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Resumen

La COVID 19 es una enfermedad respiratoria ocasionada por el SARS-CoV-2, de la misma
familia del SARS-CoV causante del SARS. En el tracto respiratorio, el SARS-CoV-2 infecta
las células alveolares al unirse a los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE-2). Curiosamente, estos receptores también se expresan abundantemente en la
superficie de los enterocitos, donde desempefian un papel importante en el mantenimiento de

la homeostasis de la microbiota y la inflamacion de la mucosa.

Se realizd un estudio cualitativo documental de tipo metasintesis con el objetivo de analizar
la asociacion entre la microbiota intestinal y la infecciobn por SARS-CoV-2 basado en la
consulta de articulos cientificos publicados entre los afios 2020-2021. Se documentaron 5
estudios a nivel mundial con predominio del sexo femenino, edad media de 55 afios con
comorbilidades asociadas como: Diabetes mellitus, Insuficiencia renal y Obesidad. Los
géneros bacterianos identificados en la microbiota intestinal fueron variables con un aumento
de patdgenos asociados a la gravedad como: Coprobacillus, Clostridium ramosum,
Clostridium hathewayi, 0 bien patdgenos oportunistas como: Bacteroidetes, Actinomyces
viscosus, Bacteroides nordii, Bacteroides caccae, Streptococcus clase Bacilli, Streptococcus
infantis, Morganella morganii, y disminucién de especies propias de la microbiota como:
Bacteroides dorei, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides massiliensis, Bacteroides
ovatus, Lachnospiraceae bacterium 5 1 63FAA, Clostridium leptum, Bifidobacterium

adolescencia, Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale.

Los métodos diagndsticos utilizados en el estudio de la microbiota intestinal fueron métodos
de extraccion como PureFood de Maxwell RSC, kit QlAamp Viral RNA Mini, Kit DNeasy
PowerSoil Pro, métodos de purificacion como Kit de autenticacion y OGM PureFood de
Maxwell RSC (Maxwell® RSC), Instrumento Maxwell® RSC 48, métodos de amplificacion
como RT-gPCR, las bibliotecas se organizaron mediante el Kit Flex ADN, Entre los
mecanismos de interaccion entre la microbiota intestinal y el SARS-CoV-2 se encuentran
los niveles de citocinas y los marcadores inflamatorios, lo cuales sugieren que el microbioma

intestinal que el microbioma intestinal esta involucrado en la magnitud de la gravedad.
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1. Introduccién

La COVID 19 es una enfermedad respiratoria ocasionada por el SARS-CoV-2, de la misma
familia del SARS-CoV causante del SARS, tras su aparicion a finales del 2019 en Wuhan
provincia de Hubei, China, se ha diseminado a nivel mundial y aunque especialmente se le
relaciona con insuficiencia respiratoria también hay casos donde aparecen sintomas
gastrointestinales en particular en etapas criticas de la infeccidn, en las primeras
investigaciones dirigidas a ese punto diana han logrado determinar la presencia de ARN en
heces. Cafiete et al (2020), expone que el SARS-CoV-2 se ha detectado en sangre y heces,
de las heces de pacientes se ha podido aislar viruses viables, aunque no esta bien establecida

la trasmision y diseminacion a través de la via fecal.

La microbiota intestinal en general ha cumplido y cumple con una serie de funciones
necesarias para el bienestar humano, en esencia esa interaccion simbiotica entre el ser
humano y las bacterias que forman parte del componente intestinal también ha sido objeto
de estudio en los cuales se ha determinado la capacidad inmunomoduladora de la microbiota

y la influencia en la respuesta inmunoldgica.

La comprension actual de la patogénesis del SARS-CoV-2 postula una hiperactivacién rapida
e intensa del sistema inmunoldgico, lo que resulta en una enfermedad critica y mortalidad.
Los datos en evolucion sugieren que un estado de inflamacion crénica o una activacion inicial
del sistema inmunitario podria influir en el curso de la COVID-19 mas que los efectos
citopaticos directos del SARS-CoV-2. Ademés, se ha observado que un subgrupo de
pacientes desarrolla sintomas autoinflamatorios (como la enfermedad similar a Kawasaki en
nifios y el sindrome inflamatorio multisistémico) mucho después de la eliminacion del virus

SARS-CoV-2 del cuerpo, lo que sugiere una desregulacion inmunitaria (Hussain et al, 2021).

Aproximadamente la mitad de los pacientes con COVID-19 desarrollan sintomas
gastrointestinales, que a menudo preceden a los sintomas respiratorios. En el tracto
respiratorio, el SARS-CoV-2 infecta las células alveolares al unirse a los receptores de la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE-2). Curiosamente, estos receptores también se
expresan abundantemente en la superficie de los enterocitos, donde desempefian un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis de la microbiota y la inflamacién de la

mucosa (Hussain et al, 2021).



2. Justificacion

La reciente aparicion del nuevo y patégeno SARS-CoV-2 en Wuhan, provincia de Hubei
(China) y su réapida propagacion nacional e internacional plantearon una emergencia sanitaria
mundial que actualmente se desarrolla y que practicamente compite con la gripe de 1918. El
actual coronavirus es el causante de la COVID-19, aunque ya se habian identificado 2
especies de coronavirus antes del 2000, después de ese afio se encontraron 3 nuevas especies,
causando 3 brotes infecciosos (SARS, MERS y actualmente la COVID-19).

A finales del 2019, los conocimientos sobre el SARS-CoV-2 eran practicamente nulos, y con
la evolucién precipitada del brote se vio la necesidad de investigar con esmero los
mecanismos fisiopatoldégicos con los que se establecia el COVID-19 y la forma en que
evolucionaba hasta producir la muerte en el paciente. Fue asi como se dieron los primeros
pasos en el estudio del SARS-CoV-2 descubriendo una interaccién entre la gravedad y la

microbiota intestinal.

Hoy en dia la investigacion mundial sobre la microbiota intestinal ha aumentado nuestro
conocimiento en el campo de las enfermedades crénicas e infecciosas y es (til para abordar
los desafios que se encuentran en el manejo de pacientes con COVID-19 con enfermedades

gastrointestinales asociadas.

En el presente trabajo investigativo se documentan los estudios realizados sobre el papel de
la microbiota intestinal en pacientes con COVID-19 a nivel mundial, ademas se enumeran
los géneros bacterianos identificados en la microbiota intestinal de pacientes con COVID-19
en los estudios realizados en el mundo, se explican los métodos de deteccion utilizados en
los estudios documentados y los mecanismos de interaccion entre la microbiota intestinal y
SARS-CoV-2.

Identificar los mecanismos de interaccion entre la microbiota intestinal y SARS-CoV-2. da
a conocer las caracteristicas bésicas y la relacion que existe entre el SARS-CoV-2 y la
microbiota intestinal, un analisis de sus mecanismos de interaccion y la capacidad
inmunomoduladora de la microbiota intestinal, asi mismo, se va a proveer informacidn

epidemiolégica, cientifica y de interés social que permitird fortalecer los conocimientos sobre



el manejo clinico de pacientes durante y después de la infeccion por COVID-19. De la misma

manera, la investigacion servird de base tedrica, cientifica y practica para futuros estudios.

Los avances en materia de salud son importantes porque permiten un abordaje integral de las
enfermedades y con ello una respuesta inmediata y efectiva. El conocimiento de la relacion
existente entre la microbiota intestinal y el SARS-CoV-2 permitira dirigir nuestra atencion a
ese sistema olvidado (microbiota intestinal) que ejerce una enorme influencia en la respuesta

inmunologica de los pacientes.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Analizar el papel de la microbiota intestinal en la infeccion por SARS-CoV-2, en humanos a

partir de estudios realizados a nivel mundial.

3.2. Objetivos especificos

1. Documentar los estudios realizados sobre el papel de la microbiota intestinal en
pacientes con COVID-19 a nivel mundial.

2. Enumerar los géneros bacterianos identificados en la microbiota intestinal de
pacientes con COVID-19 en los estudios realizados en el mundo.

3. Explicar los métodos de deteccion utilizados en los estudios documentados.

4. Identificar los mecanismos de interaccion entre la microbiota intestinal y SARS-CoV-
2.



5. Desarrollo del sub tema

5.1 SARS-CoV-2

La enfermedad por el coronavirus de 2019 (COVID-19) es causada por el coronavirus del
sindrome respiratorio agudo grave de tipo 2 (SARS-CoV-2), un coronavirus de reciente
aparicion que se identifico6 por vez primera en Wuhan, provincia de Hubei (China), en
diciembre de 2019. EL SARS-CoV-2 es un virus de ARN monocatenario de hebra positiva
que es contagioso para los seres humanos. Es el sucesor del SARS-CoV-1, la cepa que causd
el brote epidémico de SRAS entre 2002 y 2004 (OMS, 2021).

Los coronavirus son agentes infecciosos frecuentes enanimales y humanos. En humanos, los
coronavirus pueden causar desde resfriados comunes (HCoV-NL63, HCoV-229E, Beta-
CoV1 y HCoV-HKU1), hasta las enfermedades graves mencionadas (SARS y MERS)
(Santos, Cortés, Vallejo y Reyes, 2021).

Los sintomas de COVID-19, varian dependiendo de si se trata de una forma leve, moderada
o0 severa de la enfermedad. En casos de COVID-19 leve los sintomas pueden incluir alzas
térmicas, tos seca, malestar general, mialgias, anosmia y ageusia; algunos pacientes tienen
sintomas gastrointestinales, como anorexia, nauseas, vomitos y diarrea. Los casos graves de
COVID-19 se producen sobre todo en pacientes con enfermedad crénica de base como ser
patologia cardiovascular, diabetes mellitus, enfermedad renal crdnica y obesidad entre otros;
sin embargo, también se han reportado en pacientes sin comorbilidad de cualquier edad. Estos
pacientes pueden tener complicaciones graves como el sindrome de distrés respiratorio agudo
(SDRA) con disnea e hipoxemia, linfopenia, también pueden existir trastornos del sistema
nervioso central o periferico, falla renal, insuficiencia cardiaca, falla hepética, coagulopatias,
y shock (Arandia y Antezana, 2020).



Figura 1. Infeccion primaria y evolucion de COVID-19. En la figura se evidencian multip les
organos que pueden ser afectados por SARS-CoV-2, debido a la presencia de receptores de
la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) en distintos o6rganos, incluyendo pulmones,

rifiones, neuronas Yy enterocitos entre otros.

(enterocitos)

Fuente: Arandia, J, y Antezana, G. (2020). SARS-CoV-2: estructura, replicacion y

mecanismos fisiopatoldgicos relacionados con COVID-19. Gaceta Médica Boliviana, 43(2),

170-178.
5.1.1. Genoma

El genoma de SARS-CoV-2 esta formado por una Unica cadena de RNA monocatenario de
polaridad positiva (+ssSRNA) de aproximadamente 30.000 pares de bases. Esta cadena de
RNA se asemeja, estructuralmente a un RNA mensajero (RNAm) de células eucaridticas, ya

que, presenta un capuchoén metilado (cap) en el extremo 5’ yuna cola poliadenilada (poli- A)



en el extremo 3’, lo que le da un gran parecido a los RNAm de la célula huésped. Sin
embargo, a diferencia de los RNAm eucarioticos, este genoma viral contiene al menos seis
marcos abiertos de lectura (ORF). El genoma de SARSCoV-2 se puede dividir en tres tercios.
Los dos primeros tercios (mas cerca del extremo 5°) codifican para el gen de la replicasa
viral. Este gen esta constituido por dos ORF (ORF la y ORF 1b), los que, al comienzo de la
infeccion, seran traducidos directamente en dos poliproteinas de gran tamafio llamadas ppla
y pplab. Estas poliproteinas posteriormente serdn procesadas proteoliticamente para generar
16 proteinas no estructurales (nsps), las cuales estaran implicadas en la replicacion del
genoma viral y en la transcripcion de RNAm subgendmicos (sgRNAS). El Glitimo tercio del
genoma (mas cerca del extremo 3’) codifica los genes de las 4 proteinas estructurales
principales (proteina (S), proteina (M), proteina (E) y proteina (N) y lo genes de las proteinas

accesorias (proteina (HE), 3, 7a, entre otras) (Pastrian, 2020).

Figura 2. Organizacibn genética de SARS-CoV-2. Esquema del genoma RNA
monocatenario de polaridad positiva (+sSRNA) de SARS-CoV-2. Hacia el extremo 5’°, se
codifica el gen de la replicasa viral por medio de ORF 1lay ORF 1b para la traduccion de las
poliproteinas ppla y pplab. Hacia el extremo 3’°, se codifican los genes de las 4 proteinas
estructurales principales (S), (M), (E) y (N) (en verde) y las de las proteinas accesorias (en

azul).

SARS-CoV-2 5-—| ORF 1a o
ORF 1b

Fuente: Pastrian, G. (2020). Bases Genéticas y Moleculares del COVID-19 (SARS-CoV-
2). Mecanismos de Patogénesis y de Respuesta Inmune. Revista internacional de
odontostomatologia, 14 (3), 331-337.

