UHIVERSIDD AUTONDHA DF GUERETWRO

Universidad Autonoma de Querétaro

Facultad de Quimica

“Cuantificacion de la microbiota bacteriana oronasofaringea,
Streptococcaceae y Prevotellaceae, asociada a pacientes positivos y
negativos a SARS-CoV-2”

Protocolo de tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de Maestro en
Quimica Clinica Diagnostica

Presenta:
Lic. en B.M. Jorge Antonio Galvan Gonzélez

Dirigido por:
M.1.M. David Gustavo Garcia Gutiérrez

Querétaro, Qro. 30 de Enero de 2026



REPOSITORIO
R I INSTITUCIONAL
DGBSDI-UAQ

La presente obra esta bajo la licencia:
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es

OO

CC BY-NC-ND 4.0 DEED

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Usted es libre de:

Compartir — copiar y redistribuir el material en cualquier medio o formato

La licenciante no puede revocar estas libertades en tanto usted siga los términos de la licencia

Bajo los siguientes términos:

Atribucién — Usted debe dar crédito de manera adecuada , brindar un enlace a la licencia,
e indicar si se han realizado cambios . Puede hacerlo en cualquier forma razonable, pero no de
forma tal que sugiera que usted o su uso tienen el apoyo de la licenciante.

@ NoComercial — Usted no puede hacer uso del material con propdsitos comerciales .

SinDerivadas — Si remezcla, transforma o crea a partir del material, no podra distribuir el
material modificado.

No hay restricciones adicionales — No puede aplicar términos legales ni medidas tecnoldgicas que
restrinjan legalmente a otras a hacer cualquier uso permitido por la licencia.

Avisos:

No tiene que cumplir con la licencia para elementos del material en el dominio publico o cuando su uso
esté permitido por una excepcion o limitacion aplicable.

No se dan garantias. La licencia podria no darle todos los permisos que necesita para el uso que tenga
previsto. Por ejemplo, otros derechos como publicidad, privacidad, o derechos morales pueden limitar la
forma en que utilice el material.



https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-appropriate-credit
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-indicate-changes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-commercial-purposes
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-some-kinds-of-mods
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-technological-measures
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-exception-or-limitation
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es#ref-publicity-privacy-or-moral-rights

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica

Maestria en Quimica Clinica Diagndstica

“Cuantificacion de la microbiota bacteriana oronasofaringea,
Streptococcaceae y Prevotellaceae , asociada a pacientes positivos y
negativos a SARS-CoV-2”

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de Maestro en
Quimica Clinica Diagnostica

Presenta:
Lic. en B.M. Jorge Antonio Galvan Gonzélez

Dirigido por:
M.I1.M. David Gustavo Garcia Gutiérrez

Presidente: M.I.M. David Gustavo Garcia Gutiérrez.
Secretario: Dr. Gerardo Manuel Nava Morales.
Vocal: Dr. José Antonio Enciso Moreno.
Suplente: Dr. Marcos De Donato Capote.
Suplente: Dr. Cuauhtémoc Licona Cassani.
Centro Universitario, Querétaro, Qro.

30 de Enero de 2026
México



AGRADECIMIENTOS

Un sincero agradecimiento a la institucion SECIHTI por otorgarme la beca mensual que, me

brind6 la oportunidad de enfocarme en mi proyecto de investigacion.

Asimismo, quiero dar un profundo agradecimiento a la Universidad Autdbnoma de Querétaro,

especialmente a la Facultad de Quimica, por proporcionarme recursos durante este proceso.

Al M. I. M. David Gustavo Garcia Gutiérrez, por brindarme su tiempo, confianza y la
oportunidad de realizar este proyecto de investigacion; muchas gracias por toda la paciencia

y aventuras inolvidables que obtuvimos debido a este proyecto.

Ala M.C.B. Brenda Ugalde Villanueva, por el prestarme su tiempo y sabiduria en las técnicas

moleculares del laboratorio, este proyecto no hubiera culminado sin ella.

La Dra. Karla Isabel Lira De Leon, muchas gracias por no soltarme en esta aventura y

guiarme para poder llegar al final.

Al Dr. Gerardo Manuel Nava Morales, por apoyarme con el uso de sus reactivos y

laboratorio.

A mi madre y padre, Nadia y Jorge por apoyarme en todo el proceso que conllevo iniciar y

finalizar la maestria.

A mi compa Jenny, por estar ahi en el laboratorio, en mis practicas de presentacion y por el

a ver marchado por nuestros derechos.

A mi amiga Itza, por siempre estar con interés respecto a mi desarrollo en la maestria.
A Jean, por escuchar todos los inconvenientes que vivi realizando esta investigacion.
A Mar, por apoyarme en lo que podia.

A Edwin, por aligerar esos momentos de estrés.

A la maeta Amanda, por compartir su tiempo en el laboratorio y siempre el dejarme hacer las

cosas yo solo para mejorar mis habilidades.



INDICE PAGINAS

INDICE ot 1
INDICE DE TABLAS oottt 4
INDICE DE FIGURAS ..ottt 5
ABREVIATURAS ettt e et e e e enb e e e e s annaeeas 6
RESUMEN ...ttt e e sttt e e e s b e e e e st bt e e e s anbbeaeesanees 8
SUMMARY ettt e et e e e ettt e e e e tb et e e e asbb et e e e e bt et e e e antbe e e e e anrbeaeeaas 9
L. INTRODUCCION ..ottt 10
2. ANTECEDENTES ... 13
2.1 IMHCTODIOTA. ...t 13
2.2 Microbiota ComO efeCtO DAITEIa.........c.civiiieiieiiee e 13
2.3 Microbiota y su efecto MetabOliCO.........ccvveiiiiieiiec e 15
2.4 Microbiota y su efecto en el sistema INMUNE...........cocveiiiee e 16
2.5  Microbiota 0ro-nasofaringea...........cccueeiiireiiiee e 17
2.6 SUrEPLOCOCCACEAR. .. . vvveveeeeeeee ettt et e e e e e e s s bbb e et e e e e s s s bbbt et e e e e e s s s bbb b e eeeeeeeesensreees 18

2.6.1 RelevanCia ClHNMICA. .......c.cciiiiiieiiei et 19

2.6.2 Mecanismos de patogeniCidad ............cccveiiieeeiiiie e 21
2.7 PrevOtellaCeaE. .........oouiiieiiiiiee et 22

2.7.1 RelevanCia CIINICA.......cccuoiiiiiiieii s 22



2.7.2  Mecanismos de patogeniCidad ............ccooveiiieiiiiiieiiiee e 23
2.8 Alteracion de la microbiota por enfermedades o condiciones fisiologicas ............. 24
2.9 COVID 19 oottt 25
2.1 Epidemiologia de COVID-19 .......cociiiiiiiiieiierieeie e 27
2.2 Patogenesis de 1a COVID-19.......ooiiiiiie e 28
2.3 Lamicrobiota y SARS-COV-2......cooiiiiiiieiie it 31

2.3.1 Predominancia de bacterias orofaringea en pacientes COVID-19 positivos....... 31

2.3.1 Predominancia de bacterias nasofaringea en pacientes COVID-19 positivos..... 32

2.3.2 Streptococcaceae y la zona 0ronasofaringea ...........cccveevvveiivreeniieesiieesee e 34

2.3.1 Prevotellaceae y la zona oronasofaringea ...........ccceevveriiiiie e 35
3. OBUIETIVOS. ...ttt ettt 37
3L GBNEIALL i 37
3.2 PAITICUIAIES: ... 37
3.3 ODbjetivos ProfeSionalizantes:..........ccueiuieiiiiiieiiiesiiesee e s 37
4, METODOLOGIA ..ottt ettt 38
4.1 Disefio eXPerimental.........ccccoiiiiiiiii et 38

4.1.1 Procedimiento de recoleccion de MUESEIAS.......cccovveeiveiiieeiieenie e 38

4.1.2  ASPECLOS DIOELICOS ... cccviieeceiie ettt 39

4.1.3 Manejo de los datos obtenidos del formulario epidemiolégico..............cooc...... 39

4.1.4 EXracCion de ARNE ..ot 39

4.1.5 Caracteristicas para la seleccion de muestra............cccceevvuveevieeeiiie e, 40
5. RESULTADOS ...ttt ettt et snae et e nes 45



5.1  Caracteristicas generales de la poblacion de estudio ..........cccccoocvviiiiiiciiniiennnnn, 45
5.2 Abundancia ADSOIULA BaCEIIaNa ........coveeeee et 47
5.3 Abundancia RelativVa BaCteriana .........coeeeeeeeeeeeee et a e 48

5.4  Correlacion de la abundancia relativa bacteriana (Log10) y carga viral (Ct) de SARS-
Cov-2 49

55  Asociacion de la presencia de las familias bacterianas de interés y el estado de

INFECCION POI SARS-COV-2...... ittt nneas 50
B.  DISCUSION ....ooviiieiieeeeeeceeee ettt ettt en s 52
7. CONCLUSION ..ottt 63
REFERENCIAS . ..ottt 64



INDICE DE TABLAS PAGINAS

Tabla 1. Clasificacion clinica del género StreptOCOCCUS. .........cvverieiieriieiiieiesie e, 19
Tabla 2. Especies mas abundantes del género StreptoCOCCUS .......ccovveriveiierieiieieeiiienenn, 34
Tabla 3. Valores de referencia para la pureza del ADN. ........ccccoviiiiiiiiiiiiciee 43
Tabla 4. Descripcion general de las variables de INterés. ...........cccovvvvevieevie e 46
Tabla 5. Tabla de contingencia de la familia Prevotellaceae.............ccccoceevveiiveeiiieecnnen. 50
Tabla 6. Tabla de contingencia de la familia StreptoCOCCACEaE. ........ceevvveriveiiieriieiiene 51



INDICE DE FIGURAS PAGINAS

Figura 1. SIMDIOSIS Y AISDIOSIS ......c.vviiiieiii i 15
Figura 2. Regiones de 1a faringe ..o 17
Figura 3. Filogenia de la familia Streptococcaceae, representacion de algunos géneros de la

familia STrEPLOCOCCACEAE .......ccveeieeiiiie et 19
Figura 4. Filogenia de la familia Prevotellaceae ............ccccovvviiiiiiiiiiiiicc 22
Figura 5. Clasificacion de 10s cOronavirus NUMAnN0S ............cocovviiiieieninieee e, 26
Figura 6. Casos acumulados desde el inicio de la pandemia a la actualidad ...................... 27
Figura 7. Perfil microbiol6gico por Abundancia AbSOIULa. ...........ccceevviieiiiiiiiiciee, 47
Figura 8. Abundancia relativa de Prevotellaceae vs Streptococcaceae. ............cceevernneee. 48
Figura 9.Correlacion entre la abundancia bacteriana y concentracion viral ...................... 49



ABREVIATURAS

Sindrome Respiratorio Agudo Severo por Coronavirus SARS-CoV
Sindrome Respiratorio Agudo Severo por Coronavirus 2 SARS-CoV-2
Organizacion Mundial de la Salud OMS
Coronavirus CoVs
Nandmetros nm
Kilobases kb

Alfa coronavirus a-CoV
Beta coronavirus B-CoV
Gamma coronavirus v-CoV
Delta coronavirus 5-CoV
Pares de Bases pb
Receptor de la Enzima Convertidora de la Angiotensina 2 ECA2
Proteinas No Estructurales nsps
Dominio de Union al Receptor RBD

Kilo Dalton kDa
Acido Ribonucleico ARN
Acido Desoxirribonucleico ADN
Acido Ribonucleico Mensajero ARNmM
Aminoacidos aa

ARN monocatenaria con carga positiva +sSARN
Serina Transmembrana 2 TMPRSS2
Complejo Replicasa Transcriptasa RTC
Reticulo Endoplasmatico RE

ARN Polimerasa Dependiente de ARN RdRp
Proteina de Envoltura (E)
Proteina de Membrana (M)
Proteina de Nucleocapside (N)

Proteina Spike

(S)




ARN subgendmicos ARNsg

Sistema Renina Angiotensina SRA
Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR
Unidad de Servicios Clinicos y Diagndstico Molecular USC-DM

Varias Especies Spp




RESUMEN

Durante la pandemia del 2020 ocasionada por el virus SARS-CoV-2, demostrd una
variabilidad clinica notoria, donde la microbiota oronasofaringea pudo influir en la respuesta
del huésped ante el virus. Entra las bacterias méas relevantes se encuentran la familia
Prevotellaceae y Streptococcaceae, teniendo una asociacion a un estado inflamatorio
vinculado con mayor gravedad en COVID-19. Sin embargo, ain no estd claro si su
abundancia difiere entre pacientes positivos y negativos al virus. Este estudio tuvo como
objetivo comparar la abundancia de las familias Prevotellaceae y Streptococcaceae en
muestras oronasofaringeas de 62 individuos (27 negativos y 35 positivos para SARS-CoV-
2), mediante gPCR del gen 16S y posteriormente se cuantificaron ambas familias bacterianas
con la misma técnica molecular. Tras confirmar la no normalidad de los datos, se aplicaron
pruebas no paramétricas para comparar la abundancia absoluta, relativa y transformada
logaritmicamente entre los grupos. Los resultados obtenidos fueron que el sexo mostro una
diferencia estadisticamente significativa con el estado de infeccion (p = 0.0013). ElI IMC
presentd una diferencia altamente significativa entre los dos grupo (p < 0.001), asimismo la
cantidad de comorbilidades (p = 0,0057), siendo la DMT2 (p =0.003) y obesidad (p = 0.0159),
las enfermedades mas destables e incluso la ausencia de comorbilidades fue estadisticamente
significativa siendo mas frecuente en el gpo negativo (p = 0.0089). La vacunacion contra la
influenza mostrd una asociacion significativa (p = 0.0038). La abundancia relativa de estas
familias present6 diferencias altamente significativas entre los gpos (p < 0.0001). El anélisis
de asociacion evidencid una relacion significativa de la presencia de la familia
Prevotellaceae (> = 38.77; gl = 1, p < 0.0001) y Streptococcaceae (¥* con correccion de
Yates = 41.47; gl = 1; p <0.0001) con el estado positivo a SARS-CoV-2. Este conjunto de
resultados respalda que la interaccion de las familias bacterianas de Streptococcaceae y

Prevotellaceae forman parte de un sistema complejo con la infeccion por SARS-CoV-2.

