones con la caries de infancia temprana.

Procedimientos:

- 5i usted estd de acuerdo que su hijo(a) participe v su hijo{a) desea participar en el estudio sz le
realizars bo siguiente:

- 5Setomara la estatura y el peso de su hijo(a), a través de un tallimetro y una balanza, esto tomara
umn tiempo de 2 minutos.

- 5p tomard una muestra de saliva a su hijo[a), el cual serd depositada en un tubo de Smi v s=rd
almacenada hasta su posible evaluadon.

- Setomarsuna muestra de placs bacteriana [masa que s= adhisre a los dientes) a su hijo(z] a través
de un raspado superficial por medio de una cureta estéril, el cual serd depositada en un tubo de
Smi y s2rd almacenada hasta su posible evaluacidn,

- 5eaplicara en sus dientes de su hijo(a) un revelador de placa (no es toxico, ni dafiing), que luego
sera removido con el cepillado dental.

- 5erevisara la boca de su hijo(a), esto serd con un espejo bucal estéri, previamente se le limpiara
los dientes con una gasa estaril.

- A Usted se le brindara un cuesticnario referente: & condiciones sociceconomicas, antecedentss
past natales, habitos de higizne bucal y dista cariogénica de su hijo(a), esto tomard un tiempo en
total de 10 minutos.

Riesgos:
- L= revision de los dientes no le ocasionara molestia alguna a su hijola).
- L= toma de muestra de saliva no le ocasionara molestia alguna a su hijola).
- Latoma de muestra de placa bacteriana (masa adherida a los dientes) no ocasionara incomodidad
a su hijo s tomara con cureta estéril, solo serd superficialments y de manera Apida (2 minuto
aprox. como maxima).

camcps |

Versién 1 Fecha 17 noviembre 2019 =" SIDisI 200714
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CONSENTIMIENTO INFORMADO: PARTICIPACION DE ESTUDHO DE INVESTIGACION

Titulo del estudio: Factores nutricionales y microbiologicos orales asociados a la caries de
infancia temprana en nifios del distrito de Villa El Sahvador, Lima, Perd

Investigadora: Roxana Patricia Lopez Ramos

Institucion: Universidad Peruana Cayetano Heredia

5Su hijo{a) sers beneficiado a través de un examen clinico de los dientes. A usted se ke comunicara de forma
personaly confidendal los hallazgos del examen clinico de su boca de su hijo{a). Esta evaluacion no tendra
un gasto ni costo para usted. Esto serd solventado por el estudio. En caso s=a necesario su hijofa) serd
referido & un centro de salud mas cercano.

Usted no tendra que pagar nada por la participacion de su hijo(a) en =l estudio, solo se cbsequiara a su
hijofa) un kit de higiens dental [cepilo dental y pasta dental] para incentivar la higiene bucal y 3 usted se
le brindara charias de higizne bul.

Se guardara la informacicn brindada por medio de codigos. En el caso de ser publicado los hallazgos, estos
datos se empleardn en codigos para asi evitar la identificacion del nific.

MNosotros deseamaos mantener kas muestras de su hijo[a) consendndelas por un pericdo de 10 afios para
futuros estudics. Serdn usadas para evaluar algunos problemas en la cavidad bucl y no seran utilizadas
para estudios genéticos; solamente serén identificadas por medio de codigos. Su hijo(a) podra continuar el
estudio, en caso no deses gue las muestras de su hijola) s=an almacenadas ni utilizadas postericrmente.
Asimismo, los resultades serdn almacenados v utiizados posteriorments para estudios que bensfidaran a
un mejor entendimiento de la enfermedad y se contard con |a aprobacién del Comité Institudonal de Etica
en Investigacidn- Universidad Peruana Cayetano Heredia, cads wvez que se requiera el emplec de las
muestras. No serdn utilizadas para estudios genéticos.

Doy mi autorizacion para almacenar las muestras de saliva y placa dental de mi hijola): Si{ | NO{ )

Usted podra retirar 2 su hijo(a) en cualquier momento del estudio, no ocasionard ningln problema por ello.
5i tiene alguna duda sobre el estudio, podra comunicarse con la Dra. Roxana Patricia Lapez Ramos al celular
945 753 623.