5.1.2. Estructura

Se reconocen cuatro géneros de coronavirus: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirusy Deltacoronavirus. El examen genealdgico del SARS-CoV-2 reveld

gue pertenece al coronavirus del género betacoronavirus.

Los coronavirus reciben su nombre debido al aspecto que presentan sus viriones al
microscopio electrénico, semejante a una corona solar (con proyecciones de superficie)
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gracias a sus proteinas de superficie. Estructuralmente los coronavirus son virus esféricos
que miden entre 80 a 160 nandémetros de didmetro, con una envoltura de bicapa lipidica y
que contienen genoma de ARN monocatenario (SSRNA) de polaridad positiva de entre 27 y
30 kilobases de longitud. El virus SARS-CoV-2 codifica 5 proteinas estructurales, las cuales

estan codificadas dentro del extremo 3’ del genoma viral (Arandia y Antezana, 2020).

Figura 3. Diagrama esquematico del virion de SARS-CoV-2.

Espicula (S) Nucleoproteina (N) +ARN
Membrana lipidica \ | ‘ i (nucleocapside)
(envoltura) \_‘\ \ /

Proteina de/

membrana (M) =

‘ N
9 \) ,
Proteina de j g ‘ \ Poli-A
envoltura (E)

Fuente: Santos, G, Cortés, P, Vallejo, V, y Reyes, J. (2021). SARS-CoV-2: generalidades,

origen y avances en el tratamiento. Gaceta médica de México, 157(1), 88-93.

Glucoproteina S (espiga)

La glucoproteina S trimérica es una proteina de fusion de clase 1y media la unién al receptor
del huésped. La glucoproteina S es escindido por una proteasa similar a la furina de la célula
huésped en dos polipéptidos separados denominados S1y S2. S1 constituye el gran dominio
de union al receptor de la proteina S, mientras que S2 forma el tallo de la molécula espiga
(Arandia y Antezana, 2020).



La subunidad S1 presenta un dominio N-terminal, un dominio C-terminal y un dominio de
union al receptor conservado (RBD) que contiene un ndcleo y un motivo de union al receptor
(RBM). Esta subunidad media la union al receptor ACE 2, donde los residuos de aminoacidos
como Lys317 y Phe486 del dominio RBD podrian ser claves para esta interaccion. Por otro
lado, la subunidad S2 posee en su estructura un dominio péptido de fusion (FP), dominios de
repeticion heptad-1y -2 (HR1, HR2) y un dominio transmembrana (TM), que le permiten la
fusion de las membranas viral y celular Ademds, presenta una gran superficie mutada, con
cuatro insertos nuevos en la proteina; de los cuales, tres se ubican en el primer dominio NTD,
mientras que el cuarto se ubica inmediatamente antes del sitio de escision S2 y dentro de la
interfaz de interaccion de homo-trimerizacion. Asimismo, el dominio RBD no esta afectado
por estos insertos, pero es la region mas mutada con potenciales alteraciones en su funcion
de unién a ACE 2 (Lam et al, 2021).

Proteina de Envoltura (E)

Presenta gran identidad con las secuencias de otros coronavirus; sin embargo, existen
caracteristicas distintivas como la sustitucion de residuos de glutamato, glutamina o aspartato
por arginina en la posicidén y el reemplazo de la diada Ser-Phe por Thr-Val en las posiciones
55-56. Esta proteina es la més pequefia de las cuatro proteinas estructurales, con 76
aminoacidos de longitud. Su estructura posee un extremo amino hidréfilo corto cargado
negativamente que consta de 7 a 12 aminoécidos, seguido de un dominio transmembrana
hidr6fobo (TMD) grande de 25 aminoécidos, Yy termina con un extremo carboxilo hidréfilo
largo de carga variable. La region hidrofoba de la TMD contiene una hélice o anfipatica que
se oligomeriza para formar un poro conductor de iones en las membranas; una parte del TMD
consta de dos aminoacidos neutros no polares, Val y Leu, que confieren una fuerte
hidrofobicidad a la proteina. El extremo C-terminal también exhibe cierta hidrofobicidad,
pero menos que el TMD debido a la presencia de un grupo de aminoacidos basicos cargados
positivamente, ademéas contiene un residuo de prolina conservado centrado en un motivo -
coil-B, que probablemente finciona como una sefial de direccion hacia el complejo de Golgi

(Lam et al, 2021).



Proteina N (nucleocapside)

Se compone de dos dominios separados, un dominio N-terminal y un dominio C-terminal,
ambos capaces de unirse al ARN in vitro, pero cada dominio utiliza diferentes mecanis mos
para unirse al ARN. La proteina N también estd muy fosforilada, y se ha sugerido que la
fosforilacion desencadena un cambio estructural que mejora la afinidad por el ARN viral
versus el no viral. La proteina N se une al genoma viral en una conformacion de tipo perlas

en una cuerda (Arandia y Antezana, 2020).
Hemaglutinina-esterasa (HE)

Estd presente en un subconjunto de betacoronavirus. La proteina actla como una
hemaglutinina, se une a los acidos sialicos en las glucoproteinas de superficie y contiene
actividad acetil-esterasa. Se cree que estas actividades mejoran la entrada de células
mediadas por la proteina S y la propagacion del virus a través de la mucosa (Arandia y
Antezana, 2020).

Proteinas accesorias

Las proteinas accesorias del SARS-CoV-2 son expresadas por los genes ORF3a, ORF3b,
ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9a, ORF9b y ORF10. Varias de estas proteinas tienen
funciones aun desconocidas, se sospecha que no intervienen en la replicacion viral, pero

pueden tener roles importantes en la patogénesis viral (Lam et al, 2021).
5.1.3. Ciclo de replicacion

Después del ingreso del virus a la célula huésped, por la via endocitica, se requiere
acidificacion endosomica, es decir una disminucidbn de pH mediada por lisosomas,
permitiendo la union de la membrana del endosoma con la envoltura viral, liberando su

nucleocapside al citoplasma.

El ARN del virus en las regiones ORF1ay ORF1b acta como un ARNm donde se transcribe
directamente el gen de la replicasa viral con la maquinaria de la célula huésped, traduciéndose
en las poliproteinas PPlay PPlab. Estas se escinden por las proteasas tipo papaina (PLpro;
correspondiente a Nsp3) y tipo 3C (3CLpro o Mpro; correspondiente a Nsp5) para formar las

16 proteinas no estructurales (Nsps). A continuacién, las proteinas no estructurales se
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reorganizan en vesiculas de doble membrana a partir del reticulo endoplasmético (RE), y se
ensamblan en la region perinuclear, en el complejo replicasa-transcriptasa (RTC), creando
un entorno adecuado para la sintesis de ARN de sentido negativo (-) através de la replicacion
y la transcripcion, de manera que replica y sintetiza un conjunto de ARNm subgendmicos
(SgARN) (Lam et al, 2021).

Los ARN subgendmicos se sintetizan combinando longitudes variables del extremo 3' del
genoma con la secuencia lider 5' necesaria para la traduccion. Estos ARN subgenomicos (-)
se transcriben en ARNm subgendmicos (+), que codifican a las proteinas estructurales S, M,
E, Ny las accesorias (hacia el extremo 3”). EIl ARN genomico viral recién sintetizado se une
a la proteina N originando la nucleocapside. Las proteinas S, M, E y las accesorias,
expresadas a partir de los sgARN, son sintetizadas en las membranas del RE y luego
transportadas al complejo de Golgi para ser ensambladas con la nucleocépside, produciendo
nuevas particulas viricas; que, por medio del sistema de transporte de vesiculas, viajaran
hasta la superficie, liberandolo por exocitosis. Como ya se menciond anteriormente, el
SARS-CoV-2 utiliza como receptor a la ACE 2, la cual esta expresada en diferentes células
del sistema vascular, sistema nervioso central, o0jos, vias aéreas superiores, corazon,

pulmones e intestino; siendo mas wvulnerables los dltimos tres (Lam et al, 2021).
Figura 4. Mecanismo de interaccion y patogenesis del SARS-CoV-2.

Entrada del SARS-CoV-2 através de 2 vias: endocitosis (a la izquierda) y fusion directa (a
la derecha). EI ARN genomico ingresa a la célula y el ARN monocatenario en sentido
positivo (ARN mc +) se traduce en las poliproteinas pplay pplab a partir de las regiones
ORF lay ORF 1lab. Posteriormente, un proceso de autoclivaje por 3CLpro y Mpro, dard
lugar a las 16 proteinas no estructurales (Nsps), que formaran el complejo replicasa
transcriptasa (RTC), que producird ARN monocatenario de polaridad negativa a partir de la
cadena positiva; que se asociara con la proteina de nucleocéapside. Por otra parte, el complejo
RTC, sintetizara ARN subgenémico (ARN sg) que codificaran las proteinas S, M y E,
ensambladas en reticulo endoplasmatico antes de ser transportadas al compartimiento RE-
Golgi, donde se asociara con el nuevo ARN genomico Yy la proteina N. Finalmente se

exportara en forma de vesiculas para la posterior liberacion del nuevo virus.

11



»
STk
oo = '.."-'_, Fusid L P
- w J USion directa gl 4
‘\L::ﬁ:_‘::-i ?;l ?x;fi ;‘;*1 ‘ﬁ\l’ Q ? .‘;'_‘,1' i::
2% e
=
s \ A
/ ARN viral ARN mc (+)
Y MAVAAAVAVAVAVAAAAS \ 7
ANANANANAN \
e o= 2
TN oY Y
He o / bn, @
I ARN mc (+) _, ARNmMc() ?
APAAAAAAAAAA AAAAPNPNAAPPR I
01 CHEEREEED - D~ . N q9
= Y- \
B e ARNmM subgendmico
- ph LY
l Sayss S QO VL
. £ M Y
P - g8 E
o o=} o rep? — 7y 7O X
- & = D —— H — e ) — 0 20
= “‘g‘&u‘ — y .
Compleyo replicasa-transcriptasa

Fuente: Lam, E, Ledn, A, Ledn, K, Llamo, G, Lopez, R, Luzuriaga, Mendoza, A, y Huaman,
J. (2021). Bases moleculares de la patogénesis de Covid-19 y estudios in silico de posibles

tratamientos farmacol6gicos. Revista de la Facultad de Medicina Humana, 21(2), 417-432.
5.1.4. Mecanismos patogénicos

Segun la literatura publicada y las observaciones clinicas de pacientes con COVID-19, se
han propuesto hipotesis razonables sobre la patogénesis de la infeccion por SARSCoV-2 en
humanos. El virus puede acceder al tracto respiratorio a través de las membranas mucosas,
especialmente la nasal, orofaringea y laringea, y luego ingresar a los pulmones por
continuidad. Posteriormente, ingresa a la sangre desde los pulmones causando viremia, Y asi,
adquiere acceso y ataca a todos los oOrganos que expresan ACE2. ACEZ2, el receptor
identificado como puerta de entrada para SARS-CoV-2, es una enzima adherida a la
membrana celular de células ubicadas en el cerebro, corazon, arterias, endotelio respiratorio,
pulmones, especificamente en sus células alveolares tipo Il (AT2, por sus siglas en inglés),
higado, intestinos, rifiones Y testiculos. Su funcidn principal es reducir la presion arterial al
catalizar la escision de angiotensina Il (un péptido vasoconstrictor) en angiotensina 1—7 (un
vasodilatador) (Olivas, 2020).
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La proteina (S) de SARS-CoV-2 posee dos subunidades (S1y S2). La subunidad S1 esla que
interacciona y se une al receptor ACE2 por medio del dominio de union al receptor (RBD),
mientras que, la subunidad S2 determina la fusion de la membrana del virus con la de la
célula huésped. Para que el virus complete la entrada en la célula hospedera, la proteina (S)
debe ser cortada o escindida por una enzima proteasa (TMPRRS2). La escisién de la proteina
(S) ocurre en 2 diferentes posiciones de la subunidad S2, esto contribuye a la separacion de
la unibn RBD de la subunidad S1 con el receptor ACE2 y a la posterior fusion de las

membranas, facilitindose asi, la entrada del virus mediante endocitosis (Pastrian, 2020).

El SARS-CoV-2 se une a toda célula corporal que expresa ACE2 y TMPRSS2 en su
superficie, causando una respuesta inflamatoria sistémica. Esta se inicia con una tormenta de
citocinas, la cual consiste en una liberacion de grandes cantidades de citocinas pro
inflamatorias (IFN-a, IFN-g, IL-1b, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-a, TGFb, etc.) y
quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8, CXCL9, CXCL10). Se trata de un violento
ataque del sistema inmune, causando dafio alveolar difuso, insuficiencia organica miltiple y
muerte, en los casos graves de infeccidbn por SARS-CoV-2, al igual que ocurri6 con SARS-
CoV-1yocurre con MERS-CoV. La union de SARS-CoV-2a los receptores ACE2 ubicados
en la superficie de las AT2 reviste especial importancia, ya que desencadena una cascada de
inflamacion en las vias respiratorias inferiores, ocasionando un sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA). La lesion caracteristica de este sindrome, el dafio alveolar difuso,
ha sido encontrado en la mayoria de pacientes fallecidos por neumonia grave por COVID-19
(Olivas, 2020).