Palabras clave: Microbiota, SARS-CoV-2, Prevotellaceae, Streptococcaceae, Oro y

Nasofaringeo, qPCR.



SUMMARY

During the 2020 SARS-CoV-2 pandemic, a marked clinical variability was observed, where
the oropharyngeal microbiota may have influenced the host's response to the virus. Among
the most relevant bacteria are the Prevotellaceae and Streptococcaceae families, which have
been associated with an inflammatory state linked to greater severity in COVID-109.
However, it is still unclear whether their abundance differs between patients who are positive
and negative for the virus. This study aimed to compare the abundance of the Prevotellaceae
and Streptococcaceae families in oropharyngeal samples from 62 individuals (27 negative
and 35 positive for SARS-CoV-2) using qPCR of the 16S gene. Subsequently, both bacterial
families were quantified using the same molecular technique. After confirming the non-
normality of the data, non-parametric tests were applied to compare the absolute, relative,
and logarithmically transformed abundance between the groups. The results showed that sex
was statistically significantly different from infection status (p = 0.0013). BMI showed a
highly significant difference between the two groups (p < 0.001), as did the number of
comorbidities (p = 0.0057), with type 2 diabetes (p = 0.003) and obesity (p = 0.0159) being
the most prominent conditions. The absence of comorbidities was also statistically significant
and more frequent in the negative group (p = 0.0089). Influenza vaccination showed a
significant association (p = 0.0038). The relative abundance of these families showed highly
significant differences between the groups (p < 0.0001). The association analysis revealed a
significant relationship between the presence of the Prevotellaceae (y*> = 38.77; df = 1; p <
0.0001) and Streptococcaceae (> with Yates correction =41.47; df = 1; p <0.0001) families
and a positive SARS-CoV-2 status. This set of results supports the idea that the interaction
of the Streptococcaceae and Prevotellaceae bacterial families is part of a complex system
with SARS-CoV-2 infection.

Keywords: Microbiota, SARS-CoV-2, Prevotellaceae , Streptococcaceae, Oro and

Nasopharyngeal, qPCR.



1. INTRODUCCION

La microbiota humana juega un papel esencial para una homeostasis en nuestro cuerpo, ya
que esta ayuda a mantener un funcionamiento eficiente de nuestro sistema inmunolégico y
metabolico. Por ejemplo, en las vias respiratorias superiores, principalmente la zona
oronasofaringea, esta comunidad de organismos actlan como una barrera contra agentes
externos, ayudando a la respuesta inmune, compitiendo por nutrientes y participando en
procesos inflamatorios (Braun et al., 2021; De Maio et al., 2020; Hernandez-Ruiz et al.,
2022). Cuando todo este conjunto de microorganismos se encuentran en equilibrio, se le
denomina como eubiosis, siendo de vital importancia para la salud, mientras que haya una
ruptura de este equilibrio se le denomina como disbiosis y puede favorecer a la
susceptibilidad a colonizacidn de organismos de importancia clinica y ocasionar en este caso

infecciones respiratorias (Hernandez-Ruiz et al., 2022).

Diversos estudios sobre la microbiota respiratoria han descrito que puede influir en la
colonizacion y replicacion de virus respiratorios como el SARS-CoV-2, tan como la
activacion de mecanismos inmunolégicos innatos y adaptativos (Ren et al., 2021). También
contribuyen a la regulacion de citocinas, quimiocinas y otras moléculas (Haran et al., 2021;
Ren et al., 2021).

En la region oronasofaringea hay una gran diversidad bacteriana, sin embargo, entre las
familias bacterianas mas relevantes son Streptococcaceae y Prevotellaceae (Giugliano et al.,
2022; Retchless et al., 2020; Tranberg et al., 2021). La primera familia se caracteriza por
colonizar las vias respiratorias superiores y destaca por ser parte de estados de equilibrio
microbiano como en procesos patologicos (Anton-Vazquez y Clivillé, 2021; Rocha et al.,
2017). Por otra parte, la familia Prevotellaceae se ha asociado con procesos inflamatorios y
con alteraciones en la composicion de la microbiota, sugiriendo una posible relacion en la

modulacion del sistema inmune (Lloréns-Rico et al., 2021; Rattanaburi et al., 2022).
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La forma de respuesta del organismo ante infecciones virales respiratorias puede estar
asociado a la presencia y abundancia de las familias Streptococcaceae y Prevotellaceae,
siendo esta informacion relevante en el contexto de la COVID-19, donde la respuesta del
organismo frente al SARS-CoV-2 presenta una variabilidad de sintomas entre los
individuos(Zhou et al., 2023).

Ademas de que el virus ocasiono un gran impacto global, la variacion de los sintomas se debe
a varios factores, como la genética, comorbilidades y tratamientos médicos, influyendo en la
severidad de la infeccion, tomando una alta relevancia la microbiota oronasofaringea contra
la respuesta de este virus (Aljabr et al., 2024). Sin embargo, a pesar de la creciente evidencia
de la relacion entre la microbiota y la susceptibilidad de la enfermedad de la COVID-19, las
investigaciones sobre estas familias especificas son limitadas y se desconoce como las
variaciones en su abundancia podrian repercutir en la respuesta inmunologica frente al virus
(Aljabr et al., 2024; Anton-Vazquez y Clivillé, 2021; Avire et al., 2021; Callahan et al., 2022;
Cui et al., 2024; Larsen, 2017; Webb et al., 2022).

Los estudios previos sobre la relacion entre la microbiota y la COVID-19 proceden
principalmente de las regiones asiaticas, europeas y estados unidos, lo que sugiere que las
caracteristicas de la microbiota pueden variar segun sus factores geogréaficos y poblacionales,
adicionalmente, los factores de confusion como la obesidad, factores metabdlicos, el uso de
antibioticos, tabaquismo y comorbilidades, podrian ocasionar una disbiosis Yy, por

consiguiente, la respuesta inmunoldgica del huésped hacia el virus (Aljabr et al., 2024).

Por esa razdn, a pesar de las investigaciones, persiste la falta de datos especificos de estas
familias que analicen sin factores de ruido, lo que resalta la necesidad de realizar
investigaciones mas controladas para esclarecer la relevancia de la microbiota contra la
COVID-19.

Por este motivo, el presente estudio propone comparar las familias bacterianas
Streptococcaceae y Prevotellaceae de muestras de oronasofaringeas de pacientes positivos y
negativos a SARS-CoV-2 de la primera ola de la pandemia, etapa en la cual la vacuna contra

el virus no existia, a su vez son muestras que provienen de Santiago de Querétaro, Querétaro,
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México, aportando una dimension geografica Unica al estudio y a. Asimismo, se traté de
controlar los factores de ruido lo méas posible con, adultos jovenes (19-40 afios), sin
administracion de antibioticos, no embarazadas y sin condiciones que alteran directamente
la microbiota oronasofaringea (enfermedades orales) y asi podriamos apreciar alteraciones
de las familias bacterias en relacién con el virus y no por variables externas. Este estudio
contribuye a llenar un vacio de conocimiento sobre la influencia de estas familias con la

enfermedad en México.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Microbiota

La microbiota es el conjunto de microorganismos vivos (bacterias, archea, protistas y
hongos) que residen en entornos especificos como la piel. Boca, nariz, pulmones, tracto
vaginal, intestino, etc. en nuestro cuerpo (Dominguez-Bello et al., 2019). La importancia del
equilibrio de estas bacterias 0 mejor conocido como eubiosis, es de vital importancia para
llevar a cabo su papel en la salud humana, y estas son (Alvarez-Calatayud et al., 2018;
Kundra et al., 2022):

e Efecto barrera.
e Efectos metabdlicos.

e Efecto en el sistema inmunoldgico.

2.2 Microbiota como efecto barrera

Las bacterias que se alojan en nuestro cuerpo, principalmente en el intestino, piel y tracto
respiratorio, etc. Realizan una funcion protectora frente a microorganismos patdgenos,
siendo este un mecanismo de defensa no inmunoldgico, sin embargo, si interactda con el

sistema inmunoldgico (Alvarez-Calatayud et al., 2018; Kundra et al., 2022)..

De hecho la microbiota bacteriana tiene una capacidad para impedir que patdégenos colonicen
su entorno, a esto se le conoce como resistencia a la colonizacion, esta resistencia se puede
llevar a cabo por dos mecanismos, directo (competencias por nutrientes, metabolitos
inhibidores o bacteriocinas) e indirectos (interaccion con el sistema inmune o modificacion
del pH) (Caballero-Flores et al., 2023). Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son un
gran ejemplo de metabolitos producidos a partir de la degradacion de las fibras, fortalecen la
barrera intestinal, por ejemplo la especie bacteriana Bifidobacterium longum siendo una
bacteria comensal comun, impide o desplaza a bacterias patdgenas como Clostridium difficile
puede causar diarrea y afecciones mas serias como la colitis (Horrocks et al., 2023). Por otro
lado, tenemos los metabolitos derivado de bacterias acido lacticas, como el &cido lactico,
acetico, estos metabolitos pueden acidificar el pH, el metabolito mas destaco es la

bacteriocinas, provoca la formacién de poros en la membrana celular de las bacterias,
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provocando su lisis, la especie Lactobacillus plantarum y L. lactis son de las mas famosas
(Dogan et al., 2023).

La mucosa y la microbiota de nuestro cuerpo estan en constante interaccion en la salud y la
enfermedad, la mucosa estd compuesta por moco Y el epitelio subyacente, forma una barrera
protectora que separa al huésped de la microbiota (Konig et al., 2016). En individuos sanos,
con una dieta variable y nutritiva, una microbiota diversa y otros factores modificables y no
modificables que conducen a respuestas tolerogénicas de células dendriticas y células T
reguladoras, suprimen las respuestas Th17 (linfocitos) y reducen la permeabilidad intestinal,
manteniendo asi la funcién de barrera, la renovacion del moco, el crecimiento de patégenos
y la tolerancia inmunoldgica, este tipo de interacciones se le conoce como, simbiosis, que es
la agrupacion intima de organismos de especies diferentes para beneficiarse mutuamente
(Chairatana y Nolan, 2017). Sin embargo, cuando existen factores como, enfermedades
cronicas, la vejez, una mala dieta, y exposiciones exogenas resultan en una mala funcion de
barrera y renovacion del moco, esto puede ocasionar una disbiosis en la microbiota,
ocasionando que haya una predominancia de patdgenos mal adaptados que reducen la
diversidad en la microbiota, aumentando la produccién de linfocitos tipo Th2, Thl7 y
citocinas proinflamatorias, estos cambios contribuyen a la inflamacion cronica y al desarrollo
y progresion de la enfermedad, por ejemplo, Interleucina-1 (IL-1), aumenta la actividad
inflamatoria y la respuesta inmune, y esta involucrada en la fiebre, Interleucina-8 (IL-8),
actGa como quimiocina, atrayendo neutrofilos al sitio de inflamacién, Factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), induce la inflamacién y juega un papel crucial en la respuesta inmune

a infecciones (Figura 5) (Alemao et al., 2021; Josenhans et al., 2020).

Microbiota de sujeto Microbiota de sujeto no
sano sano
|
I I I
-é - -a I
Moco—[ - e eses - o o - Pan an'es

Epitelio~|:® ) e Epltello{@ (2] ﬂ@ %@ < ¢
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Figura 1. Simbiosis y disbiosis: La IL-10 es una citocina inmunomoduladora su principal
funcién es limitar y regular la respuesta inflamatoria, por otro lado, los linfocitos Th2
(secretan citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) y Thl7 (producen citocinas
proinflamatorias como IL-17A, IL-17F, IL-21, e IL-22), estan asociados a las respuestas
desreguladas a inflamacién que pueden causar dafio tisular persistente. (creacioén propia:
Galvan-Gonzélez, 2024).

2.3 Microbiota y su efecto metabdlico

Una de las actividades mas importantes de la microbiota intestinal es su habilidad para
degradar sustratos dietéticos que el ser humano no puede procesar por si solo, como fibras
resistentes, almidon, inulina y pectina. Hay unas enzimas especializadas que pueden
descomponer estos compuestos en azlcares simples, promoviendo la generacion de
metabolitos esenciales llamados AGCC estos son &cidos organicos de seis carbonos y los
mas abundantes son el acetato, propionato y butirato, estos interactian con los receptores
FFAR2 y FFAR3, activando células como colonocitos y celulas del sistema inmune,
modulando de esta manera la inflamacion (reduciendo ROS y aumento IL-10), mejora la
integridad intestinal, regulan el apetito, glucosa y reducen la esteatosis hepatica, modulan la
neuroinflamacion, la serotoina y hay una reduccion de Inhibidor del Activador del
Plasminogeno tipo 1 (PAI-1), es una proteina que juega un papel fundamental en la

regulacion de la fibrinolisis, el proceso que descompone los codgulos sanguineos (Fusco

et al., 2023).

Se ha demostrado que la microbiota ayuda en los procesos metabdlicos como; control de la
glucosa, metabolismo de lipidos, sintesis de vitaminas (K y B12), etc (Alvarez-Calatayud
et al., 2018; Kundra et al., 2022).
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2.4 Microbiota y su efecto en el sistema inmune

La microbiota es esencial para la maduracion y regulacién del sistema inmunoldgico, la cual
es una cooperadora clave para mantener el equilibrio inmunolégico y metabdlico del
organismo (Alvarez-Calatayud et al., 2018; Kundra et al., 2022). Esta interaccion equilibrada
promueve un estado de salud adecuado, sin embargo, en condiciones de dishiosis, puede

contribuir a una respuesta inflamatoria mas agresiva.

