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Resumen

Antecedentes: E1 SARS-CoV-2 afecta el sistema respiratorio en diferentes grados. La cavidad oral es el lugar mas colonizado
por bacterias, por lo tanto, al no tener una buena higiene, pueden presentarse diferentes enfermedades secundarias; esto ha
causado alerta en el gremio odontoldgico, ya que puede contribuir a complicaciones posteriores en los pacientes. Materiales y
métodos: El estudio fue conformado por 47 pacientes voluntarios recuperados de SARS-CoV-2, residentes de Montemorelos,
Nuevo Ledn, México, donde fueron atendidos en BucaliA Dent, consultorio dental. Después del consentimiento informado de
cada paciente, se realizo una historia clinica para conocer los sintomas, enfermedades sistémicas, ausencia de dientes y nivel de
inflamacion gingival de acuerdo al indice de Loe y Silness. Seguido a esto, se tomo6 una muestra de placa dentobacteriana, la cual
se suspendid en una solucion buffer de fosfato, posteriormente fue llevada al centro de investigacion y desarrollo en ciencias de
la salud (CIDICS), Monterrey, N.L, México. Se extrajo ADN y se purificd, después se realizo PCR para detectar los patdogenos
orales; la PCR se visualizd en gel de agarosa (1.5%) por tincion de bromuro de ectidio. Resultados: Se detectdo 80.85%
Porphyromona gingivalis y 68.09% Fusubacterium nucleatum en pacientes recuperados de SARS-CoV-2. 23.4% presentaron
inflamacion leve de acuerdo al indice de Loe y Silness, 54.5% fueron masculinos y 45.5% femeninas. Por otro lado, 36.4% de los
pacientes con inflamacion leve presentaron de 4-6 dientes ausentes. En estos pacientes se detectdo 18.18% unicamente con
Fusubacterium nucleatum y 27.27% solo con Porphyromona gingivalis; El sexo masculino tuvo predisposicion con 66.6% vy el
sexo femenino a 33.33%; Se observo infeccion con los dos patogenos presentes en el 45.45%; y 60% de estos pacientes fueron
masculinos. Conclusiones: Pacientes recuperados de SARS-CoV-2 mostraron poca higiene oral y alta prevalencia de los
patdégenos mencionados altamente relacionados a inflamacion gingival o enfermedad periodontal, esto nos indica que es
indispensable la intervencion del odontdlogo al finalizar el periodo de infeccion de cada paciente.
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El 11 de marzo del 2020 la
Organizacion mundial de salud
(OMS) declard el SARS-CoV-2
como pandemia. Este virus ha
causado muchas muertes y una
cantidad significativa de
afectados alrededor del mundo,
sin importar edad, raza o género.
La cavidad oral, es uno de los
medios principales de contagio,
debido a los fluidos, a su vez, la
boca alberga grandes cantidades
de colonias bacterianas que
pueden desarrollar problemas en
las estructuras bucales; también

se conoce que es la parte
principal de la digestion y se
relaciona a posibles
complicaciones en los cuadros
sintomaticos de los pacientes.
Pero, ;Los pacientes
recuperados quedan con
secuelas bacterianas?, (FEl nivel
de higiene es necesario

antes y después de contraer el
SARS-CoV-27?, {Qué afecciones
pueden existir después del
virus?.

Toma de muestra

Se realiz6 una Historia clinica
con preguntas claves para
conocer el estado del paciente
durante su desarrollo del
SARS-CoV-2, acompaiada de
un examen intraoral asi como
una inspecciéon de acuerdo al
indice gingival de Loe y Silness.
Con un palillo estéril fue tomada
una muestra de placa
dentobacteriana de la zona
retromolar y se colocd en un
tubo eppendorf de 1.5ml con
buffer de fosfato, sellando la
muestra con parafina, las cuales
fueron procesadas en el Centro



de investigacion y desarrollo en
ciencias de la salud (CIDICS).

Extraccion y preparacion de
ADN

El tubo de 1.5ml fue introducido
en la centrifuga a 12,000
revoluciones por 10 minutos,
para obtener la pastilla del
ADN.

N

Se afiadi6 1ml de Trizol por
pipeteo repetido y 2 pul de
cloroformo, se homogeneizé por
medio del vortex durante 15 seg,
con un reposo de 10 min para
después centrifugar durante el
mismo tiempo. Posterior a eso
se dividio en 3 fases:

1. Acuosa (RNA)
Interfase (ADN)

3. Orgénica (Proteinas y
resto de trizol)

Se recopild la interfase (ADN)
en un tubo diferente de 1.5ml.

Se afiadi6 500 pl de etanol
absoluto para eliminar las
impurezas, dejandolo reposar
por 3 min. y -centrifugando
nuevamente; se descartd el
sobrenadante, se lavo vy

centrifugd 2 veces con 1 ml de
citrato trisodico.