El SARS-CoV-2 no solo obtiene la entrada a las células pulmonares a través de ACE2.
Regula de forma negativa su expresion en la superficie de estas células, a tal grado que la
enzima se torna incapaz de ejercer sus efectos protectores sobre los 6rganos corporales. La
regulacion negativa de la expresion de ACE2 en las células pulmonares, conlleva a la
acumulacién sin oposicion de angiotensina Il y a la activacion local del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA). Se ha postulado, pero no probado, que esta actividad no
controlada de angiotensina Il puede ser en parte responsable de la lesién organica en COVID-
19, conllevando a lesion pulmonar aguda, remodelacién desfavorable del miocardio,

vasoconstriccion periférica y permeabilidad vascular aumentada. Mientras que la activacion
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local del SRAA puede modular las lesiones pulmonares provocadas por la agresion viral
Olivas, 2020).

COVID-19 alo largo de la pandemia se ha caracterizado por presentar complicaciones como
la miocarditis, la enfermedad tromboembdlica, la coagulacién intravascular diseminada, la
hipercitoquinemia y las complicaciones renales, ademas de la enfermedad respiratoria. Los
mecanismos subyacentes de estas comorbilidades ain no se comprenden completamente. Sin
embargo, es de hacer notar que los receptores ACE2 también son expresados ampliame nte
en las células endoteliales de mdltiples lechos vasculares y de muchos érganos (Olivas,
2020).

Vargas et al (2020) report6 en abril de 2020, haber encontrado en una serie de pacientes con
COVID-19, mediante estudio histopatoldgico, evidencia de dafio en las células endoteliales
de multiples vasos sanguineos Yy Organos, asi como evidencia de infeccion viral directa en las

mismas, inflamacién endotelial difusa y apoptosis.

Estos hallazgos sugieren que la infeccion por SARS-CoV-2 facilita la induccion de
endotelitis en varios organos, como consecuencia directa de la infeccion viral y/o de la
respuesta inflamatoria del huésped. La endotelitis por COVID-19 podria explicar la
disfuncion microcirculatoria sistémica y sus secuelas clinicas, al cambiar el equilibrio
vascular hacia una mayor vasoconstriccion, con una isquemia organica subsecuente, edema

tisular y un estado proclive a la hipercoagulacion (Olivas, 2020).
5.1.5. Evasion de la respuesta inmunoldgica

Para su ingreso a la célula hospedera, el SARS-CoV-2 requiere la union de su espicula
(proteina S) ala enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE-2) en la membrana plasmatica
de la celula hospedera. Sin embargo, primero dicha proteina debe ser escindida por la
proteasa transmembrana de serina 2 (Transmembrane Protease Serine - TMPRSS2) de la
membrana de la célula hospedera en dos subunidades: S1, que contiene el dominio de union
de region (Region Binding Domain - RBD) a la ACE-2 y S2, que facilita la fusién viral al

acercar las membranas viral y celular (Xia, Zhu, y Liu et al, 2020).

La proteina S del SARS-CoV-2 evade el reconocimiento del sistema inmune al estar cubierta

por varios glucanos no inmunogénicos Yy al ocultar su RBD en sus regiones internas,
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mostrandola Unicamente ante la proximidad de ACE-2, y estabilizando dicha conformacion

con 2 moléculas de glucanos debajo de la RBD (Casalino, 2020).

Asimismo, el SARS-Cov-2 prefiere utilizar la proteina TMPRSS2 para su ingreso a la célula
hospedera porque, ademas de su mayor rapidez, le permite evitar las proteinas antivirales
endosomales. Ensayos clinicos realizados con cloroquina, farmaco que altera el pH
endosomal y dificulta la entrada de virus por esta via, no han tenido resultados positivos, a
pesar de que evitan la replicacion viral in vitro. Esto se debe a que la cloroquina actGa en
células cultivadas con SARS-Cov-2 gue expresan catepsina-L, mas no la proteina TMPRSS2
(Bedoya et al, 2020).

Al replicarse, el SARS-CoV-2 evade el sistema inmune mediante diversos mecanismos. Uno
de ellos implica la conversion del reticulo endoplasmatico liso en vesiculas que recubren al
ARN viral, evitando que sea reconocido por los receptores reconocedores de patrones
(Pattern Recognition Receptors - PRR) de las células del sistema inmune innato. Otros
mecanismos involucran sus proteinas virales no estructurales (Non-Structural Protein - NSP),
como el poro formado por NSP3 en la vesicula antes descrita que expulsa el ARN viral hacia
el citosol para su traduccion. Cabe resaltar a la NSP1, que inhibe la respuesta de interferon a
varios niveles: 1) utiliza las proteasas de la célula hospedera para degradar cualquier ARN
mensajero (ARNm) no viral, 2) ocluye la entrada del canal ribosomal, inhibiendo asi la
traduccion del ARN no viral, y 3) se une a los canales de salida del nicleo celular, evitando
la salida del ARNm al citoplasma. Aunque falta confirmar el rol del resto de estas proteinas,
hay evidencia de que serian mas potentes que Sus contrapartes en otros coronavirus,
incluyendo al SARS-CoV y al MERS-CoV (Bedoya et al, 2020).

Asimismo, algunas proteinas S, en lugar de anclarse anuevos viriones, viajan a la membrana
celular de la célula infectada, en donde activan canales ionicos y facilitan la formacion de
una cubierta lipidica que induce la fusion de varias células. De esta manera, se forman
sincitios que permiten la expulsion de millones de viriones y la evasion del sistema inmune
al fusionarse incluso con células de dicho sistema, como linfocitos. Esto podria explicar en

parte la linfopenia observada en casos graves de COVID-19 (Zhang et al, 2021)

Por otro lado, se intenta encontrar una explicacion fisiopatoldgica de los factores de riesgo

conocidos para enfermedad severa. Un articulo reciente postula que la presencia de
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autoanticuerpos contra las proteinas de la respuesta interferon tipo 1 (IFN-1), que
incrementan con la edad, podrian estar implicadas en este riesgo. Ademas, se postula que el
desarrollo de casos severos en pacientes mayores (inmunosenescencia) o con factores de
riesgo (obesidad, diabetes mellitus, falla renal, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
tratamiento inmunosupresor, etc.) puede deberse a una dificultad para montar una respuesta
inmune adaptativa de tipo Thl (contra patdgenos intracelulares) adecuada. En estos casos,
puede generarse 0 por un estado proinflamatorio basal, con predominio de interleuquina 1
(IL-1), interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o por una
inmunosupresion celular. Ello, junto con lo detallado anteriormente, facilita una gran

replicacién viral descontrolada (Bedoya et al, 2020).
5.1.6. Meétodos diagndsticos

En caso de tener sospecha de una infeccion por SARS-CoV-2, causante de la COVID-19, las

pruebas en orden de importancia son:

o Amplificacién de acido nucleico (NAAT), con la técnica de RT-PCR.

e Secuenciacion viral: las pruebas para la deteccion de las secuencias del gen de la
envoltura viral, de la ARN polimerasa viral y de la nucleoproteina han sido
implementadas eficazmente para confirmacion del virus y son Utiles para mostrar
mutaciones del genoma viral.

e Cultivo viral: no recomendada por motivos de bioseguridad.

e Estudios serologicos.

La prueba de RT-PCR en tiempo real esta disefiada para la deteccion cualitativa de acidos
nucleicos de SARS-CoV-2 en muestras tanto del tracto respiratorio superior como del
inferior, mediante hisopados nasofaringeos, orofaringeos, lavado broncoalveolar, aspirado
bronquial o esputo. Es una técnica sensible y especifica en muestras respiratorias y se realiza
en todos los pacientes que cumplen con criterios clinicos de SARS-CoV-2. El algoritmo
diagndstico emplea varias secuencias del genoma viral para confirmar positividad para
SARS-CoV-2 (Ramos, Carreto, Salcedo, 2020).

Los ensayos serologicos, por otro lado, son importantes para comprender la epidemiologia

de los coronavirus emergentes, incluida la carga y el papel de las infecciones asintomaticas.
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So6lo en el 15% de los pacientes es detectable el ARN viral en suero; sin embargo, en los
pacientes afectados que no amplifican el ARN viral, particularmente en la fase presintomatica
de la enfermedad, se puede demostrar retrospectivamente que han desarrollado una respuesta
inmune. Se recomienda utilizar la serologia para facilitar el diagnostico de infecciones por
SARS-CoV-2 cuando no se recolectd una muestra de hisopado apropiadamente o cuando los

ensayos moleculares no se realizaron de manera satisfactoria (Ramos et al, 2020).
5.2. Microbiota intestinal

La microbiota intestinal humana es un ecosistema muy dindamico y de alta complejidad,
compuesta por cerca de 100 trillones de células microbianas con aproximadamente 9.9
millones de genes en su totalidad. En los Gltimos afios, se ha estudiado ampliamente y se ha
visto su intervencién activa en forma importante con diversos procesos fisioldgicos del
huésped, al alterar su composicion, diversidad y metabolismo se influye en el desarrollo y
curso de diversas patologias intestinales y extraintestinales (Merino, Taracena, Diaz, y
Rodriguez, 2021).

La formacién de la microbiota es un proceso muy dindmico, el cual inicia desde la vida
intrauterina, se ha demostrado la presencia de diversas bacterias de predominio intracelular
en la placenta, las cuales se caracterizan por compartir taxonomia con las bacterias que
formardn parte de la biota de la piel, vagina, cavidad oral y tracto gastrointestinal. En el
liqguido amnidtico y en el meconio se ha encontrado material genético bacteriano relacionado

con especies que componen el ecosistema de la microbiota. (Aagaard et al, 2014).
5.2.1. Composicién

Su composicion, diversidad y metabolismo va cambiando alo largo de las distintas etapas de
la vida. El tipo de nacimiento y la atencion neonatal proporcionada influye de manera
importante en la composicion de enterobacterias y bifidobacterias. Se ha visto que los nifios
Que nacen por cesarea presentan una menor cantidad de bacterias y no colonizacion temprana
por bifidobacterias, bacteroidetes y Escherichia coli, comparado con los que nacen via
vaginal. Inadecuadas condiciones de higiene favorecen colonizacion temprana por

enterobacterias 'y exposicion temprana a antibidticos —principalmente en unidades de
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cuidados intensivos neonatales— la cual altera la cantidad y la diversidad de especies

adquiridas al momento del nacimiento (Gomez y Acero, 2011).

La colonizacion dominante por bifidobacterias es otro de los miltiples beneficios descritos
a la lactancia materna exclusiva durante los primeros meses de vida, ya que la presencia
preponderante de esta especie bacteriana facilita el uso de glucanos, polisacéridos y
oligosacaridos de la leche materna favoreciendo su digestion y adaptando el tracto
gastrointestinal para la futura digestion de comida solida, esto sucede gracias a sefiales
bioquimicas producidas por las bacterias al llevar a cabo metabolismo de moléculas de la
leche sin valor nutricional. Después, la diversidad de la microbiota se expande de manera
acelerada los primeros cinco afios de vida, en menor medida durante la adultez, y sufre una
regresion importante después de los 60 afios, donde la composicion es representada en un
95% por Firmicutes y bacteroidetes, muy similar a la encontrada en los primeros meses de
vida (Merino et al, 2021).
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Tabla 1. Bacterias que componen la microbiota intestinal.

TABLA1

Principales divisiones o phyla del Dominio Bacteria que
componen la microbiota del intestino humano.

Phylum Caracteristicas Géneros
representativos
Firmicutes Es una division de las bacterias que agrupa a mis de 250 Ruminococcus
géneros, compuesta por bacterias Gram positivo de bajo Clostridium
contenido en Guanina y Citosina (G+C) en suDNA. Peplostreptococcus
Pueden tener forma bacilar o cocacea y se Lactobacillus
subdivide en dos clases taxonomicas: Bacilli v Clostridia. Enterococcus
Bacteroidetes Esta division incluye alrededor de 20 géneros bacterianos Bacteroides
v esta compuesta por 3 clases: Bacteroidia, Flavobacteria
y Sphingobacteria
Proteobacterias Son el grupo o phylum mas grande de las bacterias e Desulfovibrio
Todos sus miembros son bacterias Gram negativo que Helicobacter

poseen una membrana extema y lipopolisacradido.
Esta dividido en 6 clases: Alphaproteobactenia,

Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria y Zetaproteo-
bacteria.
Actinobacteria Es uno de los grupos dominantes del dominio bacteria. Bifidobacterium
Estd compuesto por bacterias Gram positivo de alto Actinomyces

contenido G+C de su DNA de habitat terrestre 0 acuatico.

Vermmucomicrobia Es un grupo o phylum reciente del dominio Bacteria y se Verrucomicrobium
han descrito unas pocas especies. Esta formado por tres
clases: Spartobacteria, Opitutae y Vermucomicrobiae.

Fuente: Monckeberg, B, y Corsini, A. (2011). Microbiota intestinal, metabolismo y balance

calorico. Revista chilena de nutricion, 38(4), 477-481.