En este sentido, se ha podido observar que ciertas bacterias cuentan con un impacto directo
sobre la modulacion de citocinas inflamatorias. Por ejemplo, Lee y compafiia (2022)
reportaron que a mayor abundancia de la familia Porphyromonadaceae en el colon se asocia
con la sobreexpresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de la interleucina-6 (IL-
6), lo que provoca un estado inflamatorio crénico que afecta negativamente el sistema
inmunoldgico del paciente. Este resultado corresponde con la secrecion de lipopolisacaridos
(LPS), moléculas que constituyen el principal componente de la membrana externa de
bacterias Gram negativas, cuyos niveles elevados inducen a una respuesta inflamatoria
excesiva. En concordancia Li y compafiia (2021), demostraron que los LPS procedentes de
Porphyromonadaceae inducen piroptosis (un tipo inflamatorio de muerte celular) en
fibroblastos gingivales, acompafiada por el incremento de la expresion del receptor NLRP3,

asi como de caspasas-5, IL-1p e IL-18, reforzando su papel en la inflamacidn aguda.

Por otro lado, Buttenschdn y compafia (2022), descubrieron que Corynebacterium se
correlaciond con la disminucion de las citocinas IL-33, IFN-A3, IFN-y, y EGF, lo que sugiere
que cuenta con un papel inmunomodulador. Ademas, este géenero mostré una correlacion
negativa con la quimiocina CCL2, una quimiocina clave para el reclutamiento de los
monocitos, implicando una menor activacion de células inmunes especificas. En contraste,
la mayor abundancia de Staphylococcus se asocié con una mayor carga viral nasofaringea,
mientras que los géneros Prevotella, Streptococcus, Peptostreptococcus y Clostridia se
correlaciond con citocinas vinculadas a COVID-19 grave, evidenciando que ciertos taxones

pueden contribuir a una respuesta inflamatoria mas intensa.

Un analisis de 78 muestras orales descubrieron que los pacientes positivos a SARS-CoV-2

eran de mayor edad y presentaban mas comorbilidades y una mayor hospitalizacion. En
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ambos grupos, los filos predominantes fueron Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria y Fusobacteria, aunque en los positivos se observd una reduccién
significativa de Proteobacteria y Fusobacteria. Asimismo, la mayor abundancia de
Bifidobacterium en pacientes positivos se asocio con niveles bajos de IL-17F y de MCP-1,
sugiriendo una posible asociacion a la modulacién de las respuestas inflamatorias asociadas

a la infeccion viral (Kim et al., 2023).

2.5 Microbiota oro-nasofaringea

La colonizacién del cuerpo por bacterias empieza desde el nacimiento, ademas estamos
expuestos a una diversa variedad de microorganismos del entorno y de otras personas, por lo
que no todos los microorganismos pueden colonizar todas las zonas de nuestro cuerpo (piel,
intesitnos,boca,tracto urogenital, nasofaringea, etc) por lo que solo los organismos aptos,
pueden proliferar en zonas especificas (Coelho et al., 2021; Di Simone et al., 2020). En el
caso de la faringe, siendo esta una estructura con forma de tubo que se ubica en el cuello
teniendo la funcién como via para el pasaje del aire y los alimentos, y se divide en tres
regiones anatomicas: la nasofaringea, la orofaringea y laringofaringea (Tortora y Derrickson,
2013b).

Regiones de
la faringe

| Nasofaringea |

| Orofaringea |

\

Figura 2. Regiones de la faringe (creacion propia: Galvan-Gonzalez, 2023).
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La composicion de la microbiota bacteriana oro y nasofaringea puede variar, pero los géneros
mas comunes en la zona nasofaringea son: Streptococcus Neisseria, Moraxella y
Haemophilus (Dubourg et al., 2019; Gao et al., 2014; Giugliano et al., 2022; L. Li et al.,
2021; «Marsh and Martin’s Oral Microbiology», 2016). Por el otro lado, los géneros mas
comunes en la zona orofaringea se encuentran las bacterias: Streptococcus,
Actinomyces,Prevotella, Fusobacteiru y Porphyromonas (Dubourg et al., 2019; Gao et al.,
2014; «Marsh and Martin’s Oral Microbiology», 2016; Retchless et al., 2020; Tranberg et al.,
2021)

2.6 Streptococcaceae

Es una familia de bacterias que se caracteriza por tener forma de una cadena de “esferas
dobladas™, de ahi proviene su nombre del griego “streptos” (torcido/flexible) y “kokkos”
(esfera/grano). Las cuales se comprende por grupos de géeneros bastante amplios, siendo
Streptococcus el mas famoso (Figura 12) («Marsh and Martin’s Oral Microbiology», 2016;
Patterson, 1996; Toit et al., 2014).

Los Streptococcus son bacterias Gram-Positivas y anaerobias facultativas, que cuentan con
una morfologia esférica o cocos, usualmente esta en pares o cadenas, con un diametro menor
a 2 um, su temperatura optima de crecimiento es aproximadamente 37°C. Son no moviles ni
esporuladas, cuentan con un metabolismo de fermentacion de glucosa obteniendo como
principal producto final el &cido lactico y no produce CO2 durante dicha fermentacion, son
anaerobios facultativos y se encuentran cominmente en mucosa humana. Su diferenciacion
con otros géneros como Enterococcus o Lactococcus es complicada por lo que se recomiendo
técnicas moleculares para su identificacion precisa («Marsh and Martin’s Oral
Microbiology», 2016; Patterson, 1996; Toit et al., 2014).
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Dominio
Reino
Filo
Clase
Orden [Lactobaci//ales J
Familia [Lactobaci//aceae ] [Streptococcaceae ] [Enterococcaceae J
. (Streptococcus ]
Genero

Especie [5. pneumoniae ] [S. mutans ] [S. sanguinis J [S, ora/is] LS. mitisj

Figura 3. Filogenia de la familia Streptococcaceae, representacion de algunos géneros de la

familia Streptococcaceae (Sneath et al., 1980)

2.6.1 Relevancia Clinica

Hay diversas formas de diferenciar las especies que componen el género Streptococcus, sin
embargo, los tres sistemas mas utilizados son: Grupo de Lancefield, Patrones hemoliticos y
Propiedades bioquimicas (Toit etal., 2014). La primera clasificacion se basa en la
identificacion de antigenos especificos, siendo los carbohidratos de la pared celular el que
mayormente se identifica, el segundo estudia el efecto que tiene la bacteria sobre los glébulos
rojos, especificamente en agar sangre y el tercero se refiere a las caracteristicas metabolicas
y enzimaticas (Patterson, 1996). Estos tipos de clasificaciones ayudan a los laboratorios a
identificar de manera rapida y barata especies de este género y decidir que tratamiento aplicar,
sin embargo, cada vez se estan utilizando menos por metodologias més precisas y detalladas,
como la secuenciacion y la PCR (Tabla 3).

Tabla 1. Clasificacion clinica del género Streptococcus. Esta Tabla proyecta algunas de las

especies mas relevantes, GABHS=Streptococcus f-hemoliticos del grupo A (modificado de:
MSD Manual Professional Edition, 2025).
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Grupo . .. .
p_ Especies Hemolisis Enfermedad Tratamiento
Lancefield
Faringitis, amigdalitis,
infecciones de heridas y la
piel, septicemia, escarlatina, |Penicilina, eritromicina, clindamicina.
neumonia, fiebre reumatica,
Streptococcus L
A Beta  |glomerulonefritis.
pyogenes —— -
Maneno qurlrgico inmediato;
. . betalactamicos; si se confirma GABHS,
Fascitis necrotizante L. . .
penicilina o cefazolina pueden usarse, mas
clindamicina
5 Streptococcus Beta Endocarditis, sepsis, infeccion |Penicilina o ampicilina, cefalosporinas,
agalactiae urinaria, meningitis. vancomicina.
S. equi, , . .
equisimilis Neumonia, erisipela, sepsis, Pencilina, vancomicina, cefalosporinas
C &G quis > Beta [infecciones de herida, e ' P '
zooepdimemicus, S e macralidos.
. faringitis y artritis séptica.
canis
. Endocarditis, infecciones
S. gallolyticus, Alfao L e . - - -
D . urinarias, celulitis, infeccion  |Pencilina, ampicilina, vancomicina.
equinus Gamma de heridas

Por ejemplo S. pyogenes es un patdgeno que cuenta con un gran impacto en la salud publica
de manera negativa, infecta a nivel mundial cerca de 18.1 millones de personas y causa
aproximadamente 500,000 muertes al afio, su prevalencia es mayor en paises en vias en
desarrollo, se trasmite principalmente por gotas respiratorias o por tener contacto con lesiones
cutaneas, puede generar diversas patologias enlistadas en la Tabla 3, las que pueden ocasionar
dafo cardiaco, renal y sistémico, la poblacion de riesgo son nifios menores a los 15 afios (mas
propensos a faringitis), adultos mayores (mayor riesgo de infecciones invasivas) y pacientes
inmunocomprometidos, una infeccidbn no tratada por este organismo puede ocasionar

complicaciones severas o la muerte (Avire et al., 2021).

Por otro lado, S. mutans es un género reconocido por ser el principal agente que origina la
caries dental, esto es debido a su capacidad de producir acido, tolera ambientes acidificados
y forma biopeliculas. La proteina Chm, presente en algunas cepas, les ayuda a adherirse al
coladgeno vascular y endotelial, de esta manera entra al torrente sanguineo, originando
enfermedades como endocarditis infecciosa, hemorragia cerebral, produce una respuesta

proinflamatoria, esto ocasiona que la citocinas se eleven, contribuyendo a un dafio vascular,
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provocando inflamacién intestinal, siendo asi un agente con impacto multisistémico (Fang
et al., 2024).

2.6.2 Mecanismos de patogenicidad
Uno de los mecanismos que resaltan en esta familia bacteriana son las biopeliculas, que se
activan por factores como el cambio del pH, estrés oxidativo, la disponibilidad de nutrientes,
entre otros. Estos estimulos liberan sefiales que activan sistemas como el VicRK, el cual
ordena a la bacteria a sintetizar glucanos adhesivos, estos protegen a la bacteria fijandola en
las superficies dentales 0 mucosas e incluso les otorgan una resistencia a antibiéticos y a la
respuesta inmune del huésped, lo que favorece a una infeccion y sirve como un depésito para
la diseminacion de esta familia (Bowen y Koo, 2011; Domenech et al., 2012; Zhang et al.,
2021). Por otro lado, la transferencia horizontal de genes en la familia Streptococcaceae
ocurre principalmente cuando entran en un estado de competencia, este mecanismo
promueve que la bacteria capte ADN libre en su etorno, para que lo integre en su propio
genoma, este proceso se activa cuando la densidad bacteriana alcanza un nivel alto, indicando
que estas condiciones son aptas para el intercambio genético (Marli et al., 2024). La
funcionalidad de esta funcion es crear una diversidad genética de forma maés acelerada,
otorgando ventajas adaptativas a estas bacterias frente a cambios ambientales, sistema
inmune o antibidticos (Kwun et al., 2022). Para el humano, este mecanismo es muy peligroso
ya que la adquisicidn de genes de resistencia a antibiéticos podrian determinar la virulencia
de las especies ya sea comensales o0 patdgenas, ocasionando que cepas poco agresivas puedan
transformarse en variantes multirresistentes, crenado un impacto clinico y epidemiolégico
(Egea et al., 2025; Khan et al., 2024; Razeghi et al., 2023). Asi mismo, se ha podido
identificar que ciertas especies cuentan con capsulas polisacaridas que impiden la

eliminacion bacteriana por el sistema inmune (Ganaie et al., 2025).
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2.7 Prevotellaceae

La familia Prevotellaceae proveniente del orden Bacteroidales se encuentra comiunmente en
la microbiota oro-nasofaringea humanos, junto con otras especies participa en el
metabolismo de carbohidratos y la inmunidad de las mucosas (Tett et al., 2021). En adultos
sanos la familia Prevotellaceae suele ser dominante o co-dominante en la saliva y dorso de
la lengua, su abundancia varia con la edad, dieta y salud periodontal (Kéndnen y Gursoy,
2022) (Figura 12).

Dominio
Reino [Pseudomonadati j

Bacteroidota

Filo

Clase

Orden Bacteroidales
I
Familia (Porphyromonadaceae ] [Prevote//aceae J [Bacteroidaceae ]
B Prevotella
Género
Especie [P. Bucca/isj [P. Denta/isj [P. Salivae ] [P. Pallens J [P- melaninogenica ]

Figura 4. Filogenia de la familia Prevotellaceae (Sneath et al., 1980)

2.7.1 Relevancia clinica
La familia Prevotellaceae cominmente encontrados en las mucosas humanas, oral, intestinal,
genital y respiratoria actuando como comensales dominantes , aungque también se reconocen
su rol de patobionte (microorganismos que bajo ciertas condiciones pueden contribuir a
procesos patoldgicos) participando en biofilms periodontales, gingivitis, periodontitis y otras
infecciones anaerdbicas de la cavidad bucal (Konig et al., 2016; Kdndnen et al., 2022;
Larsen, 2017).

En el tracto genital femenino P. bivia y P. timonensis estan ligadas a vaginosis bacteriana y
a procesos inflamatorios pélvicos, donde modulan la respuesta inmune a través de

lipopolisacaridos y enzimas proteoliticas (George et al., 2024; Segui-Perez et al., 2025).

En el intestino otras especies de la Prevotella participan en la fermentacién de polisacaridos

y en la produccion de acidos grasos de cadena corta, aungque su sobreabundancia se ha
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asociado a la inflamacidn intestinal, artritis reumatoide y resistencia a la insulina por lo que
se propone una relacién entre Prevotella y trastornos metabdlicos o autoinmunes (Scher
et al., 2013; Trautmann et al., 2020).