Se descart6 el sobrenadante y se
resuspendié en 1.5 ml de etanol
al 70%, se reposo entre 10-20
min. y centrifugod; finalmente se
retir6 el sobrenadante y se
agregd PBS+BSA al 0.5%.

Reaccion en la Cadena
Polimerasa (PCR)

Se utilizo ANTP Mix:

- dGTP (Trifosfato de
Desoxiguanosina)

-  dTTP (Trifosfato de
Timidina)

- dATP (Trifosfato de
Desoxiadenosina)

- dCTP (Trifosfato de
Desoxicitidina)

Se prepar6 un volumen inicial
de 500 pl; en un tubo de 1.5 ml,
se introdujo 50 pl de cada
reactivo de dNTP mix y se
agregaron 300 pl de H,O.

En un tubo de 1.5 ml se realizo
la preparacion de los primers 10
ul de Forward (Fv) y 10 ul de
Reverse (Rv), agregando 90 pul
de H,O respectivamente; estos
actian como cebadores de la
accion de polimerasa.

Para llegar a la reaccion final de
PCR es necesario realizar el mix
de los reactivos  antes
preparados:

Buffer reaccion 2.5u

Primer Fw 2.0 ul
Primer Rv 2.0 ul
dNTP Mix 1.0 ul

Taq Polimerasa 0.25 pl

H,0 15.25

La tabla anterior indica los
volimenes necesarios para una

muestra, por lo tanto estos
valores fueron multiplicados por
47 que fue el ntmero de
nuestras muestras.

Se tomaron tubos de 10 mg de
acuerdo al nimero de muestras;
a cada uno se agreg6 23 ul de
reaccion final de PCR y 2 pl de
ADN respectivo a cada paciente.
Posteriormente, las muestras se
colocaron en el termociclador
para realizar los ciclos de
temperaturas necesarios para la
amplificacion de PCR.

Electroforesis en gel de
agarosa

En un matraz se rebaj6 el TAE
10x con 10 ml y 90 ml de H,0,
se agregd 1.5 g de Agarosa, se
coloco el matraz en la plancha
durante 5 min.
aproximadamente, verificando
que todo se integrara; el liquido
obtenido de agarosa se coloco en
la base de la camara de
electroforesis con sus
respectivas celdas para gelificar;
una vez gelificado se introdujo a
la camara el buffer de carga,
asegurandose de cubrir todo el
gel.

En la primera celda se deposito
1 ul de colorante, 1 pl de buffer
blue y 5 ul de leadder; en la
segunda celda 1 pl de colorante,
1 wl de buffer blue y 5 pul de
PCR de la bacteria; en las
siguientes celdas 1 pl de
colorante, 1 pl de buffer blue y 5
pl de PCR de los pacientes
respectivos. Para observar los
resultados claramente, se
introdujo el gel al Bio-Rad, Gel
Doc™ XR.



Se detectod en los pacientes
recuperados de SARS-CoV-2
80.85% Porphyromona
gingivalis y 68.09%
Fusobacterium nucleatum.
23.4% mostraron inflamacion
leve de acuerdo al indice de Loe
y Silness, de estos pacientes
54.5% fueron del sexo
masculino y el 45.5% fueron del
sexo femenino. Por otro lado,
36.4% de los pacientes que
presentaron inflamacion leve
presentaron 4-6 dientes
ausentes.

18.18% de los pacientes
presentaron Unicamente
Porphyromona gingivalis y
27.27% Fusobacterium
nucleatum; El sexo masculino
tiene una predisposicion de una
enfermedad gingival de 66.66%
y el sexo femenino de 33.33%;
Los dos patogenos mencionados
se observo 45.45% en femenino
y 60% en sexo masculino.

Nos encontramos en un campo
desconocido en relacion al
SARS-CoV-2.

Sabemos que una de las entradas
principales  del virus es la
cavidad oral, por lo tanto, la
higiene bucal es esencial para
minimizar el riesgo de adquirir
el virus.

En esta investigacion decidimos
concentrarnos en las bacterias
principales de  enfermedad
periodontal, asi como también
en la enfermedad respiratoria.

Estd comprobado que pacientes
con mayor nimero de bacterias
en boca estan predispuestos a
desarrollar una enfermedad oral,
asi como  también  una
enfermedad bacteriana
secundaria.

Esta investigacion queda abierta
para continuar con los estudios
de diferentes grupos bacterianos
en pacientes recuperados, asi
como también de pacientes
actualmente  infectados con
SARS-CoV-2 y relacionar las
cargas bacterianas entre ambos
pacientes.

Los pacientes recuperados de
SARS-CoV-2 presentan una
pobre higiene oral y alta
prevalencia a patdgenos orales
relacionados a  enfermedad
periodontal.

Esta investigacion invita a los
pacientes recuperados de
SARS-CoV-2 a una evaluacion
y tratamiento con su odontologo
de confianza, pues son altamente
susceptibles a contraer las
enfermedades antes
mencionadas y llevarlos a
complicaciones sistémicas.
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