La microbiota intestinal mantiene una relacién simbiética con la mucosa intestinal e imparte

importantes funciones metabdlicas, inmunologicas y protectoras del intestino en el individ uo
sano. La microbiota intestinal, que obtiene sus nutrientes de los componentes de la dieta del
huésped y elimina las células epiteliales, es un 6rgano en si mismo con una gran capacidad
metabdlica y una sustancial plasticidad funcional. Estas caracteristicas del microbioma
intestinal han cambiado réapidamente el enfoque de la investigacion de la abundancia y

diversidad de los miembros microbianos a los aspectos funcionales.
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Figura 5. Distribucion

de la flora intestinal Normal

Esophagus pH
<40

Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Vedlonella

Colon pH
5-5.7

Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Porplyromonas,
Eubacterium, Ruminococceus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Stomach pH
2

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Hellcobacter pylor!

Cecum pH
5.7

Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria

Small intestine pH
5-7

Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lacfobachilus,

r-Proteobacteria, Enferococcus

Fuente: Jandhyala, S. M., Talukdar, R., Subramanyam, C., Vuyyuru, H., Sasikala, M., &
Nageshwar Reddy, D. (2015). Role of the normal gut microbiota. World journal of
gastroenterology, 21(29), 8787-8803.

5.2.2. Funciones de la microbiota intestinal

Las enfermedades gastrointestinales son una causa importante de morbilidad y mortalidad
alrededor del mundo. Involucran enfermedades inflamatorias crdnicas como colitis ulcerativa
y enfermedad de Crohn, ademéas de afecciones infecciosas y funcionales como el sindrome
de intestino irritable. El tratamiento ha sido de dificil manejo dada la ambigliedad y las
multiples teorias que rodean la etiologia. Se han relacionado elementos psicosociales,
cambios en la motilidad gastrointestinal, factores inmunolégicos, genéticos y hace poco
alteraciones en la flora intestinal. Esta microflora bacteriana es un tema complejo y olvidado
que contribuye de manera importante no solo en los procesos de degradacion y absorcion de
sustratos de la dieta, sino que cumple funciones inmunolégicas y protectoras en cada
organismo. Conocer su composicion, distribucion y las miltiples acciones que cumple para

mantener el equilibrio en el ecosistema gastrointestinal, resulta esencial para comprender su
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participacién en la prevencion y tratamiento de trastornos inflamatorios y de la motilidad

gastrointestinal (Gomez y Acero, 2011).

La microbiota intestinal ha pasado de considerarse un comensal acompafante, a considerarse
un «drgano metabdlico», con funciones en la nutricion, la regulacion de la inmunidad vy la
inflamacion sistémica. Los mamiferos que crecen libres de gérmenes (LG) tienen un
desarrollo corporal anormal, con pared intestinal atrofica, corazon, pulmones e higado de

bajo peso y sistema inmune inmaduro con niveles bajos de inmunoglobulinas (Icaza, 2013).

La microbiota intestinal tiene enzimas que transforman a los polisacaridos complejos de la
dieta, que el intestino humano no puede digerir ni absorber, en monosacaridos y acidos grasos
de cadena corta (AGCC), principalmente acético, propiénico y butirico. Los 2 primeros se
absorben a la circulacién portal y el tercero es empleado por los colonocitos como fuente de
energia. Los AGCC pueden ser transportados al higado para ser usados en la sintesis lipidica;
de hecho, se estima que las calorias derivadas de esta digestibn bacteriana constituyen

alrededor del 10% de toda la energia que absorbemos (Turnbaugh et al, 2006).

La cantidad de AGCC en el colon y en la sangre son importantes para la inmunorregulacio n
del hospedero. Algunos estudios reportan efectos positivos de los AGCC en pacientes con
alteraciones inflamatorias del intestino, de hecho, dichos individuos tienen concentraciones
mucho menores de AGCC. Ademas, parece ser que la microbiota es capaz de modular los
genes que afectan la disposicion de la energia en los adipocitos. Los microbios Yy los
vertebrados evolucionaron juntos a través de miles de afios, y el funcionamiento normal del
sistema digestivo e inmunologico depende de la presencia de la microbiota simbiotica (Icaza,
2013).

A continuacion, se detallan estudios documentados sobre la microbiota intestinal en pacientes

con COVID-19, a partir de revistas cientificas disponibles en paginas web.
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5.2.3. Estudios realizados sobre la microbiota intestinal en pacientes con COVID-19 a nivel mundial.
Autores
Titulo Metodologia | Universo | Edades Sexo Comorbilidades Resultados
[Pais
La concentracién de FC se correlacion6
Faecal PCR en o _
Effenberae ) € significativamente con la concentracion
9 | calprotectin (FC) tiempo real No sérica de interleucina-6 (IL-6) p<0,001)
r, et al | jndicates N= 40 . No | G react (,PCR)’
o _ espec i i ero no con la proteina C reactiva
(2020) intestinal RNeasy Power pacientes i especifica No especificado | P o e 2 et SARS. Covr
tarahi cado 0 la ferritina. Se detect6 -CoV-2-
Austria inflammation  in | Microbiome do
Kit ARN en heces de 12 de 40 (30%)
COVID-19 )
pacientes con COVID-19.
) RT-gPCR 535 F13/M 30 En comparacion con los controles
Alterations  of (43,8- s | _ COVID-19
Kit DNeas ’ normales, los pacientes con -
Gu, et al the out i | comoks 60.3) i s tenian  una  diversidad  bacteriana
(2020) Microbiota in PowerSoil Pro | sanos (n = Hipertension en o .
i significativamente reducida; una
patients  With | (Qiagen) 30) 485 EoaM O grupos con HIN1 | Si9 | _ e
] ’ y en grupo con abundancia relativa significativamente
Coronavirus Secuenciacion (33,3- de ald st
. ) ; mayor de patdgenos oportunistas, como
China Disease 2019 or | de la regi6n 66.8) COVID-19 patog -p _
HIN1 (n = ’ Streptococcus, Rothia, Veillonella vy
HIN1 Influenza | Vv3-V4 del gen .
24) Actinomyces
del ARN 55,0 F 13/M 30
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ribosomal 16S (48,0—
con el lllumina COVID-19 62,0)
MiSeq PE300.
q (n = 30)
Varios comensales intestinales  con
RT-gPCR o _
potencial inmunomodulador conocido,
Gut microbiota | como Faecalibacterium
- Kit  QlAamp -~ .
composition ) prausnitzii, Eubacterium rectale y
Yeoh, et al . Viral  RNA . . .
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Kit de
autenticacion y
OGM

PureFood de
Maxwell RSC

Hepatitis

Higado graso

dorei, Bacteroides thetaiotaomicron, Ba
cteroides

massiliensis y Faecalibacterium
prausnitzii (una bacteria
antinflamatoria) y la gravedad de la
enfermedad. En el transcurso de la
hospitalizacién, bacteroides ovatus, que
regulan a la baja la expresion de la
enzima convertidora de angiotensina 2
(ACE2) en el intestino murino, se
correlacionaron  inversamente con la
carga de SARS-CoV-2 en muestras
fecales de pacientes.
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5.2.4. Géneros bacterianos identificados en la microbiota intestinal de pacientes

con COVID-19 en los estudios realizados en el mundo.

Género y especie

Referencia

Resultado

Coprobacillus

Clostridium ramosum

Clostridium hathewayi

Zuo, et al (2020)

F. prausnitzii tiene propiedades antiinflamatorias.

Faecalibacterium prausnitzii Zuo, et al (2020)
Bacteroides dorei _ _
_ _ _ Especies de Bacteroides pueden tener un papel protector
Bacteroides thetaiotaomicron ) _ g
_ __ Zuo, etal (2020) | potencial en la lucha contra la infeccion por SARS-CoV-
Bacteroides massiliensis _ ) )
i 2 al dificultar la entrada del huésped a través de ACE2.
Bacteroides ovatus
Lachnospiraceae bacterium
5 1 63FAA
Eubacterium rectale Zuo, et al (2020)
Ruminococcus obeum Simbiontes beneficiosos para la inmunidad del huésped.
Dorea formicigenerans
Actinomyces viscosus
i _ Zuo, et al (2020)
Bacteroides nordii
Las especies de Alistipes son indol positivas, implicadas
o ~ en el metabolismo del triptofano precursor de la
Alistipes onderdonkii Zuo, etal (2020) _ o )
serotonina y en el mantenimiento de la homeostasis
inmune.
Erysipelotrichaceae se ha implicado en trastornos
relacionados con la inflamacion del tracto
Erysipelotrichaceae 2_2 44A | Zuo, etal (2020) | gastrointestinal. Considerando la fuerte asociacion de la
abundancia basal de Erysipelotrichaceae con la
gravedad de COVID-19.
Collinsella aerofaciens ) _ -
i : Entre estas especies, C. aerofaciens y M. morganii se han
Collinsella tanakaei Zuo, etal (2021)

Streptococcus infantis

asociado con infecciones oportunistas. S. infantis fue un
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Morganella morganii

colonizador abundante en el tracto respiratorio superior y

cavidad oral.

Parabacteroides merdae

Bacteroides stercoris

Alistipes onderdonkii

Lachnspiraceae bacterium
1 1 57FAA

Zuo, etal (2021)

Géneros Parabacteroides, Bacteroides y
Lachnospiraceae son conocidos productores de acidos
grasos de cadena corta (particularmente butirato), que
juegan un papel crucial en aumentar la inmunidad del
huésped. Las especies de Alistipes estan implicadas en el

mantenimiento de la homeostasis inmune intestinal.

Bacteroidetes

Yeoh, etal (2021)

Relativamente mas abundantes en pacientes con COVID-

19 en comparacion con individuos sin COVID-19.

Actinobacteria

Adlercreutzia equolifaciens

Dorea formicigenerans

Clostridium leptum

Bifidobacterium adolescencia

Faecalibacterium prausnitzii

Eubacterium rectale

Yeoh, etal (2021)

Disminuidos en pacientes con COVID-19

Ruminococcus gnavus

Ruminococcus torques

Bacteroides dorei

Parabacteroides

Sutterella wadsworthensis

Bacteroides caccae

Yeoh, etal (2021)

Relativamente mas abundantes en pacientes con
COVID-19 en comparacién con individuos sin COVID-
19.

Streptococcus clase Bacilli

Rothia

Veillonella

Erysipelatoclostridium

Actinomyces

Gu, etal (2020)

El  microbioma intestinal del grupo COVID-19

presentaron un aumento respecto a los grupos controles.

Ruminococcaceae

Fusicatenibacter

Gu, etal (2020)
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Anaerostipes
El  microbioma intestinal del grupo COVID-19

Agathobacter L
presentaron una disminucion respecto a los grupos

Lachnospiraceae
controles.

Grupo E. hallii

5.2.5. Microbiota intestinal e inmunidad

La microbiota intestinal ejerce un importante efecto sobre la respuesta inmune del humano.
En 1989, Strachan mostré que la disminucion en la carga microbiana debida a la elevacion
de los estandares de higiene en los paises desarrollados podria conducir a un incremento de
las enfermedades autoinmunes. La dieta y los efectos de esta en la microbiota intestinal y en
la respuesta inmune se han postulado como posibles explicaciones para el incremento en la
incidencia de enfermedades inflamatorias como el asma y la diabetes tipo 1 en los paises
desarrollados. Nuevos hallazgos sobre la microbiota intestinal y su capacidad
inmunomoduladora coinciden con los datos epidemioldgicos que conectan la obesidad y el

asma o la obesidad y la diabetes tipo 1 (Icaza, 2013).

Clasicamente, el sistema inmunolégico de los mamiferos consta de mecanismos innatos y
adaptativos que protegen al huésped de los patdgenos ambientales. Los mecanismos innatos
funcionan independientemente de la exposicion previa del huésped al agente infeccioso e
incluyen barreras mecanicas (p. Ej., Piel, epitelio mucoso) y componentes celulares (p. Ej.,
Principalmente macréfagos y neutréfilos). A diferencia del sistema inmunoldgico innato, la
base celular (p. Ej., Principalmente linfocitos B y T) y molecular de los mecanismos
adaptativos se basa en el reconocimiento especifico del agente invasor y, como la inmunidad
innata, conduce a la generacion de memoria inmunolégica, que, es decir, una propiedad por
la cual un individuo, después de entrar en contacto con un antigeno por primera vez, adquirio
la capacidad de responder mejor y mas rapidamente al reexponerse al mismo antigeno
(Wolowczuk et al, 2008).

El requisito de una microbiota intestinal saludable para la homeostasis normal coloca al
sistema inmunoldgico de la mucosa intestinal en una situacion desafiante, ya que debe ser
tolerante a los comensales beneficiosos y, sin embargo, prevenir el crecimiento excesivo de

los patdgenos residentes. Uno de los mecanismos méas simples de proteccion antimicrobiana
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es la presencia de la capa de moco de dos niveles, que mantiene a los microbios luminales
alejados del contacto epitelial, predominantemente en el intestino grueso (Jandhyala et al,
2015).