2.7.2 Mecanismos de patogenicidad

La familia Prevotellaceae han pertenecido a la microbiota humana desde inicios de la
humanidad, ciertas especies como P. Copri, han co-evolucionado con el ser humano, ya que
estas cepas se transmiten de manera vertical de madre a hijo y horizontalmente entre sujetos
que comparten su habitat y dieta (Li et al., 2022). Gracias a esta co-adaptacién se formo una
optimizacién para la degradacion de fibra vegetal compleja, siendo este un impacto
metabdlicamente positivo en los humanos, no obstante, si ocurre una alteracion en la
composicion bacteriana puede alterar los beneficios obtenidos (Larzul et al., 2024). Por otra
parte, esta cepa producen succinato, siendo este un metabolito que cruza la placenta y ayuda
a programar la generacion de precursores de células dendriticas, lo que ayuda de manera
prenatal la maduracion inmunoldgica y favoreciendo la reduccion de alergias y asma (Gao
et al.,, 2021). En contraste, otras cepas de Prevotella Copri se encuentran dispersas en
pacientes con artritis reumatoide, estas pueden ocasionar una respuesta proinflamatoria que
se puede extender a la membrana sinovial, ya que potencian la diferenciacion de los linfocitos
T colaboradores Th17 en el intestino (Liang et al., 2026). Este comportamiento bacteriano
contribuye a la inflamacion articular y erosion 6sea, lo que conlleva a complicaciones en el
estilo de vida del paciente (Maeda et al., 2026). Esta dualidad tanto de modulacion como
proinflamacion, se puede explicar por la diversidad genomica entre especies, que determinan
la produccion de metabolitos inmunomoduladores o activacion de moléculas
proinflamatorias, esta dualidad permite el tener una adaptacion en el ambiente en el cual se
encuentra la especie y de esta manera puede beneficiar o perjudicar al hospedero (Sahin y
Salbas, 2025; Xiao et al., 2024).
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2.8 Alteracion de la microbiota por enfermedades o condiciones fisioldgicas

La predominancia de ciertos patdgenos genera una endotoxemia leve (afeccidn caracterizada
por la presencia de endotoxinas en la sangre) y persistente, estas moléculas cuentan con la
capacidad de entrar al torrente sanguineo y generar una respuesta inflamatoria sistematica,
que promueve una disbiosis (Hernandez-Ruiz et al., 2022). Existen multiples factores que
pueden ocasionar una disbiosis en el huésped. Entre los factores fisioldgicos la edad es un
factor determinante (Badal et al., 2020). Tanto el envejecimiento y los primeros afios de vida
se asocia con una composicion bacteriana poco diversa, lo que puede tener implicaciones
importantes para la salud del individuo (Coelho et al., 2021; Hagg et al., 2020). Asimismo,
en el embarazo existen cambios metabdlicos caracteristicos que son similares a los del
sindrome metabdlico, presentando aumento de peso, niveles elevados de azucar en sangre en
ayunas, insulina resistente, intolerancia a la glucosa, inflamacién cronica de bajo grado y
cambios en los niveles de hormonas relacionadas al metabolismo, de esta manera ocurre una
disbiosis en la microbiota de las mujeres embarazadas (Girardelli et al., 2021). En relacion a
enfermedades cronicas, la diabetes, la hipertension, enfermedades orales y el tabaquismo,
pueden alterar el ecosistema de la microbiota, caracterizada por una disminucion de la
diversidad microbiana y cambios en la abundancia relativa de ciertas bacterias, pudiendo
desencadenar respuestas inflamatorias (Cook y Chappell, 2021; Sharma y Tripathi, 2019). A
su vez, las enfermedades respiratorias como la COVID19 pueden provocar una disbiosis en
la microbiota de la faringe siendo de las primeras barreras contra patdgenos (Aparicio de
Santos, 2024).

24



2.9 COVID-19

A finales de 2019 una misteriosa neumonia con una etiologia desconocida empezaba a
esparcirse, siendo Wuhan, China la primera ciudad que registro dicho agente anénimo, el
cientifico Chen y compafiia (2020) obtuvieron el codigo genético de este microorganismo
desconocido causante de la enfermedad misteriosa, identificando a un nuevo integrante de la
familia coronavirus. Subsiguientemente, el 11 de febrero de 2020, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) denominé a esta nueva enfermedad como COVID-19 (Organizacion
Mundial de la Salud, 2023).

Por otra parte, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus, realiz6 anlisis filogenéticos
y taxondmicos, reconociendo que el virus estd asociado al Sindrome Respiratorio Agudo
Severo por Coronavirus (SARS-CoV) humano y de murciélago, proponiendo el nombre del
nuevo coronavirus como “Sindrome Respiratorio Agudo Severo por Coronavirus 2” (SARS-
CoV-2) (Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of
Viruses et al., 2020).

El 11 de marzo de 2020, COVID-19 fue declarada pandemia por la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud, 2023). La COVID-19 es una enfermedad infecciosa causada por el virus
SARS-CoV-2, actualmente, existen cuatro géneros reconocidos mediante su genética, alfa
coronavirus (a-CoV), delta coronavirus (8-CoV), gamma coronavirus (y-CoV) y beta
coronavirus (B-CoV), estos ultimos infectan principalmente al sistema nervioso central,

respiratorio y gastrointestinal de humanos y mamiferos (Figura 1) (Malik, 2020).
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Nidovirales

Familia Arteriviridae Coronaviridae Mesoniviridae

T~

Subfamilia Orthocoronavirinae Torovirinae
Sl B-CoV y-CoV 6-CoV
Sarbecovirus

SARS-CoV-2

Especie HCoV-229E | | HCoV-0C43
(Humana) | | HCoV-NL&3 SARS-CoV
HCoV-HKU1

MERS-CoV

Figura 5. Clasificacion de los coronavirus humanos (modificado de: Malik, 2020).

Cualquier persona, de cualquier edad, puede contraer la COVID-19 y enfermar gravemente
0 morir, las sintomatologias mas comunes son las siguientes: Fiebre, tos, cansancio, pérdida
del gusto o el olfato. Los sintomas menos frecuentes incluyen: Dolor de garganta, cabeza,
diarrea, erupcion en la piel. Los sintomas graves pueden ser; dificultad para respirar o falta
de aire, pérdida del habla o la movilidad, dolor en el pecho, y tardan aproximadamente entre
5 0 6 dias en remitir desde que una persona se infecta con el virus, pero pueden tardar hasta
14 dias, a su vez se propuso varias indicaciones para evitar la propagacion del virus, por
ejemplo; mantener una distancia minima de un metro y medio, portar cubrebocas (cubriendo
adecuadamente la zona de la boca y nariz), lavarse las manos o utilizar desinfectante de base
alcoholica con frecuencia, vacunarse, estornudo de etiqueta y espacios ventilados Alguno de
los factores que influyen a que esta enfermedad sea tan variable son, personas de la tercera
edad, pacientes que padezcan enfermedades vinculadas al sistema respiratorio,
comorbilidades (enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer). (Marin, 2021;
Organizacion Mundial de la Salud, 2023):

El 5 de mayo de 2023 la OMS, finalmente declaré que la emergencia sanitaria internacional
por COVID-19, finaliz6 (Organizacién Mundial de la Salud, 2023).
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2.1 Epidemiologia de COVID-19

Al 28 de diciembre de 2025, se registraron a nivel mundial aproximadamente, 779 051 482
casos confirmados de COVID-19, Europa cuenta con 281 682 407 casos, es la region con
mayores numeros confirmados, en la posicion dos se encuentra la region del Pacifico
Occidental con 215 441 060 casos y en tercer lugar se encuentra la region de las Américas
con 193 797 974 casos y el numero de defunciones a nivel mundial es de 7,108,060 , siendo
las Américas la region con mayor nimero de defunciones con 3 067 422, en segunda posicion
Europa con 2 282 092 y tercer lugar el Sudeste Asiatico con 647 281 defunciones (World
Health Organization, 2025).

En México hasta el 25 de junio de 2023 se han confirmado 7 633 355 casos de COVID-19,
con 334 336 casos de defunciones, donde el genero mas afectado es el femenino con un
53.66% y el masculino con 46.34%. Las principales comorbilidades presentes en los
pacientes confirmados son; hipertension con 11.90%, obesidad con 9.59%, diabetes con
8.74% y tabaquismo con 5.41% (COVID-19 Tablero México, 2023). Los tres estados con
mayor prevalencia de infecciones por COVID-19 son, CDMX con 1 902 003 casos,
continuamos con el Estado de México con 760 699 casos, en tercer lugar Nuevo Ledn con
430 451 casos y Querétaro en doceavo lugar cuenta con 189 851 casos registrados hasta el
24 de junio de 2023 (Figura 2) (COVID-19 Tablero México, 2023).

1800000

1400000

Nimero de casos

Entidad Federativa

Figura 6. Casos acumulados desde el inicio de la pandemia a la actualidad del 02/02/20 al
24/06/23 (COVID-19 Tablero México, 2023).
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2.2 Patogenesis de la COVID-19

El Sistema Renina-Angiotensina (SRA) es de vital importancia en el sistema homeostéatico
ya que involucra un equilibrio del volumen transelnte del aparato circulatorio para su
funcionamiento ayudando en la regulacion del gasto cardiaco, presion arterial e incluso los
niveles electroliticos (Tortora y Derrickson, 2013a). Dado que el receptor de Enzima
Convertidora de Angiotensina 2 tiene un rol muy importante en el SRA, la infeccion por
SARS-CoV-2 altera las funciones de este sistema puesto que el virus tiene un tropismo por
tejidos de la cavidad nasofaringea y las vias respiratorias, tejidos que expresan en gran
cantidad dicho receptor (Manta et al., 2022).

La afinidad del virus por las células epiteliales nasales, pulmonares y ramas bronquiales, se
puede explicar ya que su proteina S necesita un procesamiento proteolitico para activar la via
endocitica, la TMPRSS2 (proteasa de membrana que activa proteinas de superficie) se
coexpresa altamente en tejidos abundantes de ECA2, una vez que el virus SARS-CoV-2 se
adhiere a los receptores ECA2, lo degrada, impidiendo la regulacion de angiotensina Il
(molécula vasoconstrictora, inflamatoria y pro-fibroitca) ocasionando dafio en una gran

variedad de células que presentan dicho receptor (Pastrian-Soto, 2020).

Los pacientes infectados por SARS-CoV-2 presentan cambios histopatologicos
principalmente en los pulmones, como dafio alveolar difuso, descamacion de neumocitos y
depdsitos de fibrina en los pulmones, estos dafios son ocasionados por la invasion en los
neumocitos encargados del intercambio de gases y mantenimiento del tejido alveolar (Manta
et al., 2022).

La infeccidn en el sistema respiratorio se divide en tres fases:

1. Primera fase: Inicia en la zona nasofaringea, infecta algunas células del huésped, sin
embargo, no hay una respuesta agresiva ante ese estimulo y cabe destacar que es el
cuadro de infeccion gue generalmente cursan los pacientes asintomaticos (Mason,
2020).

28



2. Segunda fase: Inicio de los sintomas de inflamacion pulmonar, afectando de esta
manera las vias respiratorias mayores, bronquios y bronquiolos, ademas el paciente
puede o0 no cursar un cuadro de hipoxia (Mason, 2020).

3. Latercera fase: Conlleva la alteracion en el intercambio gaseoso, ya que existe una
infeccion en las células que conforman la pared del alvéolo llamadas neumocitos tipo
I'y Il (Mason, 2020).

Los alveolos son donde se lleva a cabo el intercambio de gases entre el aparato circulatorio
y el exterior, los neumocitos tipo | se encargan practicamente del intercambio, y la funcién
del tipo Il es expandir y evitar el colapso de los alveolos secretando una sustancia llamada
surfactante, esta se encarga de la disminucion de la tension superficial (Reina, 2020).

El SARS-CoV-2 infecta a los neumocitos de los dos tipos, la infeccion provoca la lisis de los
neumocitos libera patrones moleculares asociados al dafio (DAMP) y patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP), provocando la activacion de los macrofagos circundantes
del tejido pulmonar (Sanz et al., 2021). Dichos macrdfagos han sido implicados en el proceso
de dafio endotelial que inicia el sindrome de distrés agudo respiratorio (SDRA), como
resultado, estas células secretardn quimiocinas y citocinas proinflamatorias, como la
interleucina 1 beta (IL-1p), IL-6, IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), entre otras,
para atraer macrofagos, monocitos y células T, continuando con el proceso inflamatorio.
Cuando la respuesta inmune es adecuada, las células T CD8+ (reconocen y destruyen las
células infectadas por microorganismos), especificas para SARS-CoV-2, con la mision de
eliminar las células infectadas para evitar la liberacion de nuevas particulas virales (Sanchez
Valverde et al., 2021; Sanz et al., 2021).

Ademas, se iniciara un proceso de sintesis de anticuerpos especificos (linfocitos T CD3+,
CD4+ y CD8+, y linfocitos B) contra las proteinas del SARS-CoV-2, lo que evitara futuras
infecciones virales con esta proteina o neutralizar al virus, mediante fagocitosis a las células
infectadas, este proceso se le conoce como sistema de inmunidad adquirida o adaptativa
(Suérez et al., 2020). Si la respuesta inmune no es capaz de controlar o inhibir la infeccion y
remediar los tejidos afectados, el huésped puede desarrollar el sindrome de distrés

respiratorio agudo, en el que clasicamente se observa dificultad para respirar y bajo nivel de
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oxigenacion sanguinea, comprometiendo la vida del paciente (Maria y Fuentes-Mascorro,
2020).