Si tuviera preguntas relacionadas a aspectos &ticos de nuestro estudio, Usted podra comunicarse con la
Dra. Frine Samalvides Cuba, quien es presidenta del Comité Institucional de Etica en Inwestigacion-
Universidad Peruana Cayetanc Heredia, al 01-3190000 - Anmeo 201355 o al comeo electronico:
duict.ceh@oficinas-updh.pe.

Se le entregara una copia del consentimiento informado que ha firmadeo.

Yo acepte de maner@  woluntara  gue  mi
hija.. .. partidpe en el estudio, y estoy de acusrdo con lo referido
anteriorments y con que mi hijo puada retirarse en cuslquier momento del estudio, si €l lo desee.

mombres y Apelbido Fecha y Hora
Partheipane
Nombres v Apellidos Fecha y Hara
Investigador )
T 2\ APROBADU
» MR . e
\?j: ,y caes 1512710
oClE T
Version 1 Fecha 17 noviembre 2019 SIDISI 200714
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Anexo 3: Instrumento(s) de recoleccién de los datos.

“Foctores nubricionales ¢ microbiologicos onales asociodos a o cories de infanda tempvrang
T del distrite de Villa el Sobodor Lima,
“Factores rutricionales v micrebplsgicos orales aveciador ¢ ln caries de infarcia
fEMprand en nifes del diverie de Villa o Sabvador Lime, Pern™

&y

FICHA DE FECOLECCION DE DATOS

Codigo de Ficha:

DARTEI )
INFORMACION DEL NINO-

1 | Hombres v
Apallidos

T | Codizo del Mo

3 |Fechade 4 | Bemo | [1] Masoaling
MNacimiento I [2] Famening

--..' ---_llI ———

INFORMACTON DEL CUIDADOR:

5 Facha de Nacimienta
& |Sewo [1] Mascaling
[2] Famening
7 Mimera de hijos wvas
a Nivel de educacian |1] Prirnaria
|2] Secundaria
| 3] Técmics
|4] Universitaria
9 Ingresa econtmica Familiar menswal
soles
ESTADO NUTRICIONAL DEL MIFO:
10 11
Peso Eg Talla Cm.
Wersidn I - 15,01/ 2020
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“Factorer awtricionales y microbioldgico

FACTORES POST MATALES

oraier arocindos a la oo
niffos del distrito de Villa ¢ Solwador Limao, Pert

infanda temprang

12 | Tipo de parta 11] waginal
2] Cesdrea
13 | Tipo de lsctancia |1] Materna
|Z] Mixta
|3] Artificial
4] Ninguna
14 | {Cudnto tempo recibid lactancia 11] diis
materma &l nifio? 12 Iy
12 afas
15 | 4Emles primeros dos afios, su hijo se 1] 5
enfermi? 1] Na
16 | Aproximadamentes, | Cuankss veces e
ha enfer made su nifie?
17 | éTomo antibidticos | nifio durante los | [1] 5
das primeres afes? [2] Ha
|3] Mo sabe) No recuerda

1—1—' HABTOS DE HIGIENE DEL NIFO:

1E

£ 0ué hace usted para gue la bocs
de su hijo no s& enferme?

|1] &limentacicn

12] Higiene g3

3] Nasda

[4] Ctra — epld

dCan qué frecuencia, usrted
hacef superiisa la higiene de la
hoca de w hijo?

J1] Uma vez al dia

2] D wisces al dia

|3] Tres veces al dia

|4] Mo sabe) No recuerda

] L P crreerre

20

¢Con qué le realiza s higiene de la
haca a L hijo?

|1] Con agua salamente

|2] Can gawa sala

|3] Can gass mas agua

|4] Can cepilla

|5] Can nada

|6] Otra,

21

Sies CON NADA Por qué?

|1] Mo sabe realizarle la higiene

12] Mo tengo tiempo

|3] Mo pueda readizacke la higiens de su baca

|4] Me alvide

L 1 <

21

Jlos disntes de sy hijo son
e pilladas?

HE]

[2] Ne

23

Sies WO {Por qué?

|1] Mo sabis que tenia que cepillarks: os
dientes

[2] Mo tengo tiempo

[3] Ma s deja cepillarse su hijo

|4] Me alvide

|5) Otra ..

