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RESUMEN

Introduccion: EI SARS-CoV-2 afecta el sistema respiratorio en dife-
rentes grados. La cavidad oral es el lugar mas colonizado por bacterias,
por lo tanto, al no tener una adecuada higiene pueden presentarse dife-
rentes enfermedades secundarias, lo que ha causado alerta en el gremio
odontoldgico, ya que puede contribuir a complicaciones posteriores
en los pacientes. Material y métodos: El estudio fue conformado por
47 pacientes voluntarios recuperados de SARS-CoV-2, residentes de
Montemorelos, Nuevo Leon, México, donde fueron atendidos en Buca-
lia Dent, consultorio dental. Después del consentimiento informado de
cada paciente, se realizé 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. A continuacion, se tomd
una muestra de biofilm microbiano (placa dentobacteriana), la cual se
suspendi6 en una solucion buffer de fosfato, posteriormente fue llevada
al Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CI-
DICS), Monterrey, N.L, México. Se extrajo DNA y se purifico, después
se realiz6 PCR para detectar los patdgenos orales; la PCR se visualizé
en gel de agarosa (1.5%) por tincion de bromuro de etidio. Resultados:
Se detectd 80.85% Porphyromona gingivalis y 68.09% Fusobacterium
nucleatum en pacientes recuperados de SARS-CoV-2; 23.4% presenta-
ron inflamacion leve de acuerdo al indice de Loe y Silness, 54.5% fueron
masculinos y 45.5% femeninos. Por otro lado, 36.4% de los pacientes
con inflamacion leve tenian de cuatro a seis dientes ausentes. En estos

ABSTRACT

Introduction: SARS-CoV-2 affects the respiratory system to different
degrees. The oral cavity is a colonized place by bacterias, therefore,
by not having good hygiene, different secondary diseases can occur;
this has caused an alert in the dental industry, since it can contribute
to later complications in patients. Material and methods: The study
was conducted in 47 SARS-CoV-2 recovered volunteers from the
Montemorelos city of the Nuevo Leon state, Mexico, who were attended
at the Bucalia Dent dental clinic. An informed consent was obtained
from each of the patients, then their clinical history was documented
in order to know the symptoms, previous systemic diseases, absence
of teeth and degree of gingival inflammation, as suggested by Loe
and Silness. Subsequently, a dental plague sample was taken from
all patients, which was suspended in a phosphate buffered solution
and shipped to The Center for Research and Development in Health
Sciences (CIDICS), Monterrey, NL, Mexico for storage. DNA extraction
and purification was performed and PCR was carried out for the
oral pathogens detection. All PCR products were visualized on 1.5%
agarose gel by ethidium bromide staining. Results: Porphyromona
gingivalis and Fusobacterium nucleatum were detected in 80.85%
and 68.09% of SARS-CoV-2 recovered patients, respectively. 23.4%
showed mild inflammation based on the Loe and Silness criteria, 54.5%
were male and 45.5% female. On the other hand, 36.4% of patients
with mild inflammation had between 4 to 6 missing teeth. A single
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pacientes se detect6 18.18% Unicamente con Fusobacterium nucleatum
y 27.27% s6lo con Porphyromona gingivalis; el sexo masculino tuvo
predisposicion en 66.6% y el femenino en 33.33%. Se observo infeccion
con los dos patdgenos presentes en 45.45%; y 60% de estos pacientes
fueron masculinos. Conclusiones: Los pacientes recuperados de SARS-
CoV-2 analizados en esta investigacion mostraron mala higiene oral y
alta prevalencia de los patdgenos mencionados altamente relacionados
ainflamacion gingival o enfermedad periodontal, lo que nos indica que
es indispensable la intervencion del odontologo al finalizar el periodo
de infeccion de cada paciente.

Palabras clave: SARS-CoV-2, bacterias, Porphyromona gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, higiene oral, inflamacion gingival.