2.2.1.1  Alteraciones en otros sistemas y aparatos
El receptor ECA2 tiene una presencia amplia en diversas células, es por eso que las personas
infectadas por COVID-19 presentan alteraciones en diferentes sistemas y aparatos (Scialo
et al., 2020).

Se ha reportado que existe una alteracion del aparato digestivo en pacientes infectados por
COVID-19, ocasionando sintomas como pérdida de apetito, diarrea, nduseas y vomito, esto
es ocasionado por la invasion del receptor ECA2 en los enterocitos (células epiteliales del

intestino encargadas de la absorcion de nutrientes) (Galanopoulos et al., 2020).

Ademas de las alteraciones respiratorias y gastrointestinales, se pueden manifestar cambios
en la percepcion del gusto, presencia de cefaleas, anosmia y mareos frecuentes, siendo estas
caracteristicas neuroldgicas y su posible via de conexion es el epitelio nasal debido a la
expresion del receptor ECA2 que facilita acceso hacia el tejido nervioso al patégeno (Padron-

Gonzélez y Dorta-Contreras, 2020).

Por otro lado, se ha podido identificar la presencia de ECA2 en los rifiones, principalmente
en las células tubulares proximales renales y podocitos, conjuntamente agregando los efectos
de la tormenta de citoquinas, causa la necrosis tubular lo que a su vez produce proteinuria
(presencia de proteinas en orina), hematuria (presencia de sangre en orina) (Moreno Madrigal
y Lima, 2022).

Estas alteraciones multisistémicas presentan un estado inflamatorio crénico alterando de
manera constante el estado basal fisioldgico de los tejidos, especialmente la mucosa del
intestino y tracto respiratorio, esta inflamacion prolongada altera los factores como el pH, la
disponibilidad de los nutrientes, la actividad del sistema inmune, etc. Estos cambios
favorecen la proliferacion de microorganismos oportunistas provocando una disbiosis
(desequilibrio en la poblacién de microorganismos) caracterizada por una disminucién de
especies reguladoras y un aumento de bacterias proinflamatorias (Hernandez-Teran et al.,
2021; Hoffmann et al., 2020; L. Li et al., 2021)
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2.3 La microbiota y SARS-CoV-2

Las co-infecciones bacterianas son muy comunes en los pacientes con COVID-19, debido al
dafio de diversos tejidos, la sobre activacion del sistema inmunologico (tormenta de
citocinas), el estado inflamatorio excesivo, ocasiona una disminucion en la respuesta ante
cualquier otro patégeno, determinando alteraciones en la microbiota, siendo esta alteracion
una importante causa del aumento de la mortalidad en los pacientes con COVID-19, en el
caso de algunas bacterias se benefician a partir del estado inflamatorio crénico provocado
por la secrecién de citocinas como defensa contra SARS-CoV-2 (Buttenschon et al., 2022;
Solis y Aizpuru, 2022; Takahashi et al., 2021).

Por esta razon es de vital importancia entender las interacciones, perturbaciones y las
consecuencias (benéficas o perjudiciales) que generan en la salud entre la microbiota de la

zona oro-nasofaringea y el huésped, y asi el poder prevenir o tratar enfermedades.

2.3.1 Predominancia de bacterias orofaringea en pacientes COVID-19 positivos
Se ha podido observar que la infeccién por SARS-CoV-2 puede alterar la composicion de la
microbiota bacteriana orofaringea (Giovannini et al., 2025). Esta disbiosis, posiblemente este
asociada con la gravedad de la enfermedad y a continuacion, se presenta un enlistado de
géneros bacterianos predominantes o que disminuyeron en pacientes COVID-19, segun los

estudios citados.

2.3.1.1  Alteraciones bacterianas en la zona orofaringea

Estos generos son mas abundantes en los pacientes COVID-19 positivos:

Veillonella: Se ha podido detectar que este género bacteriano es predominante en pacientes
positivos, siendo un patégeno oportunista, aungque su disminucion, junto a otras especies, se
asocio a una necesidad de asistencia respiratoria (Bradley et al., 2022; Ma et al., 2021; Ren
et al., 2021).

Prevotella: Un nivel alto de este género bacteriano fue detectado en pacientes positivos,
fumadores, siendo las especies, Prevotella salivae y Prevotella jejuni, los dos diferenciales
en pacientes COVID-19 (Callahan et al., 2022; lebba et al., 2021).
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Bacterias vinculadas a mortalidad: En pacientes fallecidos, se observo una predominando de
Enterococcus y el hongo Candida, y hubo una corrleacién de la abundancia de Klebsiella
pneumoniae y Candida Albicans con el aumento de marcadores inflamatorios antes de la alta
o la defuncion (Ren et al., 2021).

Otros géneros enriquecidos: Megasphaera, Actinomyces,Campylobacter, Capnocytophaga,
Porphyromonas y Fusobacterium ((Bradley et al., 2022; Ma et al., 2021; Ren et al., 2021;
Rodriguez-Cardona et al., 2021; Tan et al., 2023).

2.3.1.2  Bacterias asociadas a proteccion

Estas bacterias son mas predominantes en pacientes sanos o0 negativos.

Streptococcus: Se ha reportado que existe una disminucion significativa en pacientes
COVID-19 en comparacion con controles sanos, también es una de las mas abundantes en
pacientes que se recuperan y se ha llegado a administrar como probiotico a S. thermophilus,
reduciendo las infecciones respiratorias en el personal médico (Ma et al., 2021; Ren et al.,
2021; Wang et al., 2021).

Neisseria: Este género es abundante en los pacientes sanos y también se ha detectado una

disminucidn en pacientes positivos (Callahan et al., 2022; lebba et al., 2021; Tan et al., 2023).

Otras bacterias: Psudopropionibacterium y Rothia, disminuyeron en COVID-19 (Ma et al.,
2021). Y Haemophilus, Granulicatella, Escherichia y Cutibacterium, son mas abundantes en

pacientes negativos (Ren et al., 2021).

2.3.1 Predominancia de bacterias nasofaringea en pacientes COVID-19 positivos
De igual manera se ha identificado que la microbiota nasofaringea cambia durante la
infeccidbn de SARS-CoV-2, pudiendo estar asociado a la gravedad de la enfermedad
(Giovannini et al., 2025).

2.3.1.1  Alteraciones bacterianas en la zona nasofaringea

Los siguientes géneros son los mas abundantes en los pacientes positivos:

Pacientes sintomaticos: Los géneros Staphylococcus, Anhidrobacter, Thermus y Aerococcus

fueron méas abundantes (Bose et al., 2023). Otro estudio detectaron las especies Afipia
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birgiae, Anaerobacillus alkalidiazotrophicus, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis

y Streptococcus pneumoniae en pacientes positivos (Tchoupou Saha et al., 2022).

Asociacion con hospitalizacion y gravedad: En un estudio se descubri6 que habia una mayor
abundancia de Staphylococcus y menor abundancia de Dolosigranulum en adultos
hospitalizados (Rocafort et al., 2022). Por otro lado, un andlisis en pacientes que no
necesitaron asistencia oxigeno, se identifico que los géneros Slenomonas, Filifactor,
Actinobacillus y Chroococcidiopsis fueron mas abundantes en dichos pacientes (Ventero
et al., 2022).

Asociacion con mortalidad: En los pacientes fallecidos se pudo identificar una mayor
abundancia de Bacillus massiliamazoniensis, Corynebacterium accolens, Corynebacterium

propinquum y Staphylococcus capitis (Tchoupou Saha et al., 2022).

Otros hallazgos: Se descubrié que Cutibacterium y Lentimonas tuvieron mayor abundancia
en pacientes sintomaticos (Kolhe et al., 2021), asi como mayor abundancia de la familia

Propionibacteriaceae en pacientes positivos (Mostafa et al., 2020).

2.3.1.2  Bacterias asociadas a proteccion
En cambio, la presencia de ciertas bacterias se ha relacionado con una mayor resistencia o

con una evolucién de la enfermedad mas favorable para el paciente.

Sintomatologia leve: Un estudio realizado en infantes que presentaron infecciones
asintomaticas o leves, revelaron que en su microbiota dominaba los géneros
Corynebacterium, Moraxella y Dolosigranulum, presentando a la baja los géneros
Streptococcus, Haemophilus y Staphylococcus (Rocafort et al., 2022). Un estudio in vitro
demostro que las especies Dolosigranulum pigru, y Lactiplantibacillus plantarum, mejoran
la respuesta inmune y aumenta la resistencia a la infeccion por SARS-CoV-2 (Andrade et al.,
2022).

Menor posibilidad de requerir asistencia de oxigeno: Los géneros detectados para estos casos

fueron Selenomonas, Filifactor, Actinobacillus y Chroococcidiopsis (Ventero et al., 2022).
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Predominancia en individuos sanos (negativos): La predominancia de las especies
bacterianas para este grupo fueron las siguientes, Finegoldia magna Gemella haemolyusans,
Gemella Sanguinis, Methylobacterium brachiatum y Peptoniphilus gorbachii (Tchoupou
Saha et al., 2022).

Disminucién en positivos: Las familias bacterianas que disminuyeron en pacientes COVID-
19 positivos fueron Rickettsiaceae y Prevotellaceae (Bose et al., 2023; Kolhe et al., 2021).
También se observo una menor abundancia de Corynebacterium accolens (Mostafa et al.,
2020) y de pacientes sintomaticos en comparacién con los asintomaticos fueron

Luminiphilus, Flectobacillus, Comamonas y Jannaschia (Kolhe et al., 2021).

Se ha vinculado la evidencia cientifica que la infeccion por SARS-CoV-2 altera la eubiosis
en la microbiota oronasofaringea. Esta disbiosis nos da la oportunidad de entender la
composicion bacteriana de esta zona de nuestro cuerpo, sin embargo, se ha podido detectar
comportamientos paradojicos durante la infeccion del virus, sobre todo de las familias
Streptococcaceae y Prevotellaceae , siendo esencial el analizar su abundancia y roles para

comprender el impacto de la COVID-19.

2.3.2 Streptococcaceae y la zona oronasofaringea
Streptococcus spp. Es de los principales géneros que se encuentran en la saliva y en la zona
oronasofaringea (Tabla 4), este constituye un porcentaje elevado en dicha region, a su vez,
streptococcus ayudan a modular el pH, la disponibilidad de nutrientes, posibilita la adhesion
y sucesion de otras especies, incluso estreptococos comensales (S. salivarius) producen

bacteriocinas que limitan patdgenos y contribuyen a la homeostasis (Rocha et al., 2017).

Region Especies mas abundantes
Periodontio S. oralis.
Mejillas (mucosa) S. oralis, S. mitis, S. infantis.
Paladar duro S. oralis, S. salivarius, S. infantis.
Saliva S. salivarius, S. oralis

Tabla 2. Especies mas abundantes del género Streptococcus en la cavidad oranasofaringea.
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Durante la pandemia ocasionada por COVID-19, hubo medidas muy rigurosas para evitar la
propagacion del virus, a su vez, redujeron drasticamente las infecciones originadas por
Streptococcus pyogenes. Sin embargo, una vez que se disminuyeron las medidas obligatorios,
se pudo observar un repunte a nivel global de esta especie bacteriana en nifios. El sistema
inmune y coinfecciones post-COVID pueden explicar este rebrote de S. pyogenes. El manejo
y administracion rapida de penicilina y clindamicina son esenciales para controlar

infecciones graves por este agente (Karapati et al., 2024).

A su vez, durante la COVID-19, se describié que vesiculas extracelulares procedentes de
células infectadas por Streptococcus pneumoniae podian modular la respuesta inmune.
Cuando un neutréfilo es expuesto a la toxina de S. pneumoniae (neumolisina) liberan
vesiculas extracelulares que activan plaquetas, estas aumentan la respuesta inflamatoria del
cuerpo. Ademas estas vesiculas en células epiteliales pulmonares suprimen la produccién de
especies reactivas de oxigeno en los neutrofilos, lo que compromete ain mas la defensa del

huésped contra una coinfeccion bacteriana-viral (Hambo y Harb, 2023).

2.3.1 Prevotellaceae y la zona oronasofaringea
Desde el comienzo de la pandemia, multiples estudios 16S/shotgun han descrito alteraciones
del microbiota en las vias superior asociadas a Covid-19. Las revisiones sefialan patrones
heterogéneos entre cohortes, pero convergen en cambios en la abundancia de comensales
(incluso Prevotella) podrian modificar el curso clinico mediante vias inflamatorias y de
coinfeccion bacteriana (Merenstein et al., 2022). Se ha destacado confusores metodologicos
y clinicos como antibidticos, soporte respiratorio, tiempo de muestro) que pueden sesgar

asociaciones entre COVID-19 y la micobiota (Lloréns-Rico et al., 2021).

Un estudio prospectivo (n=50) en orofaringe, demostré que baja abundancia en Prevotella
salivae al ingreso hospitalario se asocio fuertemente con la necesidad de soporte respiratorio
agudo, ademas, una menor representacion de rutas LPS se vinculé a una peor evolucion
(Bradley et al., 2022)
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En nasofaringe, estudios chortes han reportado resultados mixtos : algunas muestran una baja
diversidad y cambios en la estructura comunitaria en positivos a SARS-CoV-2 y encontraron

variaciones de Prevotella segun la severidad y la ola epidémica (Bradley et al., 2022).

Otros estudios y andlisis recientes informan que Prevotella y Veillonella son géneros
frecuentes tanto en casos como en controles, y en ciertas series mayor Prevotella se asocié a
mayor gravedad de la enfermedad (Atencio et al., 2024; Schaltz-Buchholzer et al., 2022),
enfatizando la asociacion proteccion de riesgo lo que podria depender de la especie/ cepa, el
estado periodontal o en que contexto terapéutico se encuentra el sujeto (Schaltz-Buchholzer
et al., 2022).