Wersian 1 - 15501 /0000
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“Factores avtricionales y microbioldgioos orales afocindas o fa conies de infanda temarang
e niffos del distrito de Villa of Solvador Lima, Pard

24 28 gue edad comenzd &l capillada |1 dntes de G meses de edad
de las dientes del nifio? 1Z] &ntee los 7 a 12 meses de edad
|3] &ntre los 13 a 1B meses de adad
|4] #ntre los 18 & 24 meses de edad
|5 Huncs se ha cepillado los dientes
|6lNa sabefno recuerda
25 ACan gué ke cepilla los dientes a su | 1] Salo cepille
hija? 12] Cepilla mis agua
|3] Cepilla mids pasta dental
|4] Ctra
2B dCudntas weces 8l dia ol nifka se 1] uma ver al dia
c=pilla log dientes? | 2] D v al dia
|3 Tres veces al dia
|4]Ha = capills o dientes
|5) Otra —
27 AUsted suparvica el cepillado de los | [1] 5
dimntes del nifio? L
2B dUsa pasts dental &) mifa? 1] 5
|2] Mok p25
20 Slwé marca de pasta dental usa? 1] Calgate | ppimi|
SCudl & la cancentracian de |2 Kolinas | ppmy|
Fluaruro de sodia EIr ] ppm|
[120eta | ppm]
| IS l5upaiiag. | ppml
|G Cral B | ppm|
[ [FlCesk, | Bp]
[[5] dapstresh. || Bp]
[19] Snad | Bp]
101 itig, | ppm|
1] | ppm]
tra........ J—
30 2Usa hilo dental para la limpieza de | [1] 5
sus dienbes? 2] Ma
ATENCION OGDONTOLOGICA
31 | #5u hijo ha sido Bevado a una consulta | [1] 5
adentoligica? 2] Ma =pZ2
32 | 44 gué edad acudit por primers wez al | 1] Antes de 6 meses de adad
adontdlogn su hijo? [2] @ntre los 7 a 12 meses de edad
|3] #ntre los 13 & 18 mases de adad
[4] antre los 18 3 24 mases de adad
|5 Hunss acudid
|6 Mo sabedno recuerda
I e —
Wersida 1 - 15/01 2000
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“Factores autricionales ¥ microboldgicos oroles asociodios o la cores de infanda temprand

o gl distrito de Villa & Solvador Limo, Pérd

33

APar gué lo llevo par primera waz al

|1) Dalar

adentdlogo a su hijp?

2] Revisidn de denkal

|3] Curacidn

|4] Limpieza

|5] Aplicacion de fdor

|&] Ofra

34

Sludnda fue Ly ditima wee que ba

|1] Hace menas de & meses

wisitado al edantdlogo su hijo?

|2] hace menes de 12 meses

|3] hace menos de 18 meses

|[d]hace menos de 24 meses

|5] Munca ha ido

[6] Dtra

DIETA CARIOGEMICA

35

#5u hijo come algo antes del almuerzo?

[1] i

1Z] Ha

|3] No sahe

36

e 5§ Oud come? Dascribir

|1] Galletas

|2] Chiscalates

|3] Caramelas

|4] Gueques

|5] Papitas fritas

|6] Mazamorras

| 7] Frutas

|E]Yogurt

9] Ctra

50 hijo come algo antes de la Cena?

[1] i

[2] Na

£}

e 5§ Oud come? Dascribir

|1]Galletas

|2] Chocalates

|3] Caramelas

|4] Queques

|5] Papitas fritas

6] Mazamorras

|7 Frutas

|E] Yogurt

|9] Ctra

50 hijo come algo después de la Cena?

(1] S

|Z] Ma

40

e 5§ Oud come? Dascribir

|1] Galletas

|2] Chocolates

|3] Caramelas

4] Cruesques

|5] Papitas fritas

|6] Mazamorras

| 7] Frutas

[E| Yot

9] Otra f—

Werdidn 1 - 15,01 /3000
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“Foctores nuwtricionales y microlWoddgicos onoles asocindios o la confes de infandia temprang
& alfos del distrite de Villa & Solbvador Limia, Perd

41 Aludntas weces al dia su hijo como | 1] Ura vez al dia
golotinas? [galletas, choomlates, | 2] D wisces al dia
caramelas, gueques, papas Fritas, |3 Tres veces al dia
mazsmorras, Ete ) [4] Mas de tres veces

|5] Mo sabe
6] Mo consume golasinss

41 £5u hijo toema les liguidos con 1) 5
andcar? (L, be, manzanilla, gajs,
cob, juges raturales, gaaker, [2] Ma
emoliente, quinua, Lt}

43 51, 85 51 JCudmtas cucharadas de
Ardcar e agregs a la behida?