La mucosa intestinal ejerce funciones de inmunidad adaptativa ya que su sistema inmune
tiene la capacidad de responder a una infinidad de antigenos, pero también existe la
inmunidad innata que es el reconocimiento de determinados antigenos, y que es heredada
filogenéticamente desde las plantas hasta los vertebrados. Estos antigenos se han llamado
patrones moleculares asociados a patdégenos (PMAP) e incluyen lipidos, lipopolisacaridos
(LPS) vy lipoproteinas. Los PMAP son reconocidos por los receptores de reconocimiento de
patrones. La interaccion entre estos y los PMAP induce la produccion de citocinas e
interferones. Entre otros, los receptores de reconocimiento de patrones incluyen a los
receptores tipo Toll (TLR), que son receptores transmembrana. Varios de los PMAP que son
ligandos de los TLR contienen lipidos, indispensables para su actividad agonista, como los
LPS bacterianos (endotoxinas bacterianas), ligandos de los TLR-4. Los LPS son
componentes esenciales de la pared celular bacteriana. Aunque no son estrictamente factores
de virulencia bacterianos, despiertan una intensa respuesta de la inmunidad innata. Los TLR
se expresan en las células encargadas de la inmunidad innata, como macréfagos, células
epiteliales, células endoteliales y adipocitos, y en el parénquima de algunos Organos, pero
también en células de la inmunidad adaptativa, que incluyen a las células B, los mastocitos,
las células Ty las células dendriticas (CD), las cuales son clave para el inicio de la inmunidad
adaptativa (Icaza, 2013).

Se cree que la penetracién de la mucosa intestinal por patdgenos que expresan genes de
invasion se produce principalmente a través de células epiteliales especializadas, llamadas
células M, que se encuentran en las placas de Peyer. Sin embargo, Salmonella
typhimurium que son deficientes en genes de invasion codificados por Salmonella isla de
patogenicidad 1 (SPI1) todavia pueden llegar al bazo después de la administracion oral. Esto
sugiere la existencia de una ruta alternativa para la invasidn bacteriana, una que es
independiente de las células M. Las CD abren las uniones estrechas entre las células
epiteliales, envian dendritas fuera del epitelio y toman muestras directamente de las

bacterias. Ademés, debido a que las CD expresan proteinas de union estrecha como ocludina,
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claudina 1y zonula occludens 1, se conserva la integridad de la barrera epitelial (Rescigno,
et al, 2001).

Cuando los LPS se unen alos TLR-4 se produce una respuesta inflamatoria intensa con dafio
al tejido blanco. Los LPS se detectan en la circulacion de individuos sanos y sus niveles se

incrementan después de la ingestion de alimentos ricos en energia (Amar et al, 2008).

Hasta hace poco se consideraba al tejido adiposo como un mero compartimento de
almacenaje, sin embargo, el adipocito es una célula endocrina activa productora de
adipocinas. En la obesidad, ademéas del incremento del volumen del adipocito, el tejido
adiposo esta infiltrado de macrofagos. Estos tienen 2 subpoblaciones: M1, que producen
citocinas inflamatorias, y M2, que generan productos antiinflamatorios. Los TLR promueven

el fenotipo M1, con el consiguiente incremento de citocinas proinflamatorias (Icaza, 2013).

Parte del censado microbiologico intestinal es llevado a cabo por linfocitos T reguladores
(Treg), lo cual es un proceso esencial para el desarrollo inmunolégico y la expresion de
FoxP3+ en los Treg, dicha interaccidn genera incremento en la sintesis de IgA y evita el
sobrecrecimiento de ciertas bacterias filamentosas. La estimulacion de las células
plasmaticas incrementa la produccion y el cambio de clase de IgA, lo cual favorece la

maduracion de las placas de Peyer (Belkaid & Harrison, 2017),

Figura 6. La colonizacion comensal promueve respuestas efectoras y reguladoras de las

células T.

(1) La colonizacion intestinal por bacterias filamentosas segmentadas (SFB) o
Bifidobacterium adolescentis promueve la diferenciacién local de células Thl7. (2) La
colonizacién SFB impulsa un eje ILC3/IL-22/SAAL/2 que autoriza la produccion de IL-17A
a partir de células ROROyt* Th17 dentro del ileon terminal. (3) La colonizacion de Clostridia
promueve la acumulacion de células RORyt* Foxp3* pTreg, que, asu vez, limitan las respuestas
de las células colénicas Th2 y Thl7. (4) Las células Foxp3* Treg y las células ex-Thl7 / Tth
se localizan en los parches de Peyer y promueven el cambio de clase de células B y la
produccion de IgA, lo que fomenta una microbiota diversa y garantiza la compartimentacion

comensal del epitelio intestinal.
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En nifios con inmunodeficiencias, se ha visto que la tolerancia inmunoldgica se encuentra
alterada, al grado en que microorganismos comensales pueden ser los causantes de infeccion
activa (Belkaid & Harrison, 2017).

En el caso de asmaticos, se ha visto que el incremento de interleucina-4, de linfocitos T CD4+
y la disminucion de células CD25+ FOXP3+ se reproduce al trasplantar la microbiota de esta

persona a otro nifio sano (Lynch & Pedersen, 2016).

La evolucién del sistema inmunolégico humano ha coincidido con la adquisicion de una
microbiota compleja, lo que demuestra una relacion simbiética entre el sistema inmunolé gico
del huésped y su microbiota comensal. Un dialogo dindmico que se refuerza a si mismo
asegura que la colonizacion comensal ocurre como un estado de mutualismo, cuya ruptura
puede resultar en desordenes inflamatorios cronicos, incluyendo autoinmunidad, alergias y
sindromes metabolicos. Por el contrario, la modulacion selectiva de la microbiota presenta
un inmenso potencial terapéutico para reforzar la inmunoterapia tumoral, la vacunacion vy la

resistencia a microbios resistentes a los antibiéticos.
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5.2.6. Microbiota, dieta y metabolismo.

Se reconoce cada vez mas la relacién entre la microbiota intestinal y la salud humana. Ahora
esta bien establecido que una flora intestinal saludable es en gran parte responsable de la

salud general del huésped.

La microbiota intestinal normal imparte una funcion especifica en el metabolismo de los
nutrientes del huésped, el metabolismo de xenobitticos y farmacos, el mantenimiento de la
integridad estructural de la barrera de la mucosa intestinal, la inmunomodulacion y la
proteccion contra patdgenos. Varios factores influyen en la configuraciéon de la microbiota
intestinal normal. Incluyen (1) el modo de parto (vaginal o cesarea); (2) dieta durante la
infancia (leche materna o formula) y la edad adulta (vegana o basada en carne); y (3) uso de
antibidticos o moléculas similares a antibiéticos que se derivan del medio ambiente o de la

comunidad comensal intestinal (Jandhyala etal, 2015).

La microbiota es capaz de adaptarse a corto y largo plazo en su composicion, diversidad y
metabolismo, dependiendo de los habitos dietéticos, la primer influencia de la dieta es la
lactancia materna, la cual tiene beneficios indiscutibles en el desarrollo de la inmunidad
innata y maduracion del tejido linfoide asociado a intestino (GALT). En bebés alimentados
con leche materna se ha visto abundancia en la poblacién de Bifidobacterium y Lactobacilli
dominate, quienes tienen capacidad de extraer compuestos bioactivos de los oligosacaridos
no digeribles de la leche materna (HMO), a su vez la fermentacion de estos HMO promueve
la generacion de &cidos grasos de cadena corta (SCFA) como el butirato, el cual tiene un
papel metabdlico importante (Jandhyala et al, 2015).

La microbiota intestinal obtiene en gran medida sus nutrientes de los carbohidratos de la
dieta. La fermentacion de los carbohidratos que escaparon a la digestion proximal y los
oligosacaridos no digeribles por organismos colonicos como Bacteroides, Roseburia,
Bifidobacterium, Fecalibacterium y Enterobacteria dan como resultado la sintesis de &cidos
grasos de cadena corta (AGCC) como butirato, propionato y acetato, que son fuentes ricas

de energia para el anfitrion.

Se cree que este equilibrio energético del huésped estd mediado por una interaccion ligando-

receptor de los SCFA con un receptor acoplado a proteina G Gpr4l. Otra hormona
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enteroendocrina  PYY (péptido tirosina / péptido pancredtico YY3-36) también se ha

implicado en esta accion (Samuel et al, 2008).

El butirato puede prevenir la acumulacién de subproductos metabdlicos toxicos como el D-
lactato. Los miembros del género Bacteroides, que son los organismos predominantes que
participan en el metabolismo de los carbohidratos, lo realizan expresando enzimas como
glicosiltransferasas, glicosido hidrolasas y polisacéaridos liasas. EI mejor ejemplo entre estos
organismos es Bacteroides thetaiotaomicron que esta dotado de un genoma que codifica méas
de 260 hidrolasas, que es mucho mas que el nimero codificado por el genoma
humano (Jandhyala etal, 2015).

El oxalato que se sintetiza en el intestino como resultado de la fermentacion de carbohidratos
y el metabolismo bacteriano es contrarrestado por organismos como Oxalobacter
formigenes, especies de Lactobacillus y especies de Bifidobacterium reduciendo asi el riesgo

de formacién de célculos de oxalato en el rifion (Jandhyala et al, 2015).

Asi lo aborda Sidhu et al (1998) en su estudio Ausencia de Oxalobacter formigenes en
pacientes con fibrosis quistica: un factor de riesgo de hiperoxaluria donde concluyeron que
15 (71%) de 21 voluntarios sanos, pero solo siete (16%) de 43 pacientes con Fibrosis Quistica
(FQ) fueron colonizados con O. formigenes. La deteccion de O. formigenes en seis de estos
siete pacientes requirid identificacion basada en ADN, lo que sugiere un ndmero bajo de
unidades formadoras de colonias, y el paciente con FQ con numeros normales de O.
formigenes fue el Unico de los 43 pacientes que no habia sido tratado. con antibioticos. Los
siete pacientes con FQ colonizados con O. formigenes tenian niveles de oxalato urinario
normales, pero 19 (53%) de 36 pacientes no colonizados con O. formigenes eran

hiperoxaldricos, Y la hiperoxaluria mas grave se presentaba en pacientes jovenes.

También se ha demostrado que la microbiota intestinal tiene un impacto positivo en el
metabolismo de los lipidos al suprimir la inhibicion de la actividad de la lipoproteina lipasa
en los adipocitos. Ademas, se ha demostrado que Bacteroides thetaiotaomicron aumenta la
eficacia de la hidrélisis de lipidos regulando al alza la expresién de una colipasa que es

requerida por la lipasa pancreatica para la digestion de lipidos (Hooper et al, 2001).
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La microbiota intestinal también estd enriquecida con una eficiente maquinaria de
metabolizacion de proteinas que funciona através delas proteinasas y peptidasas
microbianas junto con las proteinasas humanas. Varios transportadores de aminodcidos en la
pared celular bacteriana facilitan la entrada de aminoacidos desde el lumen intestinal a las
bacterias, donde varios productos génicos convierten los aminoacidos en pequefias moléculas
de sefializacion y péptidos antimicrobianos (bacteriocinas). Ejemplos importantes incluyen
la conversion de L-histidina en histamina por la enzima bacteriana histamina descarboxilasa,

que esta codificada por los genes bacterianos hdcA (Jandhyala et al, 2015).

La sintesis de vitamina Ky varios componentes de la vitamina B es otra funcion metabélica
importante de la microbiota intestinal. Se ha demostrado que los miembros del
género Bacteroides sintetizan acido linoleico conjugado (CLA) que se sabe que es
antidiabético, antiaterogénico, antiobesogénico, hipolipidémico y que tiene propiedades

inmunomoduladoras (Devillard et al, 2009).
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5.2.7. Métodos diagndsticos utilizados en los estudios documentados.

Se puede definir el método diagnostico como un proceso analitico que permite conocer la
situacién real de determinada patologia en su progreso y evolucion, con el propoésito de

reconocer complicaciones u oportunidades en la terapéutica.

En caso de tener sospecha de una infeccion por SARS-CoV-2, causante de la COVID-19, las

pruebas en orden de importancia son:

e Amplificacion de é&cido nucleico (NAAT), con la técnica de RT-PCR.

e Secuenciacién viral: las pruebas para la deteccion de las secuencias del gen de la
envoltura viral, de la ARN polimerasa viral y de la nucleoproteina han sido
implementadas eficazmente para confirmacion del virus y son (tiles para mostrar
mutaciones del genoma viral.

e Cultivo viral: no recomendada por motivos de bioseguridad.

e Estudios serologicos.

La prueba de RT-PCR en tiempo real esta disefiada para la deteccion cualitativa de acidos
nucleicos de SARS-CoV-2 en muestras tanto del tracto respiratorio superior como del
inferior, mediante hisopados nasofaringeos, orofaringeos, lavado broncoalveolar, aspirado
bronquial o esputo. Es una técnica sensible y especfifica en muestras respiratorias y se realiza
en todos los pacientes que cumplen con criterios clinicos de SARS-CoV-2. El algoritmo
diagnéstico emplea varias secuencias del genoma viral para confirmar positividad para
SARS-CoV-2 (Ramos, Carreto, Salcedo, 2020).