Por lo que la familia Prevotellaceae sera una pieza clave para el ecosistema oro-nasofaringeo
y su variacion en COVID-19, apunta a un contexto dependiente. La evidencia se dirige a dos
marcos importantes no excluyentes, primero la perdida de Prevotella comensales asociada a
un peor desenlace (p. ej., P. salivae baja en orofaringe) y en segunda la sobre presencia de
ciertas especies de Prevotella en nasofaringe se vincula a la inflamacion local o
coinfecciones, especialmente cuando coexisten periodontitis, uso de antibioticos o

hospitalizacion (Merenstein et al., 2022).

La literatura muestra una dualidad no resuelta: mientras algunos estudios asocian la presencia
de Streptococcaceae y Prevotellaceae con mayor gravedad de COVID-19, otros relacionan
su ausencia con mejor evolucion clinica. Persiste la incognita sobre si son un factor agravante

activo o solo un marcador indirecto de disbiosis secundaria
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3. OBJETIVOS

3.1 General:
Cuantificar las familias Streptococcaceae y Prevotellaceae de las muestras oronasofaringeas,

asociadas a pacientes positivos y negativos a SARS-CoV-2, y determinar su posible

asociacion a proteccion o riesgo frente a infecciones a SARS-CoV-2.

3.2 Particulares:

1. Cuantificar e identificar la proporcion del gen 16S rRNA de poblaciones totales y de

las familias Streptococcaceae y Prevotellaceae, en las muestras oronasofaringeas de
pacientes positivos y negativos a SARS-CoV-2.

Evaluar la asociacion entre la abundancia de poblaciones totales, Streptococcaceae,
Prevotellaceae y la carga viral, en pacientes positivos a la deteccion de SARS-CoV-
2.

Determinar la posible asociacion a proteccion o riesgo frente a la infeccion entre

poblaciones totales, en pacientes positivos y negativos a SARS-CoV-2.

3.3 Objetivos Profesionalizantes:

Adquirir habilidades y conocimientos en la aplicacion de técnicas moleculares para
el diagnodstico de enfermedades a través de la implementacion de las técnicas
moleculares como gPCR.

Ampliar y profundizar en el conocimiento de la fisiopatologia de la COVID-19, con
el fin de comprender mejor los mecanismos subyacentes y sus implicaciones en el
tratamiento y diagnostico, como la posible explicacion de la funcion de
inmunomodulacién bacteriana de la microbiota contra la enfermedad COVID-19.
Obtener competencias en areas complementarias como el uso de software

bioinformaticos para el andlisis filogenético de las bacterias.
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4. METODOLOGIA

4.1 Disefio experimental

El disefio de este proyecto de investigacion es de tipo descriptivo-comparativo y se presenta
como una continuacion del trabajo de tesis titulado “Asociacion entre comorbilidades y
umbral de ciclo de RT-qPCR de individuos positivos a SARS-CoV-2". En este estudio
anterior, se realizo la recoleccion de muestras de hisopado oro-nasofaringeo de pacientes
positivos y negativos a la prueba de RT-gPCR para la deteccién de SARS-CoV-2 en la
Unidad de Servicios Clinicos y Diagndstico Molecular (USC-DM) de la Universidad
Autonoma de Querétaro, durante el periodo comprendido entre el 8 de mayo de 2020 y el 8
de febrero de 2021, con un total de 4050 muestras obtenidas. Para esto se consideraron los

siguientes criterios:

e Formularios epidemioldgicos de pacientes que se realizaron la prueba de RTgPCR en
la USC-DM entre el 8 de mayo del 2020 y el 8 de febrero del 2021.

e Muestras oro-nasofaringeas de pacientes que se realizaron la prueba de RTgPCR en
la USC-DM entre el 8 de mayo del 2020 y el 8 de febrero del 2021.

Criterios de eliminacion:

e Menores de edad.
e Formularios incompletos.
e Formularios sin consentimiento informado.

e Formularios de pacientes con registro de tratamiento antibidtico y/o antiviral.

4.1.1 Procedimiento de recoleccion de muestras
Los hisopados se obtuvieron de las pruebas que se realizaron en la USC-DM, para la
deteccién de SARS-CoV-2, por el personal técnico de laboratorio de la USC. Los hisopos
son colocados en un mismo medio de transporte viral que vienen incluidos en el kit viral
Quick- ARN™ de ZYMO RESEARCH, no. de catadlogo R1034 & R1035. Previo a la toma
de muestra, el paciente complet6 el formulario epidemioldgico en linea establecido por la

Secretaria de Salud para la pandemia de COVID-19. Al mismo tiempo, se present6 al
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paciente un consentimiento informado, en donde el paciente decide si los datos y la muestra

obtenida pueden ser utilizados con fines de investigacion.

4.1.2 Aspectos bioéticos
El estudio se llevo a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki, una
declaracion de principios éticos para proporcionar orientacion a los médicos y otros
participantes en la investigacion médica con seres humanos. Durante todo el estudio, se
mantuvo la integridad y confidencialidad de los datos de identificacion de la muestra, a través
de la recopilacion de los datos necesarios sin utilizar la informacién de identificacion

personal, retirando esta de la base de datos que se trabajo.

4.1.3 Manejo de los datos obtenidos del formulario epidemioldgico
Con base en las respuestas del formulario epidemioldgico aplicado a los pacientes, crearon
una base de datos en el programa Excel con los datos obtenidos y el resultado correspondiente
a la prueba de deteccion de SARS-CoV-2 (resultado positivo con el valor de CT o negativo)
para facilitar el acceso a la informacion. Se empled un filtrado de la base de datos aplicando

los criterios de inclusion y eliminacidn.

4.1.4 Extraccion de ARN:
Se utilizé el Quick-ARN™ viral kit de ZYMO RESEARCH nimero de catalogo R1034 &
R1035, para la deteccidn de la presencia del virus SARS-CoV-2.

4.1.41  Cebadoresy sondas para la PCR cuantitativa con transcripcion inversa
de un solo paso (RT-gqPCR):

La identificacion del SARS-CoV-2 en las muestras oro-nasofaringeas mediante reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (RT-qPCR) utilizando el
sistema LightCycler® de Roche. Para la amplificacion se emplearon cebadores y sondas
especificas dirigidas a las regiones N1 y N2 del gen N del virus, asi como al gen de la ARNasa
P como control enddgeno. Las secuencias utilizadas fueron: para la region 2019-nCoV_N1,
cebador sentido 5'—3' GAC CCC AAA ATC AGC GAA AT, cebador anti sentido 3'—-5'
TCT GGT TAC TGC CAG TTG AAT CTG y sonda FAM-ACC CCG CAT /ZEN/ TAC
GTT TGG TGG ACC-3IABKFQ); para la region 2019-nCoV_N2, cebador sentido 5'—3'
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TTA CAA ACA TTG GCC GCA AA, cebador anti sentido 5'—3' GCG CGA CAT TCC
GAA GAA y sonda FAM-ACA ATT TGC /ZEN/ CCC CAG CGC TTC AG-3IABKFQ; y
para la ARNasa P, cebador sentido 5'—3' AGA TTT GGA CCT GCG AGC G, cebador anti
sentido 5'—3' GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT y sonda FAM-TTC TGA CCT /ZEN/
GAA GGC TCT GCG CG-3IABKFQ. La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de 20
uL, con las siguientes condiciones: transcripcion inversa a 45 °C durante 900 s,
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 120 s y finalmente 45 ciclos de amplificacion
consistentes en desnaturalizacion a 95 °C durante 3 s y alineamiento-extension a 55 °C
durante 30 s.

4.1.4.2  Conservacion de muestras
Las muestras de hisopado oro-nasofaringeo en el medio de conservacion de &cidos nucleicos

fueron almacenados a -20°C hasta su proceso de extraccion de ADN.

4.1.5 Caracteristicas para la seleccion de muestra

4.15.1  Criterios de inclusion

e Sujetos > 18 afios. < 40 afios.

e No embarazo.

e IMC normal y anormal.

e Pacientes sintomaticos y asintomaticos.

e Sin comorbilidades y con obesidad y sobrepeso.

e Siny con vacuna contra la influenza.

e Sin tratamiento antibiotico.

4.15.2 Criterios de eliminacion
e Fumadores.
e Embarazadas.
e Tratamiento médico.
e Pacientes con enfermedades orales.

e Muestras no viables para su analisis.
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4,153  Tamafo de la muestra
Una vez aplicado los criterios de inclusion y eliminacion a las 4050 muestras para determinar
si eran viables para la investigacion, se obtuvo un tamafio de muestra de 69 muestras, sin
embargo, se excluyeron las muestras que no cumplian la minima concentracién de DNA para
proseguir con su analisis, dando un total de 62 muestras viables, las cuales se mantuvieron

almacenadas en el congelador durante cuatro afios a -80 °C.

4.1.5.4  Grupos de estudio

Esta investigacion se divide en dos grupos de estudio:

e Grupo control (SARS-CoV-2 negativos): 28 individuos.
e Grupo positivo a SARS-CoV-2: 35 individuos
4155  Objetivo particular 1

Para realizar el objetivo 1: Identificar y caracterizar la composicion bacteriana en las
muestras oro-nasofaringeas de pacientes positivos y negativos a SARS-CoV-2 mediante la
amplificacion y cuantificacion del gen 16S rRNA de poblaciones totales, Streptococcaceae

y Prevotellaceae .

41551 Extraccion de ADN:
Se utilizé el Kit Quick DNA Miniprep (Catalogo D3024):

1. Centrifugar suspension bacteriana 13 000 RPM durante 3 min.
2. Remover el sobrenadante.
3. Agregar 500 pL de Genomic Lysis Buffer

4. Disolver completamente el pellet e incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
PASO CRITICO

5. Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin 11C Cluumn en un tubo de coleccién.
Centrifugar a 11 000 RPM por 1 minuto.

6. Desechar el sobrenadante del tubo de coleccién y agregar a la columna 200 uL de DNA

Pre-Wash Buffer a la columna. Centrifugar 11 000 rpm por 1 minuto.
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7. Agregar 500 pL del g-DNA Wash Buffer a la columna. Centrifugar 11 000 RPM durante

1 minuto.

8. Se transferir la columna a un microtubo de 1.5 ml. Agregar 50 pL de DNA Elution Buffer
directamente a la columna (PASO CRITICO).

9. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
10. Centrifugar 13 000 RPM por 30 segundos para eluir el DNA.

11. Se almacend el ADN extraido y se mantuvo en congelacién a -20°C.
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4.155.2 Evaluacion de la calidad e integridad de ADNc
Se midi6 la pureza por espectrofotometria en el Multiskan GO a 260, 280 y 230nm, se
calcularon los ratios 260/280 y 260/230 (Programa de control de calidad de acidos nucléicos.
Banco Nacional de ADN y Carlos I11 (Universidad de Salamanca), 2024) (Tabla 4).

Tabla 3. Valores de referencia para la pureza del ADN.

Ratio Valor Pureza ADN

260/280 | ~1.8 Optima

> 1.7 Aceptable

<17 Contaminado con compuestos aromaticos como fenoles y proteinas.

260/230 | 1.8 - 2.2 | Pureza optima

<1.8 Contaminado con sales, carbohidratos

<15 Altamente contaminado con sales, carbohidratos

4.155.3 Amplificacion del gen 16S ARNr
La amplificacion del gen 16S ribosomal se realiz6 mediante una reaccion de PCR de punto
final en el equipo termociclador BIORAD T100™ Thermal Cycler. Para su amplificacion se
utilizaron los cebadores especificos dirigidos a la region conservada del gen 16S: cebador en
sentido (5'—3") AGAGTTTGATCCTGGCTCAG, con una longitud de 20 pares de bases, y
cebador en antisentido (5'—>3"
GCCTTGCCAGCCCGCTCAGCCTTCYGCAGGTTCACCTAC, con una longitud de 39
pares de bases. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
94 °C durante 180 s, seguida de 35 ciclos consistentes en desnaturalizacion a 94 °C durante
45 s, alineamiento a 55.3 °C durante 30 s y elongacién a 72 °C durante 30 s; finalmente, se
realizé una etapa de elongacién final a 72 °C durante 300 s para completar la extension de

los productos amplificados.
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41551 Amplificacion de los primer para bacterias.
La amplificacion de las familias bacterianas se realizd6 mediante PCR de punto final
utilizando el termociclador BIORAD T100™ Thermal Cycler. Las condiciones fueron:
desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 180 s, seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C durante 45 s, alineamiento a 55.3 °C durante 30 s y elongacién a 72 °C durante 30 s,
con una elongacion final a 72 °C durante 300 s; la integridad del ADN se verifico mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %. La deteccion de Prevotellaceae (P. dentalis, P.
ihumii, P. herbatica, P. disiens, Segatella oulorumy Segatella salivae) se realiz6 empleando
el cebador en sentido 5'—3' TTCGTCGTGTAGCGGTGAAA y el cebador en antisentido
5'—=3"' ATCCTGTTCGATACCCGCAC, obteniéndose un amplicon de 112 pb; mientras que
Streptococcaceae (S. gingivalis, S. wuxiensis, S. fermentans y S. oralis) se amplifico con el
cebador en sentido 5'—3' GGGGCTACACACGTGTTACA vy el cebador en antisentido
5'—53' CATGGCTGATGCGCGATTAC, generando un amplicon de 148 pb. Las condiciones
de la PCR punto final para el cebador de Prevotellaceae se amplific6 con una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 120 s seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C durante 30 s, alineamiento a 60 °C durante 30 s y elongacion a 72 °C durante 30 s, con
una elongacién final a 72 °C durante 180 s; mientras que Streptococcaceae se amplifico con
desnaturalizacion inicial a 50 °C durante 120 s, seguida de 34 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C durante 120 s, alineamiento a 58 °C durante 30 s, elongacion a 60 °C durante 30 sy

una elongacién final a 72 °C durante 30 s.