44 250 Rijo boors leche con arocsr? |1 i

2] Ma

45 51, 0% Sl pludntas cucharadas de
apdcar le apregs a la leche?

46 A0wé praducto usa para endulaar les | 1) Panela
alimentos de su hijo? 2] Aziicar

|3} Miel de abeja

|4] Eduloorante

|5y Otra

|6] Mo endulza los alimentos de su hijo

47 Sludntas weces al dia, su hijo tama |1] ura vez al dia
bebidas artificiales? |2 Do wesde=s al dia
Cjemplo: gaseasas, jugas artificiales, |3 Tres veces al dia
frugns, tampica, £t [4] No sabe

|5] Mo consume productos artificiales

45 #ludntas weces al dia su hijo come | 1] uma ves al dia
comidas con grasasy |21 D wiscess al dia
Ciempla: hambunguesss, hot dogs, | 3] Tres veces al dia
papas fritas? [4] N sahe

|5] Mo cansume frituras
|6} Mo censume comidas can grakas
Wersidn 1 - 15501 /2030
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poldgioos oroles asociodios o ho cories de infanda fempvana

de Villa & Solwador Limao,

“Foctores aubrickonales y micro.
iffios del dirtrito

CODIGO DEL MIRID: FECHA:
II. PARTE: EVALUACION CLINICA ORAL:
1. iNDICE DE HIGIEME ORAL: indice de placa bacteriana visible- Silness v Loe:

i i 55 1 &1 5 a4 L1 1]

Yoy e]erfMmjepv]o] @YD)y |ojRMElE] W ]o)] P

Cidign

2. MOMERD DE SUPERFICIES EXAMINADAS:

3. MOMERD DE VALORES “1” ENCONTRADOS:

4., PORCENTAIE DE PLACA:
MOmero de casillas con walor “17 = 200 WOmero de superficies examinzdas:

5. HIGIEME ORAL:
Buena 0-15%
Regular 16-30%
Deficiente: 31-100%

6. OBSERVACION:
7. EVALUACIOM DE CARIES DE INFANCIA TEMPRANA: SEEIJI'I Indice ICDAS- Valores
55 54 53 52 51 B1 62 63 B4 65
M M
o o
o D
v v
P P
[ L4
o (3]
o D
v W
L L
B3 B4 B3 B2 Bl Ti T2 73 T4 L
Condioon de la superlicie COnSicesn de carkes
0 H ranlaarads, S dllada i B
L Sellanla, parca L Mancha blanca [ =dmds e ev=alle iesa
2 Swlanta, co=pletn 2 Mancha blanca F=arrds es ee=ale haomado,
3 ot L i i bt £l i erilo 3 eiro cawidlid b s e dedo o LS
A B L i v b ert @ | A Sombr okcus di dislisg Wit b iy el bl be Bmieds
5 Dorosd da acens Saaidab e e Siirn cavidad.
& Dorosd & carila an parcalina, ong o mela- porcaling S Eaxpaskeian S S iting en civided = 0,5 m Basta la miled de
T Rt i radin pardada o lracturads la gui parlies & ntal a5 siess.
A Feirs L £ bt Lo v il EEspaikeian Sa Santing en civaded mipsr a la mitad da la
57 Dmanle ausents por caras superficie dintal
S D i il dniedribe por SrEs redone Db servastda
S D e e L s nadin
06 Corona dislal destruda por cadie
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Fior

o £

£, CONDICION DE LA SUPERFICIE-ICDAS

rdas o ha

NI

Jour L, Pertr

Cantd. Pzas.