INTRODUCCION

Asrincipios del afio 2020, la Organizacién Mundial
e la Salud (OMS) reconocié al nuevo virus respi-
ratorio como sindrome agudo respiratorio severo de co-
ronavirus 2 (SARS-CoV-2) y se identifico como el agente
causante de un grupo de casos de neumonia. El primer
caso en México se detecté el 27 de febrero de 2020 en
la Ciudad de México. En esos momentos el ritmo de la
mortalidad era incierto; en mayo de 2020 se conocie-
ron aproximadamente 3.5 millones de casos y 250,000
muertes alrededor del mundo. Este nuevo virus forma
parte del betacoronavirus y comparte con el SARS-CoV
una unién a la enzima convertidora de angiotensina-2
(ACE-2), una exopeptidasa de membrana que actia no
s6lo como receptor de estos virus, sino que también les
permite entrar en las células humanas; una vez dentro
del huésped, puede mutar, posiblemente debido al fuerte
estrés inmunoldgico al que es sometido.'8

El SARS-CoV-2 altera el sistema inmunolégico, cau-
sando distintos cambios en las reacciones de respuesta
que pueden volverse contra el huésped, lo que lleva a
un dano autoinmune, particularmente al tejido conectivo
de los pulmones; aunque no estd confirmado, hipotéti-
camente, podria haber un vinculo entre la localizaciéon
epitelial de la proteina ACE2 en mucosa oral, mucosa
nasal y la nasofaringe como receptor funcional para el
coronavirus.” !0

Existen al menos tres vias diferentes donde se
manifiesta el virus: en el tracto respiratorio superior e
inferior, entrando en la cavidad oral en forma de peque-
fas gotas; en la sangre entrando en la boca mediante
el liquido crevicular en la encfa y por infeccion de las
glandulas salivales mayores y menores con la liberacién
subsecuente de las particulas en la saliva mediante los
conductos salivares."

infection by Fusobacterium nucleatum was detected in 18.18% and by
Porphyromona gingivalis in 27.27%; the male sex had a predisposition
with 66.66% and 33.33% female; coinfection of both pathogens was
observed in 45.45% where 60% were male. Conclusions: SARS-CoV-2
recovered patients show poor oral hygiene and a high prevalence of
oral pathogens related to the development of inflammatory gingival
or periodontal disease, this suggests the need for an odontological
clinical intervention at the end of the course of infection or disease
caused by SARS-CoV-2.

Keywords: SARS-CoV-2, bacteria, Porphyromona gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, oral hygiene, gingival inflammation.

Los pulmones son similares a la cavidad bucal, se
le denomina «comunidad ecolégica de comensales,
simbidticos y organismos patégenosy». La inmigracion
microbianay la eliminacién es constante entre la cavidad
oral y los pulmones, lo que permite salud y distribucién
microbidtica. La infeccion respiratoria inferior se inicia
por la contaminacién del epitelio de las vias respiratorias
inferiores por inhalacién de microorganismos englobados
en gotas aerosolizadas o por aspiracién de secreciones
orales asociado con enfermedad bucal (las cuales con-
tienen microorganismos como P, gingivalis, F. nucleatum,
P intermedia)."?

Estudios indican que este nuevo coronavirus posee la
capacidad de alterar el equilibrio de la microbiota oral,
lo que combinado con un sistema inmune deprimido
permitiria la colonizacién por infecciones oportunistas,
ya que la cavidad oral ofrece el perfecto portal de entra-
da a virus y bacterias del medio ambiente, por lo tanto,
es uno de los habitats mas densamente poblados del
cuerpo humano; por lo que podria existir colonizacion
intracelular en células epiteliales de la cavidad oral por
complejos bacterianos constituidos por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y
Tannerella forsythia.’*'> Dado que la mucosa oral podria
ser la primera drea infectada con SARS-CoV-2, podria
plantearse la hipotesis de que las lesiones y manifesta-
ciones de la mucosa oral podrian ser los primeros signos
que aparecen.'%??

No existe una gran diferencia entre las recomendacio-
nes para el tratamiento de las neumonias por otros virus
y la neumonia por SARS-CoV-2. La indicacién empirica
de antibidticos cuando se sospecha sobreinfeccién bac-
teriana debe iniciarse en forma temprana.'??3

La obtencién de acido desoxirribonucleico (DNA) es
el punto de partida para la mayorfa de analisis genéticos;
incluso, contando con pequenas cantidades de DNA, es
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posible amplificar genes especificos in vitro a través de
la reaccion en cadena de la polimerasa. Por otro lado,
la PCR es una técnica para la sintesis in vitro de secuen-
cias especificas de DNA. La técnica de PCR se convirtié
practicamente en un estdndar en odontologia; se basa
en la capacidad de la enzima Taq DNA polimerasa para
sintetizar una nueva cadena de DNA complementaria a
la hebra molde.?+2#