4.1.5.6  Objetivo particular 2: Evaluar la asociacion entre la abundancia de
poblaciones totales, Streptococcaceae, Prevotellaceae y la carga viral, en

pacientes negativos y positivos a la deteccién de SARS-CoV-2.
La evaluacion de la abundancia bacteriana y su analisis estadistico se realizaron con el
software GraphPad Prism 8, con el cual se logré determinar la distribucion de los datos, llevar

a cabo las comparaciones necesarias entre los grupos de interés y calcular sus correlaciones.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracteristicas generales de la poblacidn de estudio
Las variables de la poblacion de estudio se determinaron de la siguiente manera,

demograficas, antropométricas y clinicas.

Primero se determiné que tipo de distribucion presentan nuestros datos mediante la prueba
de Shapiro-Wilk. Las variables que presentaron una distribucion normal se le aplicé la prueba
de t de Student no pareada, al contrario, las variables que no presentan una distribucion

normal se le aplicaron la prueba U de Mann-Whitney.

Esta poblacion estd conformada por 62 sujetos, de los cuales 27 son negativos y 35 positivos
a SARS-CoV-2.

Las variables demograficas mostraron que el sexo presenté una diferencia estadisticamente
significativa p = 0.0013 entre los grupos de interés, destacando que en el grupo positivo su
observa una mayor proporcion de hombres. Por otra parte, el indice de masa corporal fue

significativamente mayor en el grupo positivo en comparacion del negativo (p<0.0001).

La cantidad de comorbilidades revelo tener una diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos de estudio de p = 0.0057, todo a partir de la prueba U de Mann-Whitney.

En cuanto al tipo de comorbilidades, se utilizéd la prueba chi-cuadrada demostrando
asociaciones estadisticamente significativas entre el grupo positivo a SARS-CoV-2 y la
presencia de diabetes mellitus (p = 0.0003) y obesidad (p = 0.0159). A su vez, la categoria
sin comorbilidades mostré una dieferencia significativa entre los dos grupos de interés (p =
0.0089) destacando una mayor proporcion en los sujetos sin comorbilidades en el grupo

negativo.

En el caso al tratamiento médico, el analisis probd que existe una asociacion estadisticamente
significativa con la vacunacion contra la influenza (p = 0.0038). Ninguno de los pacientes

recibié tratamiento antibiotico al momento del muestreo (Tabla 4).
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Tabla 4. Descripcion general de las variables de interés. EI grupo total se utiliz Unicamente

con fines descriptivos.

|Caracte risticas Todos Negativo Positivo Valor de P |
n=62 n=27 n=35

Demograéfica

Masculino 19 (30.64%) 2 (7.40%) 17 (48.57%) 0.0013%
Femenino 43 (69.35%) 25 (95.59%) 18 (51.42%)

Edad

Media + DE | 20374524 | 2859+530 | 30.38+4.94 | 03087 |
IMC

Mediana (rango) y Media + DE [24.65 (18.94-42.28)[22.58 (18.94-33.22)|  28.55+5.43 | <0.0001**** |
CT

Mediana (rango) | 0 | 25.75(9.73-38.91) |

Cantidad de comorhbilidades

0 46 (74.19%) 25 (92.59%) 21 (60%)

1 11 (17.74%) 1(3.70%) 10 (28.57%) 0.0057**

2 5 (8.06%) 1(3.70%) 4 (11.42%)

Tipo de Comorbilidades

Asma 1(1.61%) 0 1(2.85%) 0.8956
Depresion 1(1.61%) 0 1(2.85%) 0.8956
Diabetes 15 0 15 (42.85%) 0.0003***
Enfermedad crdnica respiratoria 1(1.61%) 0 1(2.85%) 0.8956
Hipertension 1(1.61%) 0 1(2.85%) >0.9999
Ninguna 46 (74.19%) 25 (92.59%) 21 (60%) 0.0089**
Obesidad 15 (24.19%) 2 (7.40%) 13 (37.14%) 0.0159*
Tabaguismo 1(1.61%) 1 (3.70%) 0 0.8956
Tratamiento médico

Vacuna contra la influenza 21 (33.87%) 15 (55.55%) 6 (17.14%) 0.0038**
Tratamiento antiviral en los ultimos 14 dias 4 (6.45%) 0 4 (11.42%) 0.1954
Tratamiento antibidtico 0 0 0 >0.9999
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5.2 Abundancia Absoluta Bacteriana

El analisis de la abundancia absoluta de la carga bacteriana total (gen 16S) y de las familias
Prevotellaceae y Streptococcaceae revel6 una distribucion no normal en todos los grupos de
estudio. Para los grupos negativos (n=27) y positivos (n=35) se emple6 la prueba de Shapiro-
Wilk, confirmandose en todos los casos la no normalidad (p < 0.05).

Dado este resultado, se aplicé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar las
abundancias absolutas entre los grupos. El analisis no mostro diferencias estadisticamente
significativas en ninguno de los analisis: Abundancia Absoluta gen 16s (p = 0.4356),
Prevotellaceae (p = 0.4130) y Streptococcaceae (p = 0.3970). Los datos se presentan en la
Figura 7 observando una distribucién similar en los tres paneles. Este hallazgo sugiere que

la abundancia absoluta de interés no varia significativamente entre la poblacion de estudio.
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Figura 7. Perfil microbiolégico por Abundancia Absoluta.
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5.3 Abundancia Relativa Bacteriana

El analisis de la abundancia relativa de las familias Prevotellaceae y Streptococcaceae
mostrd una distribucién no normal en todos los grupos, confirmada mediante pruebas de
normalidad (Shapiro-Wilk para los subgrupos, p < 0.05). Dado que nuestras son no

paramétricas, se aplicé la prueba de Mann-Whitney.

El analisis mostro diferencias estadisticamente significativas la abundancia relativa de las
familias bacterianas de interés al comparar los grupos negativos y positivos a SARS-CoV-2.
En ambos grupos se observo una p < 0.0001. Este hallazgo sugiere que la proporcion relativa
entre Prevotellaceae y Streptococcaceae cuentan con una separacion marcada entre los

grupos analizados (Figura 8).
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Figura 8. Abundancia relativa de Prevotellaceae vs Streptococcaceae. Esta se calculd
mediante el nimero de copias del gen especifico de cada familia bacteriana y el nimero de
copias del gen de referencia (16S), de acuerdo con la férmula: abundancia relativa = (copias

del gen de interés * 1) / copias del gen 16S rRNA.
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5.4 Correlacion de la abundancia relativa bacteriana (Logl10) y carga viral (Ct) de SARS-
Cov-2

Con el objetivo de evaluar si la abundancia de las familias bacterianas Prevotellaceae y

Streptococcaceae se relacionan con las variables de interés de los participantes, se realizo

analisis de correlacion utilizando el valor de abundancia relativa transformados a log10 y los

pardmetros de carga viral de SARS-CoV-2, expresados como valores de Ct. Los resultados

mostraron que ninguna de las familias bacterianas evaluadas presentd una correlacion

estadisticamente significativa con los valores de Ct (p > 0.05) (Figura 9).
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Figura 9.Correlacion entre la abundancia bacteriana y concentracion viral
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5.5 Asociacion de la presencia de las familias bacterianas de interés y el estado de infeccion
por SARS-CoV-2

Se llevo a cabo un andlisis de contingencia para evaluar la asociacion de la presencia de las

familias Prevotellaceae y Streptococcaceae, con el estado de infeccion por SARS-CoV-2.

Dicha comparacion se ejecuté mediante la prueba de chi cuadrada con correccion de Yates,

debido a la naturaleza de nuestras variables.

La presencia de la familia Prevotellacae mostrd tener una asociacion estadisticamente
significativa asociada a los sujetos positivos a SARS-CoV-2 (y2 = 38.77, gl =1, p <0.0001).
Por otro lado, el grupo negativo a SARS-CoV-2 no tuvieron presencia de dicha familia (0/27),
mientras que el grupo positivo tuvo una presencia del 82.86% de los casos (29/35). Al mismo
tiempo se realizo un analisis de razon de momios, obteniendo resultados cercanos a cero, OR
= 0.00; I1C 95%: 0.00-0.034, esto se puede explicar, ya que hay una ausencia total de esta
familia en una de las categorias de la tabla, generando una separacion casi completa entre los
dos grupos. El intervalo de confianza fue estimado mediante Baptista-Pike, adecuado para

tablas con frecuencias bajas o igual a cero (Tabla 5).

Tabla 5. Tabla de contingencia de la familia Prevotellaceae.
La presencia bacteriana se defini6 como valores > 1 y la ausencia como valores < 1; no se

registraron valores negativos.

Presencia de Prevotellaceae | Ausencia de Prevotellaceae
Negativo 0 27
Positivo 29 6
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A su vez, la presencia de la familia Streptococcaceae mostré una asociacion estadisticamente
significativa con el estado de infeccion por SARS-CoV-2, obteniendo una y? con correccion
de Yates = 41.47, gl = 1; p < 0.0001. La presencia de Streptococcaceae se observo
exclusivamente en el grupo positivo 85.7% (30/35), mientras que estuvo ausente en todos los
pacientes del grupo negativo. Al mismo tiempo se realiz6 un analisis de razén de momios,
obteniendo resultados cercanos a cero, OR = 0.00; IC 95%: 0.00-0.029, esto se puede
explicar, ya que hay una ausencia total de esta familia en una de las categorias de la tabla,
generando una separacién casi completa entre los dos grupos. El intervalo de confianza fue
estimado mediante Baptista-Pike, adecuado para tablas con frecuencias bajas o igual a cero
(Tabla 6).

Tabla 6. Tabla de contingencia de la familia Streptococcaceae.
La presencia bacteriana se definid como valores > 1 y la ausencia como valores < 1; no se

registraron valores negativos.

Presencia de Streptococcaceae | Ausencia de Streptococcaceae
Negativo 0 27
Positivo 30 5
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6. DISCUSION
En el presente estudio, fueron analizados los datos de sujetos COVID-19 negativos y
COVID-19 positivos. A los dos grupos de estudio se les realizaron comparaciones entre

grupos, se realiz6 una correlacion de la abundancia bacteriana (log10).

La comparacion de sexo entre los dos grupos demostré tener una diferencia significativa en
la cual el sexo masculino tuvo una mayor proporcion en el grupo positivo (2, p = 0.0013).
Este resultado consistente con lo que se reporta en la literatura ya que el sexo masculino se
ha asociado con mayor riesgo de desarrollar la enfermedad COVID-19 con sintomatologia
severa y desenlaces clinicos, lo cual se podria relacionar con las diferencias bioldgicas que
existen entre los dos sexos como la expresion de los receptores ECA2, respuesta inmune,
comorbilidades, etc (Tramunt et al., 2021). Se ha podido documentar que los hombres tienen
respuestas inmunitarias innatas mas agresivas (proinflamatorias) y respuesta adaptativas
menos vigorosas que las mujeres durante la infeccion por el virus SARS-CoV-2, por ende, la
progresion de la enfermedad serd mucho méas grave en hombres, lo que concuerda con los
resultados en este estudio (Takahashi et al., 2020). Una investigacion que se realiz6 basado
en registros hospitalarios descubrio que los pacientes que presentaron mayor episodios de
complicaciones cardiovasculares y mortalidad fue el sexo masculino en comparacion del
sexo femenino, llegando a la conclusion que posiblemente el sexo este actuando como un

predictor independiente de la mortalidad intrahospitalaria (Kazelian et al., 2025).

Los resultados de la comparacion entre grupos mediante Mann-Whitney nos derivé a que la
variable del IMC tuviera un estadistico significativo (p < 0.0001). La obesidad y un IMC
elevado se ha identificado consistentemente como un riesgo para la enfermedad COVID-19
de hospitalizacion o gravedad de la enfermedad. Los pacientes con sobrepeso y obesidad al
parecer presentan una hiperreactividad del sistema inmunoldgico, esta reaccion podria ser
resultado de la inflamacion crénica de bajo grado y los niveles altos de leptina en los sujetos
con obesidad y un IMC elevado, esto predispone a que haya una desregularizacién

inmunoldgica(Onyango et al., 2023).

Ademas los adipocitos cuentan con receptores ECA2 aumentando el riesgo para contraer el

virus, a su vez el virus tendra mas células diana donde infectar lo que podria conducir a mayor
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carga viral lo que desencadenaria un estimulo antigénico mas fuerte e incluso latente,
estimulando esta hiperreactividad (Zakka et al., 2021). De hecho, presentar niveles altos de
leptina es muy comin en pacientes que presentan obesidad, esto nos estd hablando de
resistencia a ella lo que puede terminar en perjudicar la maduracion y funcionamiento de los
linfocitos By T comprometiendo al sistema inmunolégico, por ejemplo hay acumulacion de
macrofagos en tejido adiposo, hay produccion de citocinas proinflamatorias, activacion de la
inflasoma NLRP3 (amplifica la respuesta inmune) y de esta manera facilita la entrada de
agentes externos como el SARS-CoV-2 (Drucker, 2021; Michalakis y llias, 2020).

Recordemos que la COCVD-19 es una enfermedad sistémica y la obesidad es un factor que
apoya esto, hay limitaciones fisiologicas donde se reduce la fuerza muscular respiratoria,
asimismo la obesidad abdominal restringe al diafragma empeorando la oxigenacion, es
posible desarrollar deficiencia de vitamina D, siendo esta inmunomoduladora, aumentando

el riesgo de infecciones respiratorias (Z. Li et al., 2021).