Codige | Cantd. Superficies
o
1
2
3
4
5
G

9, DBSERVACION:

10. COMDECIOM DE L& SUPERIFICIE-ICDAS

Cantd. superficies

Cantd. Pzas.

mummnmmng._

I =)
=l

=]
=]

/=]
[I=]

=]
o

11. OBSERVACION:

12. FRECUEMCIA DE CIT:

Fressnciz de CIT z1

Ausenciz de CIT (0]

134
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Fochores aubrioi

infandia temy

OV iar

13. EVALUACIOM DE CARIES DE INFAMCIA TEMPRANA: S2gin indice PUFA- Valores

55 54

53

52

51

61

62

63

64

65

a5 ad

83

82

a1

71

T2

73

74

75

Codigo

Consscusncia Clinica

Compromiso pulpar visible

Ulceracion

causada

remanentes cortantes

por

fragmentos

Fistula

Absceso

14. OBSERVACION:

15. VALOR PROMEDIC DE PUFA

p+u+fea=
20

16. FRECUENCIA DE PUFA:

Fracusncia FUFA

Fresencia

AUsEnCiz

I EVALUACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

17. | N° DE CRIOVIALES SALIVA: |

| pH saLIVAL:

18,
19.

CLASIFICACION DE pH SALIVAL

210, | CAPACIDAD ANMORTIGUADDRA DE LA SALIVA

21

CLASIFICACION DE CAPACIDAD AMORTIGUADDRA:
MUy bajo: <3.5
Bajo: 3.50—4,24

Mormzl: 4.25-4.75
Alta: = 4.75

22 ['N® DE CRIOWIALES SALIVA:

23. OBSERVACION:
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Anexo 4: Resultados del juicio de expertos y prueba V de Aiken

Experto 1 Experto 2 Experto 3 Experto 4 Experto 5 Experto 6
Preguntas . Mg. Esp: ) Esp. o Mg. Edu?acién. Mg. Es;?. ) PhD. EsAp )
Mg. Esp.Estadistica Odontopediatria Odontopediatria Odontodloga Odontopediatria Odontopediatria
Daniel Blanco Olga Velasquez Gloria Baldedn Susan Gutiérrez Evelyn Alvarez
Victorio Vergara Arellano Rodriguez Nieves Lopez Lujan Vidigal
Pregunta 1 0.75 0.75 1 1 0.75
Pregunta 2 1 0.75 1 1 0.75
Pregunta 3 1 0.75 1 1 0.5
Pregunta 4 1 0.75 1 1 0.5
Pregunta 5 0.75 0.75 1 1 0.5
Pregunta 6 0.75 0.75 1 1 0.5
Pregunta 7 0.75 0.75 1 1 0.5
Pregunta 8 0.75 0.75 1 1 0.75
Pregunta 9 0.75 0.75 1 0.75 0.75
Pregunta 10 0.75 0.5 1 0.75 0.75
Pregunta 11 0.75 0.75 1 1 0.75
Pregunta 12 0.75 0.75 1 1 0.75
Pregunta 13 0.75 0.75 1 1 0.75
Pregunta 14 0.75 1 1 0.75 0.75
Pregunta 15 0.75 1 1 0.75 0.75
Pregunta 16 0.75 1 1 1 0.75
Pregunta 17 0.75 1 1 1 0.75
Pregunta 18 0.75 1 1 1 0.75
Pregunta 19 0.75 1 1 1 0.75
Pregunta 20 1 1 1 1 0.75
Pregunta 21 1 1 1 1 0.75
Pregunta 22 1 1 1 1 0.75
Pregunta 23 1 1 1 1 0.5
Pregunta 24 0.75 1 1 1 0.5
Pregunta 25 0.75 1 1 1 1
Pregunta 26 1 1 1 1 1
Pregunta 27 0.75 1 1 1 0.75
Pregunta 28 0.75 1 1 1 0.75
Pregunta 29 1 1 1 1 1
Pregunta 30 1 1 1 1 1
Pregunta 31 1 1 1 1 1
Pregunta 32 1 1 1 1 0.75
Pregunta 33 1 0.75 0.75 1 0.75
Pregunta 34 0.75 0.75 1 1 0.75
Pregunta 35 1 0.75 1 1 0.75
Pregunta 36 1 0.75 1 1 0.5
Pregunta 37 1 1 1 1 0.5
Pregunta 38 0.75 1 1 1 0.5
Pregunta 39 0.75 1 1 1 0.5
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Pregunta 40 0.75 1 1 1 1 0.5
Pregunta 41 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 42 1 1 1 1 0.75 1
Pregunta 43 1 1 1 1 0.75 1
Pregunta 44 1 1 1 1 1 1
Pregunta 45 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 46 1 1 1 1 1 1
Pregunta 47 1 1 1 1 0.75 0.75
Pregunta 48 1 1 1 1 0.75 0.75
Pregunta 49 1 1 1 1 1 1
Pregunta 50 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 51 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 52 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 53 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 54 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 55 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 56 1 1 1 1 1 0.5
Pregunta 57 0.75 1 1 1 1 0.5
Pregunta 58 0.75 1 1 1 1 1
Pregunta 59 1 1 1 1 1 1
Pregunta 60 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 61 1 1 1 1 1 0.75
Pregunta 62 1 1 1 1 1 1
Pregunta 63 1 1 1 1 1 1
Pregunta 64 1 1 1 1 1 1
Pregunta 65 1 1 1 1 1 0.75
V de Aiken 0.90 0.93 1.00 1.00 0.97 0.75
Total, V de Aiken 0.93