Las bacterias como Porphyromonas gingivalis que pasan
por aspiracion a las mucosas respiratorias pueden ser re-
conocidas por las células de la inmunidad natural a través
de receptores; Fusobacterium nucleatum forma parte de
la microbiota orofaringea, gastrointestinal y genitourinaria;
segln las circunstancias clinicas puede tener actividad
patogénica, es asi como en lesiones periodontales, como
gingivitis, periodontitis o en procedimientos dentales, se
ha identificado como posible fuente de bacteriemia e
infecciones invasivas. En pacientes adultos hay reportes
de infecciones pleuropulmonares asociadas a problemas
odontolégicos cuando se producen broncoaspiraciones
asociadas a mal estado bucodental. Es comin que las
infecciones virales respiratorias predisponen a los pacien-
tes a sobreinfecciones bacterianas, lo que puede llevar al
aumento de la gravedad y mortalidad de la enfermedad.
Otros estudios sobre el coronavirus han demostrado que
es mas fuerte la adherencia estreptocdcica a las células
epiteliales en el tracto respiratorio, causando complica-
ciones como neumonia. Se reportd que en casos graves
de SARS-CoV-2 la sobreinfeccion bacteriana es comun,
esto es apoyado por la investigacion de Zheng, quien
sefiala que 50% de los pacientes con SARS-CoV-2 severo
muri6 con la presencia de una infeccién bacteriana se-
cundaria.'??9-31

MATERIALY METODOS

Toma de muestra. Se realizé una historia clinica con
preguntas clave para conocer el estado del paciente du-
rante su desarrollo del SARS-CoV-2, acompanada de un
examen intraoral asi como una inspeccién de acuerdo al
indice gingival de Loe y Silness. Con un palillo estéril se
tomo una muestra del biofilm (placa dentobacteriana) de
la zona retromolar y se colocé en un tubo eppendorf de
1.5 mL con buffer de fosfato, sellando la muestra con pa-
rafina, la cual fue procesada en el Centro de Investigacion
y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS).

Extraccion y preparacion del DNA. El tubo de 1.5
mL fue introducido en la centrifuga a 12,000 revolu-
ciones por 10 min para obtener la pastilla del DNA.

Se afadié 1 mL de Trizol por pipeteo repetido y 2 pL
de cloroformo, se homogeneizé por medio del vértice
durante 15 s, con un reposo de 10 min para después
centrifugar durante el mismo tiempo. Posteriormente,
se dividi6 en tres fases: acuosa (RNA), interfase DNA),
orgdnica (protefnas y resto de trizol).

Se recopil6 la interfase (DNA) en un tubo diferente
de 1.5 mL. Se anadié 500 pL de etanol absoluto para
eliminar las impurezas, dejandolo reposar por 3 min 'y
centrifugando nuevamente; se descarté el sobrenadan-
te, se lavo y centrifugd dos veces con 1 mL de citrato
trisédico. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6
en 1.5 mL de etanol a 70%, se repos6 entre 10-20 min
y centrifugd; por dltimo se retiré el sobrenadante y se
agreg6 PBS+BSA al 0.5%.

Reaccién en la cadena polimerasa (PCR). Se utilizo
dNTP mix:

dGTP (trifosfato de desoxiguanosina).
dTTP (trifosfato de timidina).

dATP (trifosfato de desoxiadenosina).
dCTP (trifosfato de desoxicitidina).

AwN =

Se preparé un volumen inicial de 500 uL; en un
tubo de 1.5 mL se introdujo 50 uL de cada reactivo
de dNTP mix y se agregaron 300 pL de H,O.

En un tubo de 1.5 mL se realiz6 la preparacién de los
primers 10 pL de Forward (Fv) y 10 pL de Reverse (Rv),
agregando 90 pL de H,O respectivamente; estos actan
como cebadores de la accién de polimerasa.

El listado anterior indica los volimenes necesarios para
una muestra, por lo tanto estos valores fueron multipli-
cados por 47 que fue el niimero de nuestras muestras.

Se tomaron tubos de 10 mg de acuerdo al nimero
de muestras; a cada uno se agreg6 23 pL de reaccién
final de reaccion en la cadena polimerasa (PCR) y 2 pL
de DNA respectivo a cada paciente. Posteriormente, las
muestras se colocaron en el termociclador para realizar
los ciclos de temperaturas necesarios para la amplifica-
cion de PCR.