El aislamiento viral en cultivo celular no se realiza de forma rutinaria con fines diagnosticos,
debido a la falta de lineas celulares permisivas, el tiempo que tarda la obtencion de resultado
y la falta de antisueros comerciales para la confirmacion del cultivo, asi como los requisitos
de experiencia en el personal de laboratorio y las condiciones adecuadas de bioseguridad en
las instalaciones de trabajo. Sin embargo, el aislamiento del virus en cultivos celulares es
critico para obtener la caracterizacion y apoyar el desarrollo de vacunas y agentes

terapéuticos (Loeffelholz y Tang, 2020).

En el avance de estudios relacionados con el COVID-19 es importante dejar en claro que la

aplicacién y revolucion de nuevos modelos de analisis en el campo de la biologia molecular
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y la secuenciacién gendmica han supuesto una rapida solucion a problemas que antes no era

posible corregir.
5.2.7.1.Recoleccién de las muestras

Wang W y colaboradores (a como cito Ramos et al, 2020) reportan que las muestras de
liquido de lavado broncoalveolar mostraron las tasas de mayor positividad (93%), seguidas
de esputo (72%). Sin embargo, la recoleccion de estas muestras a través de la broncoscopia
aumenta el riesgo de bioseguridad para los trabajadores de la salud mediante la formacién de
gotas de aerosol. Los hisopados nasales reportan sélo el 63% de positividad, el cepillado
broncoscopico 46% y los hisopados faringeos 32%. El virus también se puede detectar en
muestras de heces (29%), orina y sangre (1%), aunque en general se desconoce su utilidad

clinica en comparacion con las muestras respiratorias.

En el estudio de Yeoh, etal (2021) se reclutaron pacientes con COVID-19 de los hospitales
Prince of Wales y United Christian en Hong Kong entre febrero y mayo de 2020. Estos
pacientes fueron positivos para SARS-CoV-2 confirmados por laboratorio mediante PCR de
transcripcion inversa cuantitativa (RT-gqPCR) realizado en hisopos nasofaringeos recogidos
por el personal del hospital. Se reclutaron sujetos sin COVID-19 antes de COVID-19 como
parte de una encuesta de microbioma intestinal de la poblacion de Hong Kong reclutada por
publicidad o controles sin enfermedad de ensayos de colonoscopia, por lo que los sujetos
tenian una colonoscopia normal (heces recogidas varios dias antes de la preparacion

intestinal).

El personal del hospital recolectd la sangre y las heces de los pacientes hospitalizados,
mientras que los pacientes dados de alta proporcionaron heces el dia del seguimiento o
tomaron muestras en casa. Las heces se recolectaron en tubos de recoleccion que contenian
medios conservantes (cat. 63700, Norgen Biotek Corp, Ontario, Canadd) y se almacenaron a

-80 °C hasta el procesamiento.

En el estudio de Gu et al (2020). se recolectaron muestras fecales de pacientes con COVID-
19 y HIN1 al ingreso, Yy se recolectaron heces frescas de sujetos sanos durante el examen
fisico. Las muestras fecales se procesaron en el laboratorio dentro de las 4 horas posteriores

a la recoleccion y se almacenaron a -80 °C hasta su anélisis.
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5.2.7.2. Extraccidon de &cidos nucleicos a partir de muestras fecales

Dada la posible presencia de virus vivos en las heces, todas las muestras fecales se
inactivaron a 56 °C durante 30 minutos antes de la extraccién de ADN.

PureFood de Maxwell RSC

Yeoh, etal (2021) extrajeron el 0,1 g de ADN de muestras fecales homogeneizadas utilizando
el kit de autenticacion y OGM PureFood de Maxwell RSC y una plataforma de extraccion de
acido nucleico de Maxwell RSC Instrument (Promega, Wisconsin, EE. UU.).

Principio

Maxwell® Instruments son instrumentos de manejo de particulas magnéticas que unen
eficientemente el ADN a las particulas paramagnéticas en el primer pozo de un cartucho
precargado y mueva la muestra a través de los pozos del cartucho, mezclando durante el
procesamiento. Este enfoque de captura magnética evita problemas comunes experimentados

con otros sistemas automatizados, como puntas obstruidas. o transferencias parciales de

reactivos que dan como resultado un procesamiento de purificacion subdptimo.

Kit DNeasy PowerSoil Pro

Principio

El kit DNeasy PowerSoil Pro cuenta con una tecnologia de eliminacion de inhibidores (IRT)
optimizada para reducir el tiempo de procesamiento de muestras. Las muestras de suelo o
heces se lisan mediante homogeneizacion quimica y mecénica. El tampon de lisis se agrega
a un tubo de perlas de circonio mixto que contiene la muestra. El batido de perlas se puede
llevar a cabo utilizando un vortice de mesa estandar con adaptador de tubo de perlas o el
PowerLyser de alta potencia. Luego, el lisado crudo se somete a la eliminacion del inhibidor
para su limpieza. Después de la limpieza, el lisado purificado se mezcla con un volumen
igual de solucion de union de ADN y se pasa através de una membrana de filtro giratorio de
silice. La membrana se lava con un régimen de lavado de dos pasos. A continuacion, el ADN
unido a silice se eluye utilizando un tampén de elucion Tris 10 mM. Las aplicaciones

posteriores relevantes para el ADN aislado incluyen PCR, NGS y ensayos de digestion

enzimatica.
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kit QlAamp Viral RNA Mini

Principio

En el estudio de Yeoh etal (2021) utilizaron el kit de ARN viral QlAamp el cual simplifica
la purificacion de ARN viral a partir de fluidos corporales libres de células con
procedimientos rapidos de centrifugacién en columna, vacio y placa. EI ARN viral se une
especificamente a la membrana de silice QlAamp y el ARN viral puro se eluye en agua o en
un tampodn provisto con el kit. ElI ARN viral se une especificamente a la membrana de silice
QlAamp mientras pasan los contaminantes. Los inhibidores de la PCR, como los cationes

divalentes vy las proteinas, se eliminan por completo en dos pasos de lavado eficientes, lo que

permite que el ARN viral puro se eluya en agua o0 en un tampdn provisto con el Kit.
5.2.7.3. Purificacion de &cidos nucleicos
Instrumento Maxwell® RSC 48

Maxwell® RSC 48 Instrument es una plataforma de purificacion de &cido nucleico
automatizada y compacta que procesa hasta 48 muestras simultaneamente. Con cartuchos
precargados de Maxwell® RSC, Maxwell® RSC 48 Instrument brinda la misma purificacién
consistente y confiable de ADN o ARN de una variedad de tipos de muestras y un mayor

rendimiento.

Maxwell® RSC ofrece una extraccion de ADN o ARN con total fiabilidad en 25 a 60
minutos, segun el tipo de muestra. Los métodos de extraccion de ADN o ARN Maxwell®
RSC utilizan cartuchos precargados con reactivos de purificacion y particulas
paramagnéticas, listos para sus muestras. Después de la adicion de la muestra, el Maxwell®
RSC mueve las particulas paramagnéticas y los &cidos nucleicos asociados a través de

multiples pasos, produciendo finalmente ARN o ADN altamente puro en 30-100 .
5.2.7.4. Amplificacién de acidos nucleicos
PCR de transcripcion inversa cuantitativa (RT-gPCR)

El DOGMA central de la biologia molecular establece que la informacion fluye desde el
ADN al ARNm y de ahi ala proteina. El flujo de informacion desde ADN a ARN constituye

lo que se denomina expresion génica. Los cambios de expresion génica en la célula se dan
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constantemente 'y son un mecanismo fino de regulacion en muchos procesos que se produce

como respuesta a cambios en el ambiente 0 a cambios internos.

No solo el ADN, sino también el RNA puede ser portador de informacion genética, es decir,
el propio ARN puede actuar como plantilla para ser copiada y generar nuevas moléculas de
acidos nucleicos. El paso de informacion de ARN a ADN puede ser posible a la accion de un
enzima particular denominada transcriptasa inversa o retrotranscriptasa. La principal funcién
de este enzima es sintetizar ADN (al que se le denomina ADN complementario (ADNC), a
partir de una plantilla de ARN. En la célula este proceso puede ser responsable, por ejemplo,

de la insercién de retrotransposones en el genoma.
La qRT-PCR- implica varias etapas:

Obtencidn, aislamiento y purificacion del ARNm. Mediante extraccién con solventes

organicos (por ejemplo, derivados del fenol).

Retrotranscipcion. El mMRNA servird como plantilla para la accién de la retrotranscriptasa,

que sintetizard moléculas de ADNCc.

Amplificacién del ADNc: mediante la utilizacion de oligonucledtidos especificos (Primers
forward y reverse) que actuaran como cebadores de la accion de la polimerasa, se amplificara

el ADNCc de aquellos genes cuya expresion nos interese analizar.

Con la PCR de transcripcion inversa cuantitativa (RT-qPCR) fueron procesadas todas las
muestras para diagnéstico de COVID-19 aplicando los protocolos de Hong Kong y
Alemania. Las bibliotecas de ADN se generaron a partir de amplicones de PCR dirigidos a
las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S rRNA

Las cargas de virus SARS-CoV-2 se midieron mediante RT-gPCR como se describe en
Zuo et al. (2020), el ARN se extrajo de 0,1 g de heces homogeneizadas utilizando el Kit
QlAamp Viral RNA Mini (QIAGEN, Hilden Alemania) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las secuencias del cebador y la sonda del SARS-CoV-2 fueron proporcionadas
por los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de EE. UU. (2019-
nCoV_N1-F: 5-GACCCCAAAATCAGC  GAAAT-3,  2019-nCoV_N1-R: 5'-
TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG-3' y 2019-nCoV_N1-P: 5'-FAM-
ACCCCGCATTACGTTTGGTTGGACC-BHQ1-3").
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Cada reaccién de RT-gPCR de un paso contenia 10 pL. de ARN extraido, 4 yL de TagMan
Fast Virus 1-Step Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE. UU.) en un
volumen de reaccion final de 20 pL. Las concentraciones de cebador y sonda fueron de 0,5
UM y 0,125 uM, respectivamente. Las condiciones del ciclo fueron 25 °C durante 2 min, 50
°C durante 15 min, 95 °C durante 2 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 15sy 55 °C

durante 30s.

El termociclado se realizd en un sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus (Thermo Fisher
Scientific). Los valores del umbral del ciclo (Ct) se convirtieron en copias de ARN viral en
funcion de una curva estandar preparada a partir de diluciones en serie de 10 veces de copias
conocidas de plasmidos que contenian el gen N completo (2019-nCoV_N_Positive Control,
Integrated DNA Technologies, EE. UU.). Las muestras se consideraron negativas si los

valores de Ct superaban los 39,9 ciclos. El limite de deteccion fue de 347 copias/mL.
5.2.7.5. Secuenciacion de &cidos nucleicos

En el estudio de Gu, etal (2020), se analizd la microbiota intestinal mediante la secuenciacién
de la region V3-V4 del gen del ARN ribosomal 16S.

Kit de preparacion de biblioteca Flex de ADN de Nextera

Aungue los avances en la tecnologia de secuenciacion de proxima generacion (NGS) han
acelerado el ritmo de la investigacion gendmica, numerosos laboratorios siguen
experimentando cuellos de botella durante la fase de preparacion de bibliotecas del flujo de
trabajo de NGS. Muchos laboratorios en los que hacen falta varios pasos previos y posteriores
a la preparacion de bibliotecas tienen que lidiar con retrasos significativos en el proceso de
secuenciacion. Entre los pasos previos a la preparacion de bibliotecas se incluyen la
extraccion, la cuantificacion y la fragmentacion del ADN, mientras que las evaluaciones de
calidad, la cuantificacién y la normalizacion de las bibliotecas constituyen pasos posteriores

a dicha preparacion.

Con los kits de preparacion de bibliotecas de ADN (ADNg) Nextera se introdujeron los
procesos quimicos de tagmentacion, que combinaban los pasos de fragmentacién de ADN y
de ligadura de adaptadores en una Unica reaccion de 15 minutos, con lo que se redujo el

tiempo de preparacion de bibliotecas a 90 minutos.

40



Con el lanzamiento de los kits de preparacion de bibliotecas de ADN Nextera XT, dejé de
ser necesario cuantificar las bibliotecas antes de agruparlas y secuenciarlas. Ya esta aqui la
utima revolucion en los procesos quimicos de preparacion de bibliotecas de Illumina: el Kit
flexible de preparacion de bibliotecas de ADN Nextera.

El exclusivo proceso quimico del kit flexible de preparacion de bibliotecas de ADN Nextera
integra los pasos de extraccion y fragmentacion de ADN vy los de preparacion y
normalizacion de bibliotecas, para ofrecer los flujos de trabajo mas rapidos y flexibles de la

gama de soluciones de preparacién de bibliotecas de lllumina.