Escala de calificacion

1: Muy poco aceptable 2: Poco aceptable 3: Regular

4: Aceptable 5: Muy aceptable
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Anexo 5: Indice de Probabilidad de Pobreza (PPI).

Parte D. Evaluacién de PPI 2016 |
(Progress out of Poverty Index)

Siabe o mds (Cudnsos)

Suiy

LCudnios miembras familianes tiene Cirea
D=2 | el hogar? Cuatro |:| |:|
Tres
Das
Uriz

Sin nivel, o educacicon incial

Primaria moompheta

Primaria completa

Sacundaria incompleta D D

Secundaria camplesa

A Cudl es el ditima afio o gradas de
D-3 | sshudios o nivel mads allo apabada
por I |eTaleBp0Aa del hogar?

SUPETKT R univeritana
Inoomplets

Supariar i univensitana complata

Supariar universibana incomphata

Supariar universibana completa

Estudics de posgrado

Mo hay jefalespasa del hogar

Sin nivel, o educacicon incial

Primaria moompheta

Primaria completa

Sacundaria incompleta D D

Secundaria camplesa

A Cudl es el afia o grado de estudias
0-4 | o fidal aprobada més alto por slgun
milamibrd de e<te hogar?

SUPETKE R Univemitana
inoompleta

Supariar i univensitana complata

Superiar universibana incomphata

Supariar universibana completa

Estudics de posgrado

Mo hay jefalespasa del hogar
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TNEIUCEIONGE: TISMGUE Con U CIrewg 15 fE\-S,:lL'EEiE COTERs

PPI: Miembros del hogar Valor Respuestas Puntaje
TRBITLCCIONGS. TASM0E Con U CITGLD 18 MESpLEsia COMELE OF Cabd [VEGUNiE, | Iegisie & PUnise &N 15 Dinma
cofumna.

¢Er_| Iua_ull:lm-:-u 15 digs, usted a o Mo

algun miembr de esie hogar

D-5 | abtuvieron, carsumiEnn, Comgrana,
ol regalanon jugos envasados? .
: ol i

LEn [0g ultimog 3 mesag, w=ed o 0 ™

akgun miembro de este hogar
0=t | abtuwiernon, cansiguisnn, comprarn

o le regalancn prendas de wasti para o .

aulips? =

LEn [0g ultimog 3 mesag, w=ed o | Mo

akgun miembro de esle hogar

O-T | abtuvieron, carsiguisnn, compraron
a le regalaron calzado para adubos o1 o
{inclunye Fapatillag)? =l
PP: Pertenencias del hogar Valor Respuesias Puntaje

Ta0a pTegunia, J IEGISE & punla)

CoiLmRa.
o
D-8 | {5u hogar iene plancha® "
5i
0-o L El hogar tiens una Mo
refigeradora'congeladara? =
Mo
O-10 | ¢ El hogar lisne una licusdora? 5i
i
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Anexo 6: Registro fotografico de medidas antropométricas, toma de muestras

bioldgicas y evaluacién bucal.
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Anexo 7. Célculo de Potencia del estudio 1.
Como se tratdé de un estudio proveniente de una cohorte de nacimiento
existente, se considerd adecuado hacer el calculo de la potencia con un
tamafo de muestra de 204 nifios y teniendo en consideracion la siguiente
informacidn: la prevalencia de caries en nifios con desnutricion crénica fue
36.0%, con obesidad 3.0% y con sobrepeso de 5.0% y con estado
nutricional normal fue 55.8%(79); considerando un nivel de significancia
de 5%, el poder estadistico hallado fue > 80%, Los calculos se realizaron

usando el programa estadistico STATA version 17.