Electroforesis en gel de agarosa. En un matraz se
rebaj6 el TAE 10x con 10y 90 mL de H,O, se agregd 1.5 g
de agarosa, se coloco el matraz en la plancha durante cinco
min aproximadamente, verificando que todo se integrara;
el liquido obtenido de agarosa se colocé en la base de la
camara de electroforesis con sus respectivas celdas para
gelificar; una vez gelificado se introdujo a la cdmara el
buffer de carga, asegurandose de cubrir todo el gel.
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En la primera celda se deposité 1 uL de colorante, 1
uL de buffer blue 'y 5 pL de leadder; en la segunda celda
1 uL de colorante, 1 uL de buffer blue y 5 pL de PCR de la
bacteria; en las siguientes celdas 1 uL 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.

RESULTADOS

Se detecté en los pacientes recuperados de SARS-CoV-2
de esta investigacion 80.85% Porphyromona gingivalis
y 68.09% Fusobacterium nucleatum; 23.4% mostraron
inflamacién leve de acuerdo al indice de Loe y Silness;
de estos pacientes, 54.5% fueron del sexo masculino y
45.5% del femenino. Por otro lado, 36.4% de los pa-
cientes que tuvieron inflamacién leve, presentaron de
cuatro a seis dientes ausentes; 18.18% de los pacientes
mostraron Ginicamente Porphyromona gingivalisy 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 patégenos men-
cionados se observaron en 45.45% en el sexo femenino
y 60% en el masculino.

DISCUSION

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 esen-
cial para minimizar el riesgo de adquirir el virus. En esta
investigacién decidimos concentrarnos en las bacterias
principales de la enfermedad periodontal asi como en la
enfermedad respiratoria.

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

Esta investigacion queda abierta para continuar con
los estudios de diferentes grupos bacterianos en pacientes
recuperados, al igual que en pacientes actualmente infec-
tados con SARS-CoV-2 y relacionar las cargas bacterianas
entre ambos pacientes.

CONCLUSIONES
Nos encontramos en un campo desconocido en relacion

al SARS-CoV-2, es com(n que las infecciones virales
respiratorias predisponen a los pacientes a sobreinfec-

ciones bacterianas, lo que puede llevar al aumento de la
gravedad y mortalidad de la enfermedad. 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 la enfermedad perio-
dontal, asi como en la enfermedad respiratoria. Esta
comprobado que los pacientes con mayor niimero de
bacterias en la boca estan predispuestos a desarrollar
una enfermedad oral asi como una enfermedad bac-
teriana secundaria.

Esta investigacién queda abierta para continuar con
los estudios de diferentes grupos bacterianos en pacientes
recuperados, al igual que en pacientes actualmente infec-
tados con SARS-CoV-2 y relacionar las cargas bacterianas
entre ambos pacientes.
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Aspectos éticos: [En el Articulo 17 de la Ley General de
Salud (Titulo segundo, capitulo 1) se describe el nivel de
riesgo que tienen las investigaciones segln la fuente de
la que proviene la informacién que utiliza.

El estudio se realizara de acuerdo con la declaracién
de Helsinki y con el reglamento de la Ley General de
Salud en materia de investigacién para la salud: en
Titulo segundo, capitulo I, articulo 17, se considera al
estudio sin riesgo, ya que es un estudio que no emplea
métodos aleatorios de asignacion a esquemas terapéuticos
que pongan en riesgo la integridad del paciente.

Este trabajo de investigacion se reglamenta bajo las
siguientes Leyes Mexicanas: NOM-012-55A3-2012,
Normas técnicas 313, 314 y Ley Federal de Derechos de
autor, Gltima reforma DOF 13-01.2016.

Método utilizado para obtener consentimiento in-
formado: No se anexard consentimiento informado
con todas sus secciones, de acuerdo con la NORMA
Oficial Mexicana NOM-012-5SA3-2012, que establece
los criterios para la ejecucion de proyectos de inves-
tigacion para la salud en seres humanos. El apartado
11.3 segundo parrafo menciona: «En los casos de in-
vestigaciones sin riesgo o con riesgo minimo, la carta
de consentimiento informado no sera un requisito para
solicitar la autorizacién del proyecto o protocolo de
investigacién» y de acuerdo con los articulos 20, 21y
22 de la Ley General de Salud en materia de investiga-
cioén, llevara un aviso de privacidad donde se resumen
sus derechos, beneficios posibles, quién investiga y
contacto de la universidad. Al decidir participar se
considera aceptacion voluntaria, informada y libre. Las
preguntas no son obligatorias.
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