Ademas de ofrecer un flujo de trabajo rapido, el kit flexible de preparacién de bibliotecas de
ADN Nextera proporciona una extraordinaria flexibilidad en cuanto a los tipos y cantidades
de entrada, y permite aplicaciones muy variadas. Desde la secuenciacién del genoma humano
completo (WGS) hasta pequefios plasmidos microbianos, el kit flexible de preparacion de
bibliotecas de ADN Nextera ofrece una cobertura uniforme del genoma con la precision

demostrada de los procesos quimicos de secuenciacion por sintesis (SBS) de lllumina.
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Lamina 1: Procesos quimicos de transposomas vinculados por bolas Nextera. (A) Los
transposomas vinculados por bolas actGan como mediadores entre la fragmentacion
simultdnea de ADNg Yy la adicion de cebadores de secuenciacion de lllumina. (B) La PCR de
ciclo reducido amplifica los fragmentos de ADN listos para la secuenciacion y afiade indices

y adaptadores. (C) Los fragmentos listos para la secuenciacién se lavan y se agrupan.
A g
Transposoma vinculado por bolas (BLT) ADNg

* Fragmentacion y etiquetado

Fragmentacion
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42



Sistema de secuenciacion NovaSeq™ 6000

El sistema NovaSeq 6000 establece una nueva era de secuenciacién con sus revolucionarias
innovaciones, que ofrece a los usuarios el rendimiento, la velocidad y la flexibilidad que
necesitan para finalizar los proyectos con mas rapidez y de forma mas econdémica que nunca
antes. Gracias a la tecnologia probada de secuenciacion de nueva generacion (NGS, next
generation sequencing) de lllumina, sus distintos tipos de celda de flujo, los dos flujos de
trabajo de carga de bibliotecas y su variedad de combinaciones de longitudes de lectura, el
sistema NovaSeq 6000 permite una adaptacion eficaz de la productividad que permite

satisfacer practicamente cualquier necesidad de estudio.

El sistema NovaSeq 6000 ofrece un rendimiento de hasta 6 TB y 20 000 millones de lecturas
en menos de dos dias. Su variedad de combinaciones de longitud de lectura y tipos de celda
de flujo ofrece configuraciones de rendimiento y duracion del experimento flexibles segun

las necesidades del proyecto.

Lamina ilustrativa del Sistema NovaSeq 6000.




5.2.7.6. Bioinformética

En el estudio de Gu, et al (2020), las lecturas de secuenciacion sin procesar fueron filtradas
por calidad y fusionadas por Trimmomatic y FLASH. Las unidades taxondmicas operativas
(OTU) con un limite de similitud del 97 % se agruparon mediante UPARSE version 7.1

(http://drive5.com/uparse ), 'y las secuencias  quimericas se identificaron vy

eliminaron. Después del filtrado, se obtuvo un promedio de 48 879 lecturas por muestra
(minimo, 33 476; maximo, 63 480). La taxonomia de cada secuencia representativa de OTU
fue analizada por RDP Classifier ( http://rdp.cme.msu.edu/ ) contra la base de datos 16S
rRNA (Silva SSU132). La diversidad alfa se evaluo utilizando el indice Chao 1y el indice

de Shannon. La diversidad beta se estim6 mediante la distancia Bray-Curtis y se visualizd

mediante el andlisis de coordenadas principales.
Trimmomatic V.39

Trimmomatic realiza una variedad de tareas de recorte Utiles para datos de extremo Unico y
emparejado de lllumina. La seleccion de pasos de recorte y sus parametros asociados se

proporcionan en la linea de comando.

Funciona con FASTQ (utilizando puntajes de calidad phred + 33 o phred + 64, segin la
canalizacion de lllumina utilizada), ya sea FASTQ sin comprimir o comprimido con gzip. El

uso del formato gzip se determina en funcion de la extensién .gz.

Para datos de terminacion Unica, se especifican un archivo de entrada y uno de salida, ademas
de los pasos de procesamiento. Para datos de extremos emparejados, se especifican dos
archivos de entrada y 4 archivos de salida, 2 para la salida “emparejada” en la que ambas
lecturas sobrevivieron al procesamiento y 2 para la salida “no emparejada” correspondiente

en la que sobrevivio una lectura, pero la lectura asociada no.
UPARSE version 7.1

UPARSE es un método para generar agrupaciones (OTU) a partir de lecturas de
secuenciacion de proxima generacion de genes marcadores como 16S rRNA, la region ITS
fungica y el gen COI (Edgar, 2013)
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RDP Classifier

Las secuencias de cada muestra se pueden clasificar, asignarle un taxonomia a cada una, por
medio de varios clasificadores, uno de los mejores es el del Ribosomal Database Project
(RDP) Classifier (Wang, etal, 2007).
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5.3. Mecanismos de interaccion entre la microbiota intestinal y SARS-CoV-
2.

Aunque COVID-19 es principalmente una enfermedad respiratoria, existe una creciente
evidencia que sugiere que el tracto gastrointestinal esta involucrado en esta enfermedad. Se
ha investigado si el microbioma intestinal esta relacionado con la enfermedad en pacientes
con COVID-19 vy si las alteraciones en la composicion del microbioma, si las hay, se

resuelven con la eliminacion del virus SARS-CoV-2.

El espectro clinico de COVID-19 varia desde una enfermedad asintomética hasta una
enfermedad grave que pone en peligro la vida. El conocimiento actual de la patogenia postula
una hiperactivacion rapida e intensa del sistema inmunoldgico, lo que resulta en enfermedad
critica y mortalidad. La edad avanzada, la carga de comorbilidades, la obesidad, los estados
inmunodeprimidos, la malignidad o el tratamiento del cancer en curso, y ser un receptor de
trasplante, se han relacionado estrechamente con resultados graves Yy, en ocasiones,
mortales. Los datos en evolucion sugieren que un estado de inflamacion cronica o activacion
inicial del sistema inmunoldgico podria influir en el curso de COVID-19 més que los efectos
citopaticos directos del SARS-CoV-2. Ademas, se ha observado que un subgrupo de
pacientes desarrolla sintomas autoinflamatorios (como enfermedad similar a Kawasaki en
nifos y sindrome inflamatorio multisistémico) mucho después de la eliminacion del virus

SARS-CoV-2 del cuerpo, lo que sugiere una desregulacion inmunitaria (Hussain et al, 2021).
5.3.1. Microbiota intestinal en la infeccion por SARS-CoV-2

Si bien las interacciones inmuno-relacionadas entre el intestino residente y la microbiota del
tracto respiratorio ain no se han explorado completamente, se puede extrapolar una

comprension conceptual del impacto de la microbiota intestinal en pacientes con COVID-19.

Aunque hasta la fecha no se ha identificado ninguna interaccion especifica entre ninguna
especie microbiana intestinal y el SARS-CoV-2, existe evidencia indirecta de que la
microbiota intestinal puede tener un papel en la patogenia general de COVID-19. Tomando
el corolario méas alla de la disbiosis intestinal no mediada por el virus del SARS-Cov-2, es
concebible que la infeccion por el SARS-CoV-2 también pueda verse afectada por

interacciones inmunoldgicas con la microbiota intestinal.
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Figura 7. SARS-CoV-2 y el eje pulmon-intestino

El SARS-CoV-2 ingresa a las células alveolares uniéndose a los receptores ACE2, que
también abundan en la superficie de los enterocitos. La implicacion de la infeccion directa
de los enterocitos por el SARS-CoV-2 aln se esta explorando. Las citocinas circulatorias de
la alveolitis (y / o la infeccion viral directa de los enterocitos) causan la disbiosis Gl con
alteraciones resultantes en la barrera de la mucosa Gl. La entrada de productos bacterianos

y toxinas del TGI inunda el sistema circulatorio con mas citocinas proinflamatorias.
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Fuente: Hussain, 1., Cher, G., Abid, M. A., & Abid, M. B. (2021). Role of Gut Microbiome
in COVID-19: An Insight Into Pathogenesis and Therapeutic Potential. Frontiers in
immunology, 12, 765965

Se cree que los pacientes que padecen trastornos metabdlicos Y gastrointestinales (Gl) tienen
un riesgo moderado aalto de infeccion por SARS-CoV-2, lo que indica la implicacion directa
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de la disbiosis intestinal en la gravedad de COVID-19. Sin embargo, se requieren esfuerzos
adicionales para identificar los sintomas gastrointestinales iniciales de COVID-19 para una
posible intervencion temprana. Las alteraciones de la microbiota fecal se asociaron con
concentraciones fecales de gravedad de SARS-CoV-2 y COVID-19. Se cree que los
pacientes que padecen trastornos metabdlicos y gastrointestinales (GIl) tienen un riesgo
moderado a alto de infeccion por SARS-CoV-2, lo que indica la implicacion directa de la
disbiosis intestinal en la gravedad de COVID-19. Sin embargo, se requieren esfuerzos
adicionales para identificar los sintomas gastrointestinales iniciales de COVID-19 para una
posible intervencién temprana. Las alteraciones de la microbiota fecal se asociaron con
concentraciones fecales de gravedad de SARS-CoV-2y COVID-19 (Vodnar et al, 2020).

Figura 8. Infeccion por SARS-CoV-2 y disbiosis intestinal
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La infeccion intestinal con el SARS-CoV-2 conduce a disbiosis, especialmente debido a la
aparicion de diarrea. Los enterocitos estdn dafiados y muestran un alto nivel de

sobreexpresion de enzimas que conducen a una rapida degradacion celular.
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Fuente: Vodnar, D. C., Mitrea, L., Teleky, B. E., Szabo, K., Calinoiu, L. F., Nemes, S. A.,
& Martau, G. A. (2020). Coronavirus Disease (COVID-19) Caused by (SARS-CoV-2)
Infections: A Real Challenge for Human Gut Microbiota. Frontiers in cellular and infection
microbiology, 10, 575559

En el estudio realizado por Yeoh etal (2021) sobre la composicién de la microbiota intestinal
y la gravedad de la enfermedad vy las respuestas inmunes disfuncionales en pacientes con
COVID-19, determinaron que, en una poblacion de 100 pacientes, la composicion del
microbioma intestinal se alter6 significativamente en pacientes con COVID-19 en
comparacion con individuos sin COVID-19, independientemente de si los pacientes habian
recibido medicacion (p <0,01). Varios comensales intestinales con potencial
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inmunomodulador conocido como Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale y
bifidobacteria estaban subrepresentados en los pacientes y permanecieron bajos en las
muestras recolectadas hasta 30 dias después de la resolucion de la enfermedad. Ademas, esta
composicion perturbada exhibio estratificacion con la gravedad de la enfermedad
concordante con concentraciones elevadas de citocinas inflamatorias y marcadores
sanguineos tales como proteina C reactiva, lactato deshidrogenasa, aspartato

aminotransferasa y gamma-glutamil transferasa.

Las asociaciones entre la composicion de la microbiota intestinal, los niveles de citocinas y
los marcadores inflamatorios en pacientes con COVID-19 sugieren que el microbioma
intestinal estd involucrado en la magnitud de la gravedad de COVID-19 posiblemente
mediante la modulacion de las respuestas inmunitarias del huésped. Ademas, la disbiosis de
la microbiota intestinal después de la resolucion de la enfermedad podria contribuir a la
persistencia de los sintomas, lo que destaca la necesidad de comprender como los

microorganismos intestinales estan involucrados en la inflamacion y el COVID-19.
5.3.2. Disbiosis intestinal y respuesta inflamatoria sistémica

Gu y col. present6 por primera vez evidencia de una microbiota intestinal alterada en
pacientes con COVID-19 mediante el uso de secuenciacion de alto rendimiento de ARN
ribosémico 16S para comparar los taxones intestinales de pacientes con COVID-19,
influenza H1N1y controles sanos. En comparacion con los controles sanos, los pacientes con
COVID-19 tenian una diversidad bacteriana significativamente reducida, una mayor
abundancia de patdgenos oportunistas (como Streptococcus, Rothia,
Veillonella y Actinomyces) y  especies  simbidticas  significativamente menos
diversas. Curiosamente, la firma microbiana alterada en COVID-19 fue diferente a la de los

pacientes con la cepa HIN1 (Hussain etal, 2021).

Aunque anteriormente se creia que la disbiosis intestinal en COVID-19 era impulsada
principalmente por mediadores inflamatorios de la infeccidn del tracto respiratorio, un
estudio reciente sugiere que la replicacion activa del SARS-CoV-2 en el intestino puede estar
impulsando la disbiosis (Zuo et al, 2021).
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En general, la evidencia actualmente en expansion sugiere que los pacientes con COVID-19
sufren una alteracion en la microbiota intestinal durante y después de la enfermedad. Tanto
la inflamacion sistémica como el potencial replicativo del SARS-CoV-2 en el intestino

pueden contribuir a la disbiosis (Hussain et al, 2021).
5.3.3. Microbiota intestinal en casos graves de COVID-19.

Existe una creciente evidencia de que ser anciano Yy tener un estado inflamatorio crénico
(debido a condiciones medicas cronicas) predispone a un estado pro-disbidtico. ES
improbable una coincidencia que las tasas més altas de morbilidad y mortalidad por COVID-
19 también se hayan observado en los ancianos, aquellos con condiciones médicas crénicas

subyacentes y entre los pacientes inmunosuprimidos con canceres (Hussain etal, 2021).

Es probable que la gravedad de la enfermedad COVID-19 dependa del huésped y esté
impulsada por la respuesta inflamatoria. En muestras de autopsia de un paciente con COVID-
19 grave, se observaron ceélulas inflamatorias en los pulmones, lo que sugiere una intensa

respuesta inflamatoria (Xu et al, 2020).