* Desnutricion Crénica:

P1 =La prevalencia de caries dental en nifios con desnutricion cronica fue
36.0%, P2=Prevalencia de caries dental en nifios con estado nutricional
normal de 56%, se utilizo el siguiente comando en el programa estadistico
STATA version 17.

power twoproportions 0.56 0.36, n (204)

Resultado: Potencia estadistica= 82%

. power twoproportions ©.56 ©.36, n (204)
Estimated power for a two-sample proportions test
Pearson's chi-squared test

HB: p2 = p1 versus Ha: p2 = pl

Study parameters

alpha = 0.0500

N = 204

N per group = 102
delta = -0.2000 (difference)

pl = 0.5600

p2 =  0.3600

Estimated power:
power = 0.8224

Salida de corrida en el programa estadistico Stata version 17 para determinar el
calculo de potencia con respecto a la variable desnutricion crénica.
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*QObesidad:

P1 =La prevalencia de caries dental en nifios con desnutricion crénica fue
3.0%, P2=Prevalencia de caries dental en nifios con estado nutricional
normal de 56%, se utilizo el siguiente comando en el programa estadistico
STATA version 17.

power twoproportions 0.56 0.03, n (204)

Resultado: Potencia estadistica= 100%

. power twoproportions 0.56 ©.03, n (204)
Estimated power for a two-sample proportions test
Pearson's chi-squared test

HO: p2 = pl versus Ha: p2 l=pl

Study parameters:

alpha = 0.0500

N = 204

N per group = 102
delta = -0.5300 (difference)

pl = 0.5600

p2 = 0.0300

Estimated power:

power = 1.0000

Salida de corrida en el programa estadistico Stata versiéon 17 para determinar el
calculo de potencia con respecto a la variable obesidad.
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*Sobrepeso:

P1 =La prevalencia de caries dental en nifios con desnutricion crénica fue
5.0%, P2=Prevalencia de caries dental en nifios con estado nutricional
normal de 56%, se utilizo el siguiente comando en el programa estadistico
STATA version 17.

power twoproportions 0.56 0.05, n (204)

Resultado: Potencia estadistica= 100%

. power twoproportions @.56 ©.05, n (204)
Estimated power for a two-sample proportions test
Pearson's chi-squared test

HO: p2 = pl versus Ha: p2 != pl

Study parameters:

alpha = 0.0500

N = 204

N per group = 102
delta = -@.51@0 (difference)

pl = 0.5600

p2 = 0.0500

Estimated power:
power = 1.0000

Salida de corrida en el programa estaditico Stata versidn 17 para determinar el
calculo de potencia con respecto a la variable sobrepeso.
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Anexo 8. Analisis de modificacion de efecto entre las variables estudiadas y el
COVID-19.

Se realizo un anélisis de homogeneidad de Mantel- Haenszel para evaluar si la

pandemia fue posiblemente modificadora de efecto entre las variables caries de

infancia temprana y estado nutricional a la edad de la evaluacion odontoldgica,

donde se hall6é que la pandemia no fue modificadora de efecto (p=0.649).

Analisis Mantel-Haenszel del IMC para la edad a la evaluacion dental asociados a
CIT debido a la Pandemia COVID-19 (n = 204).

Variable n=204 OR IC 95% p*
Pandemia COVID 19 0.730
Febrero-Marzo
2020 121 0.70 0.43-1.15
Agosto 2021 83 0.63 0.44-0.91

OR: Odds ratio; p*: Prueba de homogeneidad de Mantel-Haenszel
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Anexo 9: Flujograma de procesamiento de las cepas de referencia S. dentisani y S. mutans.

1. Reactivacién de cepas: S. mutan y S. dentisani

lhora
S. dentisani S.mutans |
L »’\ /(’\ = \
=i AN

Medio: Caldo y Agar BHI

Siembra: Por agotamiento en 2 placas por cada
cepa. Y en 2 tubos por cada cepa.