Ademas, los estudios también han informado niveles plasméticos elevados de citocinas
proinflamatorias como la interleucina-1 (IL-1), IL-6y el factor de necrosis tumoral alfa en el
COVID-19 grave. En pacientes propensos a la disbiosis intestinal, otros desencadenantes
inflamatorios pueden inclinar la balanza hacia un intestino permeable, lo que da como
resultado un circulo de retroalimentacién inflamatoria que se perpetia a si mismo. En
particular, dos estudios pequefios mostraron una correlacion directa entre el COVID-19 grave
y la disbiosis intestinal. Otros dos estudios han demostrado que los pacientes con COVID-
19 grave experimentaron sintomas gastrointestinales mas pronunciados, junto con niveles
mas altos de calprotectina en las heces (un indicador de inflamacién gastrointestinal y
alteracion de la integridad de la mucosa). Esto apoya el concepto de una diafonia
inmunolégica entre los pulmones vy el intestino, presumiblemente moderada por la microbiota

intestinal. (Hussain et al, 2021).
5.3.3.1. Microbiota intestinal en la Tormenta de citocinas

Los niveles sericos elevados de marcadores proinflamatorios, como la interleucina-6 (IL-6)

y la interleucina-10 (IL-10), son caracteristicas de la infeccion grave por COVID-19. Estas
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citocinas predisponen a la disbiosis, que en consecuencia altera la permeabilidad intestinal,
un estado conocido como “intestino permeable”. ESto permite una mayor entrada de una
multitud de productos bacterianos y toxinas, activando una cascada proinflamatoria. En un
estudio en 204 pacientes con COVID-19, Pan et al (2020). inform6 que a medida que
aumentaba la gravedad de la enfermedad, los sintomas digestivos se volvian mas
pronunciados. Los pacientes con sintomas digestivos tenian niveles medios mas altos de
enzimas hepéticas, menor recuento de monocitos, mayor tiempo de protrombina Yy recibieron

mas tratamiento antimicrobiano que aquellos sin sintomas digestivos.

El aumento de FCy la IL-6 sérica caracterizan la diarrea aguda en COVID-19. Se concibe
que este virus infecta células epiteliales que provocan la liberacion de citocinas vy
quimiocinas, que provocan una inflamacion intestinal aguda caracterizada por la infiltracion
de neutrdfilos, macrofagos y células T. Presentamos evidencia de que la infeccidn por SARS-
CoV-2 en pacientes con COVID-19 de hecho instiga una respuesta inflamatoria en el
intestino, como lo demuestra la diarrea, FC elevada (expresada en gran parte por granulocitos
neutrofilos) y una respuesta sisttmica de IL-6. Los niveles de calprotectina fecal (un
marcador de inflamacion de la mucosa gastrointestinal) estaban elevados en pacientes que
tenian diarrea durante la enfermedad por COVID-19 (Effenberger et al, 2020).

Con base en los hallazgos discutidos anteriormente, durante condiciones como COVID-19,
la microbiota intestinal saludable es un requisito para equilibrar las respuestas inmunes
Optimas y prevenir una serie de reacciones inflamatorias excesivas que podrian ser
perjudiciales. Este equilibrio es muy importante para que la respuesta inmune pueda tener

diferentes resultados clinicos y consecuencias cuando es reactiva o sobrerreactiva.

El LPS bacteriano, los patrones moleculares asociados a microbios (MAMP) de las bacterias
gramnegativas, pueden activar fuertemente las células del sistema inflamatorio y se ha
demostrado que los niveles de LPS en plasma se correlacionan con el grado de permeabilidad
intestinal en diversas condiciones. Varios estudios han demostrado la asociacién de LPS con
la activacion de células T y respuestas proinfllmatorias elevadas que conducen a una

"tormenta de citocinas™ (Santos-Oliveira et al, 2011).

Se ha observado que la quimiocina CXCL10 juega un papel clave en el reclutamiento de

células inflamatorias en el sitio de la inflamacién y su papel en la tormenta de citocinas
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inducida por COVID-19 se ha demostrado tanto en modelos experimentales como en
pacientes. Un estudio de modelo de ratones que utilizo ratones transgénicos K18 hACE2
infectados con SARS-CoV-2 reveld niveles significativamente pronunciados de CXCL-10

entre aquellos con tormenta de citocinas (Oladunni et al, 2020).

Figura 9. Representacion esquematica de la hipoOtesis propuesta de perturbacion de la

microbiota intestinal que conduce a COVID-19 grave por tormenta de citocinas.
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Fuente: Vignesh, R., Swathirajan, C. R., Tun, Z. H., Rameshkumar, M. R., Solomon, S. S,
& Balakrishnan, P. (2021). Could Perturbation of Gut Microbiota Possibly Exacerbate the
Severity of COVID-19 via Cytokine Storm? Frontiers in immunology, 11.

Los estudios han demostrado niveles elevados de CXCL10 en pacientes con COVID-19 que
en los controles sanos. Entre los pacientes con COVID-19, los niveles de CXCL 10 fueron
mas altos entre los que requirieron ingreso a cuidados intensivos que entre los que tuvieron
menos gravedad. Este hallazgo respalda el posible papel de LPS en la gravedad de COVID-
19. Los estudios también informaron que los niveles aumentados de IL-1B, IFN-y, CXCL-
10 y CCL2 también se demostraron como resultado de las respuestas Thl. Expresiones
aberrantes de una bateria de citocinas y quimiocinas proinflamatorias como IL-6, IFN-o,
IFN-vy, IL-1B, IL-12, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, FGF, G-CSF, GM-CSF, IP-10, MCP-1, MIP-
1A, MIP1-B, PDGF, IL-18, IL-33, TGF-B, VGEF, CXCL8, CXCL9, CCL2, CCL3 y CCL5
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entre los casos infectados y graves de pacientes infectados también se documentaron
(Vignesh etal, 2021).

5.3.4. Excrecion fecal del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 se transmite principalmente por gotitas respiratorias, pero se estan
acumulando pruebas de transmision fecal-oral. La hipOtesis esta respaldada por la presencia
de sintomas Gl, la deteccion de huellas dactilares nucleares del SARS-CoV-2 en la mucosa
Gl y la deteccion de fragmentos virales en muestras fecales. Curiosamente, el primer paciente
con COVID-19 en los Estados Unidos dio positivo al SARS-CoV-2 a través de muestras de
heces, y los estudios posteriores han documentado consistentemente la eliminacién de ARN
viral en las muestras de heces en pacientes con COVID-19. Ademas, se ha observado que la
diseminacién viral en las muestras de heces persiste mas tiempo que en las muestras

respiratorias (Hussain et al, 2021).
5.3.4.1. Transmision fecal oral

Se han presentado algunas pruebas de que el virus de la COVID-19 puede producir infeccion
intestinal y estar presente en las heces. Sin embargo, solo un estudio ha cultivado este virus
a partir de una sola muestra de heces y, hasta la fecha, no se ha notificado transmision fecal-
oral (OMS, 26 de marzo de 2020).

No obstante, en el estudio de Cheung et al (2020) sobre manifestaciones gastrointestinales
de la infeccion por SARS-CoV-2 y carga de virus en muestras fecales en 59 pacientes,
determino que Entre los 59 pacientes con COVID-19 en Hong Kong, 15 pacientes (25,4%)
tenian sintomas gastrointestinales y 9 pacientes (15,3%) tenian heces que dieron positivo para
el ARN del virus. Se detectd ARN viral en heces en 38,5% y 8,7% entre aquellos cony sin
diarrea, respectivamente (p =0,02). La mediana de la carga viral fecal fue de 5,1 log 10 copias
por mililitro en pacientes con diarrea frente a 3,9 log 10 copias por mililitro en pacientes sin
diarrea (p = 0,06). Se detectd ARN del virus en muestras de heces de 48,1% de los pacientes,
incluso en heces recolectadas después de que las muestras respiratorias tuvieran resultados
negativos. Por lo tanto, los trabajadores de la salud deben tener cuidado al recolectar muestras
fecales o realizar procedimientos endoscopicos en pacientes con COVID-19, incluso durante

la recuperacion del paciente.
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6. Disefio metodologico

6.1. Tipo de estudio

Serealizd un estudio cualitativo documental de tipo meta sintesis enfocado en el virus SARS-
CoV-2y sus interacciones con la microbiota intestinal, basada en la consulta de documentos

libros, articulos y web.
6.2. Area de estudio

Avreas de Microbiologia (Bacteriologia y virologia). Realizando un analisis documental con

base en las variables SARS-CoV-2 y microbiota intestinal.
6.3. Recoleccion de la informacion

Se obtuvo de fuente secundaria, se realizd una revision sistematica que abordo dos variables
especificas, SARS-CoV-2 y microbiota intestinal. Con el propdsito de mantener la calidad
del trabajo en cuando a la calidad cientifica se utilizaron Gnicamente articulos publicados en
revistas internacionales con sus respectivos Identificadores de Objetos Digitales (DOI) tal
como lo rige la ISO 26324 y o bien desde la pagina web de la Organizacion Mundial de la
Salud, ente regulador en materia de salud publica a nivel mundial. Asi mismo, la informacion
sobre SARS-CoV-2 proviene de periodos 2020-2021.

6.4. Instrumentos de recoleccion de la informacién

Una vez establecido los criterios de seleccion de la informacion se establecié un bosquejo de
los aspectos tedricos que permitieran darle salida a los objetivos planteados, el cual seria la
guia que regiria la busqueda de informacion. Posteriormente, se utilizd el motor de busqueda

de Google, www.google.com 'y https//scholar.google.com/ de la cual se accedid a las

distintas revistas cientificas.
6.5. Presentacion de la informacién

El andlisis de toda la informacién y presentacion de la misma se realizd en el programa
Microsoft Office 365.
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6.6. Etica y confidencialidad de los datos

En el transcurso de la investigacion no fue necesario contar con ninguna forma de
consentimiento, ni verbal, escrito o institucional. Sin embargo, se respeté el uso de las normas
de referenciacion para evitar el plagio que directamente se puede traducir a una transgresion

ética como profesional e investigador.
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7. Conclusiones

1. A partir de la revision bibliografica realizada, se documentaron 5 estudios a nivel
mundial (Austria, Pekin y Hong Kong) sobre la microbiota intestinal en pacientes con
COVID-19. En la mayoria de los estudios el mayor porcentaje de los pacientes fueron
mujeres. Las principales comorbilidades asociadas fueron: Ulcera duodenal, diabetes
mellitus, insuficiencia renal, obesidad, epilepsia y hepatitis.

2. Los géneros bacterianos identificados en la microbiota intestinal de pacientes con
COVID-19 en los estudios documentados en esta investigacion fueron variables con
un aumento de patdgenos que se asociaron a la gravedad como: Coprobacillus,
Clostridium ramosum, Clostridium hathewayi, o bien patdgenos oportunistas como:
Bacteroidetes, Actinomyces viscosus, Bacteroides nordii, Bacteroides caccae,
Streptococcus clase Bacilli, Rothia, Veillonella , Erysipelatoclostridium,
Actinomyces, Erysipelotrichaceae 2_2 442 Collinsella aerofaciens, Collinsella
tanakaei, Streptococcus infantis, Morganella morganii, Parabacteroides merdae,
Bacteroides stercoris, Alistipes onderdonkii. De igual manera se describid una
disminucion de especies propias de la microbiota conamplia capacidad de regulacidn
de la respuesta inmune e incluso dificultar la entrada del virus en los receptores ACE2
como: Bacteroides dorei, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides massiliensis,
Bacteroides ovatus, Lachnospiraceae bacterium 5 1 63FAA, Eubacterium rectale,
Ruminococcus obeum, Dorea formicigenerans, Alistipes onderdonkii, Adlercreutzia
equolifaciens, Dorea formicigenerans, Clostridium leptum, Bifidobacterium
adolescencia, Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium rectale.

3. Los métodos diagnosticos utilizados en el estudio de la microbiota intestinal fueron
métodos de extraccion como PureFood de Maxwell RSC, kit QlAamp Viral RNA
Mini, Kit DNeasy PowerSoil Pro, métodos de purificacion como Kit de autenticacion
y OGM PureFood de Maxwell RSC (Maxwell® RSC), Instrumento Maxwell® RSC
48, métodos de amplificacion como RT-qPCR, las bibliotecas se organizaron
mediante el Kit Flex ADN de nextera con secuenciacion de la region V3-V4 del gen
del ARN ribosomal 16S con el sistema NovaSeq™ 6000. Se organizaron vy

clasificaron con el sistema Uparse 7.1y RDP Classifier.

57



4. Entre los mecanismos de interaccion entre la microbiota intestinal y el SARS-CoV-
2 se encuentran los niveles de citocinas y los marcadores inflamatorios, lo cuales
sugieren que el microbioma intestinal esta involucrado en la magnitud de la gravedad
de COVID-19 posiblemente mediante la modulacion de las respuestas inmunitarias
del huésped, ademas los trastornos metabdlicos y gastrointestinales (GI) tienen un
riesgo moderado a alto de infeccion por SARS-CoV-2, lo que indica la implicacion

directa de la disbiosis intestinal en la gravedad de COVID-19.
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