Incubacién: Aerofilia 24 horas a 37°C

S. dentisani durante 24 h a 37°C y el S. mutans
durante 48 h a 37°C en agitacion

** Previo control de calidad de las placas y tubos.

2. Observacion de Cepas en Microscopio
(45min)
- Tincién Gram (15min)
- Observacion de Microscopio 1000x (30
min)

S. dentisani S. mutans

3. Elaboracion de curva estandar, previamente
calculo de las unidades formadoras de colonias
(UFC) para cada cepa de referencia.
a. Preparacién de medios de cultivo y sembrado
para calculo de UFC (30 min)
- Con un asa en punta tomar una colonia e inocular
en 10 ml de medio caldo BHI (2 TUBO para c/cepa)
- Incubacién: Aerofilia S. dentisani durante 24 h a
37°Cyel S. mutans durante 48 h a 37°C en agitacion.

'

|

d. Célculo de UFC, Lectura e Interpretacion
1 hora
- Realizar la lectura e interpretacion (rango normal
30-300 colonias), transcurrido el tiempo de
incubacién pertinente, contar todas las colonias
crecidas en las placas.

Resultados:
S. dentisani: 4.5 x 10" UFC/mL
S. mutans: 7.63 x 10’ UFC/mL
- Conservacion de diluciones en glicerol al 50%.

c. Preparacion de las diluciones seriadas para
calculo de UFC (2horas)

6. Realizar diluciones seriadas (10", 107, 107, 10%, 10%, 10%, 107, 10, 10?,10"°)

transrerion (al) ‘\/ '\/h—\/!—\/ et

- Yy
estéri] g e é e

Factor oo . g .
alivcitn 0 10 1 10

30 min
- Se selecciond diluciones: Elegir 10, 103, 107,
107,100
- Inocular por triplicado (15 placas para c/cepa,
total 30 placas) 0.1 ml de la dilucién
correspondiente en el agar BHI y extender sobre
la superficie de la placa usando una espatula de
Drisgalski estéril. (Lh 30min)
- Incubacion: 24 horas a 37°C
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b. Medicién de DO por medio del
Espectrofotometro
1 hora
- Medir la densidad Optica: S. dentisani y S.
mutans. Con longitud de onda de 595nm y con
absorbancias de 0.08 a 0.1.

Valores obtenidos:
S. dentisani: 0.08 / S. mutans: 0.1




e. Extraccion de ADN de cepas originales
- Se realiza la extraccion de ADN del
caldo de la original.

Caldo BHI — SD/SM
- 1.0ml del caldo con S. dentisani/S.
mutans se centrifuga y se descarta el
sobrenadante y quedando el pellet.
- Se procede a realizar extraccion ADN
segun el protocolo del Kit Master Pure
Gram + EPICENTRE.

f. Preparacion de diluciones de ADN
- Del ADN extraido se realiza diluciones seriadas
1:10.
S. dentisani: 4.5 x 107 UFC/mL
S. mutans: 7.63 x 10’ UFC/mL
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Anexo 10. Calculo de Potencia del estudio 2.

Como se trat6 de un estudio proveniente de una cohorte de nacimiento existente, se
considero adecuado hacer el célculo de la potencia con un tamafio de muestra de
204 nifios y teniendo en consideracion la siguiente informacién: la media de
concentracion de S. dentisani(ng/ul) en placa dental en nifios con CIT 0.35 y sin
CIT de 0.45; considerando un nivel de significancia de 5%, el poder estadistico
hallado fue de 96% 86), Los calculos se realizaron usando el programa estadistico
STATA version 17.

. power twomeans 0.45 0.35, nratio(2) n(250) =d(0.2)

Estimated power for a two—sample means test
t test assuming sdl = =sd2 = s5d
Ho: m2 = ml ~wversus Ha: m2 != ml

Study parameters:

0.0500
250
2.0000
- 1000
0.4500
0.3500
0.2000

alpha
N
N2/W1
delta
ml

m2
sd

T O
|
o

hctual sample sizes:
o= 249
H1l = 83
Nz = lee
Estimated power:
powWwer = 0.9585
Salida de corrida en el programa estadistico Stata versién 17para determinar el
calculo de potencia de acuerdo con la variable Streptococcus dentisani.
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