Relacion a la presencia de comorbilidades, nuestros resultados obtenidos entre los pacientes
positivos y negativos fue con una diferencia significativa (p = 0.0057). Estos resultados
coinciden que las comorbilidades se reconocen como un predictor de la enfermedad COVID-
19 severa. Estudios a nivel mundial han explicado que condiciones como la diabetes e
hipertension con mayor riesgo (Li et al., 2023). Durante la pandemia a nivel mundial se
pudieron reportar que un alto porcentaje de pacientes hospitalizados por la enfermedad
COVID-19 presentan al menos una comorbilidad, siendo diabetes, obesidad e hipertension
la mas frecuentes, sino que también agrava el curso clinico de la infeccion, reflejando la
importancia de tener un plan de accion enfocado en el manejo y prevencion de estos grupos
de alto riesgo (COVID-19 Tablero México, 2023; World Health Organization, 2025; Zhou
et al., 2020).
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Los resultados de las comorbilidades especificas destacaron dos enfermedades
estadisticamente significativas las cuales fueron diabetes mellitus (p = 0.0003) y obesidad (p
= 0.0159) en el grupo COVID-19 positivo. Las personas con diabetes suelen presentar
disfunciones inmunoldgicas, inflamacion crénica y alteraciones metabolicas que se han
asociado a respuestas mas graves frente a infecciones respiratorias virales incluyendo el
SARS-CoV-2 (Klaudel et al., 2025). Un meta-analisis pudieron identificar que la presencia
de diabetes tipo 2 aumenta significativamente la probabilidad de requerir ventilacion
mecénica e incluso el fallecer tras la infeccion por el virus en comparacion con pacientes sin
diabetes (Fatoke et al., 2025). Se ha descubierto que el virus puede infectar e incluso inducir
lesiones a las células B pancreaticas, ya que estas expresan niveles altos de los receptores
ECAZ2, agravando los niveles de glucemia en pacientes durante la infeccion, lo que conlleva
también a la activacion de mecanismos proinflamatorios y la disfuncion endotelial (Al-
Kuraishy et al., 2021). Asimismo, existe evidencia que la diabetes mellitus tipo 2 promueve
un estado de hipercoagulabilidad y disfuncion endotelial que este se magnifica durante la
infeccidn por el virus SARS-CoV-2, asociandose a eventos de tromboembdlicos aumentando

las complicaciones vasculares y mortalidad (Valencia et al., 2024).

Por otra parte, la variable sin comorbilidades presentd un resultado estadisticamente
significativo en el grupo negativos para SARS-CoV-2 (p=0.0089), lo que refuerza a que la
ausencia de enfermedades crdnicas contribuye a la disminucion de riesgo de infectarse o
desarrollar sintomas graves de la enfermedad COVID-19 (Wang et al., 2020). Cabe destacar
que también la evidencia menciona gque la ausencia de comorbilidades se asocia con mejores
indicadores de supervivencia tras la infeccion del virus. Un estudio realizado en el Instituto
Salvadorefio del Seguro Social, revel6 que la supervivencia intrahospitalaria era mayor en
pacientes sin comorbilidades, reforzando que el estado de salud basal influye directamente
en la capacidad de afrontar la infeccion (Franco Escobar et al., 2021). Cabe destacar que
aungue haya ausencia de comorbilidades, no deja de existir la posibilidad de que la
enfermedad se presente en su forma severa, ya que tenemos otros factores de riesgo como
edad avanzada, disfuncidn respiratoria o si presentan biomarcadores asociados a respuestas

inflamatorias o dafio tisular (Liu et al., 2022).
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Posteriormente, el andlisis de vacunacion contra influenza demostro tener una asociacion
estadisticamente significativa (p = 0.0038), resultado que se puede comparar con el del
investigador Su y compafioa (2022), en donde realizaron un analisis sistemético y un meta
analisis sobre la asociacion entre una vacunacion previa de influenza y la severidad de la
enfermedad COVID-19, concluyendo que hay una menor probabilidad de infeccion por el
virus, probablemente sea gracias a los efectos de una “inmunidad entrenada” (Su et al., 2022).
Un estudio poblacional realizado en Italia, corrobora que la presencia de mayores tasas de
vacunaciéon contra la influenza en adultos mayores, se asocié con una menor tasa de
hospitalizacion y mortalidad por la enfermedad (Amato et al., 2020). Asimismo un estudio
de cohorte basado en grandes bases de datos electronicos de salud en Estados Unidos,
respecto a los pacientes COVID-19 positivos, pero vacunados contra influenza, demostré una
menor tasa de sepsis, accidentes cerebrovasculares y trombosis, reforzando la hipotesis de la
“inmunidad entrenada” pudiendo inducir a respuestas optimas frente a diversos patdogenos

distintitos al virus objetivo (Taghioff et al., 2021).

Los resultados obtenidos en esta investigacion se alinean con la evidencia cientifica
publicada reconociendo la relevancia que tiene el sexo, IMC, la presencia y nimero de
comorbilidades, del mismo modo la vacunacion como un factor modulador de la severidad
de la infeccidn por el SARS-CoV-2 es relevante. Reforzando que la necesidad de evaluar
estos factores como un riesgo clinico en presencia del virus y asi manejar una estrategia

Optima para el paciente.
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La comparacion entre individuos SARS-CoV-2 negativos y positivos evidencié que la
abundancia absoluta de la carga bacteriana total (gen 16S rRNA) y de las familias
Prevotellaceae y Streptococcaceae no presentd diferencias estadisticamente significativas.
Estos resultados son consistentes con otros estudios donde mencionan que una carga bacterial
total no es necesariamente alterado en pacientes COVID-19, sino que estos cambios se

observan a nivel composicional y no cuantitativo

Este hallazgo es consistente con estudios que han sefialado que la carga bacteriana total no
necesariamente se altera de manera global en COVID-19, sino que los cambios tienden a
observarse a nivel composicional en la diversidad, taxones especificos y no por su
composicion absoluta (Armstrong et al., 2023; Atencio et al., 2024). Este patron puede
sugerir que tal vez una disbiosis en pacientes con COVID-19 no sucede necesariamente
mediante una contraccion o expansion de manera uniforme de las familias enteras, sino por
medio de un recambio de especies o0 variantes dentro de un mismo genero, porque bien si
Prevotella y Streptococcus son géneros consistentes en muestras de casos positivos y
negativos, hay variantes significativamente enriquecidas en pacientes hospitalizados,
demostrando que es mas una heterogeneidad y no un cambio total en la conformacion de las
familias (Atencio et al., 2024; Chen et al., 2022; Galeana-Cadena et al., 2024).

Por lo contrario, los resultados de la abundancia relativa de las dos familias de interés
Streptococcaceae y Prevotellaceae, demostraron tener diferencias altamente significativas
(p < 0.0001) entre los pacientes negativos y positivos, siendo el grupo positivo con mayor
presencia de las dos familias. Estos resultados sugieren que hay una redistribucion de estas
familias dentro de la microbiota bacteriana respiratoria, donde diversos estudios han
reportado que la infeccion por SARS-CoV-2 se asocia a un enriquecimiento de estas familias

bacterianas.

Diversos estudios de secuenciacion de nueva generacion del gen 16S RNAr han reportan que
la infeccion por el virus SARS-CoV-2 se asocia a un enriquecimiento de diversos géneros
pertenecientes a las familias de esta investigacion en muestras de hisopado faringeo,
identificando que Streptococcus, Prevotella y Campylobacter fueron los 3 generos mas

abundantes en pacientes COVID-19 postivos en comparacién con los negativos, de 51
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especies estas bacterias estaban aumentadas mas de ocho veces, demostrando
especificamente que los géneros S. Suis y S. agglactiae pueden estimular la expresion de los

receptores ECA2 facilitando la entrada para la replicacion del virus (Xiong et al., 2021).

A su vez Atencio y compafiia (2024), analizaron la composicion bacteriana de muestras
oronasofaringeas en 50 casos sospechosos en Panamd, destacando los géneros
Corynebacteirum, Staphylococcus, Prevotella, Streptococcus y Tepidiphilus fueron los méas
abundantes tanto en las muestras positivas y en negativas, sin embargo, revelaron que los
géneros Veillonella y Prevotella presentaban un aumento significante en los pacientes

positivos y hospitalizados en comparacién con los negativos .

En un estudio metatranscriptomico se identifico a Streptococcus spp., incluyendo a S.
pneumoniae y S. thermophilus, entre las 15 especies mas abundantes de hisopado
nasofaringeo de pacientes COVID-19, donde estas especies no se encontraban en los taxones
dominantes de los sujetos sanos, esta elevada presencia podria generar un ambiente favorable
para el virus y su proceso de infeccion, ratificandose como un componente central para la
disbiosis bacteriana (Aljabr et al., 2024).

En paralelo, Prevotella conforma uno de los géneros mas consistentes en la zona
oronasofaringea en sujetos positivos a SARS-CoV-2, Ventero y compafia (2022)
demostraron mediante una secuenciacién masiva de muestras de hisopado nasofaringeo, que
las unidades taxondmicas operativas clasificadas como Prevotella fueron mas abundantes en
pacientes con sintomatologia grave en comparacion con los pacientes con COVID-19 leve o
moderado, confirmando que esta familia bacteriana no es solamente un taxon enriquecido,

sino podria ser un predictor para la progesion de la enfermedad.

Estos resultados en conjunto con las evidencias demuestran que las familias Prevotellaceae
y Streptococcaceae, no solo mantienen una abundancia relativa alta en las muestras
oronasofaringeas, sino que ciertas especies estan asociadas con la severidad clinica de la

enfermedad.
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En relacion con la correlacion entre la abundancia relativa bacteriana (log10) y la carga viral
(Ct) de SARS-CoV-2, se presenta una ausencia de significancia estadistica, lo que coincide
con que la carga viral no siempre tiene que tener una correlacion con la composicién
bacteriana, donde las investigaciones han demostrado que la presencia viral y la composicion
de la microbiota bacteriana pueden tener cambios de manera parcialmente independiente,
siendo influenciados por factores inmunoldgicos y por variantes que presenta cada paciente
(Miller et al., 2021).

Por ejemplo Talaga-Cwiertnia y compafiia (2023), demostraron mediante estratificacion por
los umbrales (Ct) en pacientes con una carga maxima de Ct<31, baja carga viral 31 <38y
no carga viral con un Ct de >38, descubriendo que los pacientes con una maxima carga
presentaban significativamente menor especies de Prevotella en comparacion con lo de baja
replicacion y no replicacion, donde ellos remarcan que no se deberia utilizar una correlacion

lineal simple, sino que es un patron complejo entre el virus y la bacteria.

Por otro lado en una investigacion de revision hecha por Quifiones-Laveriano et al., (2021),
obtuvieron hallazgos respecto a la prevalencia de coinfecciones en pacientes COVID-19
positivos debido a la especie bacteriana Streptococcus pneumoniae, asociando esta bacteria
con un mayor riesgo de ingresar a la unidad de cuidados intensivos e incluso incrementar la
mortalidad, esta coinfeccidn bacteriana puede exacerbar la respuesta inflamatoria y de esta

manera complicar la estancia del paciente.

Por el contrario, Bourumeau et al., (2023) aun que detectaron un alto porcentaje de
Streptococcus en ambos grupos (con y sin COVID-19) no se encontraron diferencias
significativas en su abundancia y tampoco se observaron variaciones por el uso de asistencia

respiratoria o por antibiéticos.

La correlacion entre la abundancia relativa de las familias Prevotellaceae/Streptococcaceae
y la carga viral de SARS-CoV-2, la asociacion es mas compleja por lo que no se puede

desestimar un vinculo biolégico.
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Los resultados de la asociacion mediante ¥2 nos muestra que tanto Prevotellaceae (y*> = 38.77;
p <0.0001) como Streptococcaceae (y*> = 41.47; p < 0.0001) estan asociadas a un estado de
infeccion por SARS-CoV-2. Estos resultados nos indican que los pacientes con COVID-19
presentan una mayor posibilidad de portar estas familias bacterianas en el tracto respiratorio

superior en comparacién con individuos no infectados.

El aumento de Streptococcus en la microbiota nasofaringea de pacientes positivos a COVID-
19 podria sugerirnos un papel que no solo es una simple disbiosis. La evidencia in vitro ha
concluido que las cepas especificas como S. suis y S. agalactiae tienen la capacidad de
estimular la sobreexpresion del receptor ECA2 en las células del huésped, esto es gracias a
la interaccidn entre virus y bacterias, debido a que al incrementar la disponibilidad de
receptores estas bacterias actian como facilitadoras bioldgicas que van a promover la entrada
y la replicacion del SARS-CoV-2. Por lo que la presencia de Streptococcus no solo se
considera una consecuencia por la infeccion, si no un factor sinérgico la cual incrementa la
permeabilidad del tejido epitelial al virus y potencia el riesgo de coinfeccion bacterina

secundaria (Xiong et al., 2021).

Un estudio realizado por Gupta y compafiia (2022), realizaron una secuenciacion de
amplicones en sujetos con COVID-19, revelando que hubo un aumento relevante y
significativo del género Streptococcus el cual es uno de los principales patdgenos
oportunistas que colonizan la cavidad oral tras la infeccion, la proliferacion de estas bacterias
ademas de alterar la composicion bacteriana, contribuye al deterioro de las vias metabdlicas
del huésped, a su vez, la prevalencia de esta bacteria en pacientes con carga viral elevada
sugiere que existe una relacion beneficiosa para el desarrollo de este género, comprometiendo

la respuesta inmunoldgica.

Una investigacion en pacientes hospitalizados se pudo identificar un aumento en la
abundancia de diversas especies del género Streptococcus, asociando este aumento a la carga
viral, donde los niveles elevados del virus favorecen un incremento especifico de
Streptococcus. Ocasionando cambios en la respuesta al entorno inflamatorio nos indican que
podrian influir en los resultados clinicos al facilitar interacciones biolégicas que potencian la

morbilidad respiratoria (Miller et al., 2021).
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Andrade y compaiiia (2022), describen que el género Streptococcus_son de las principales
bacterias asociadas a la sintomatologia grave de la enfermedad COVID-19, ya que hay un
aumento de estas bacterias en las vias respiratorias superiores, donde hay una disminucién
en la diversidad bacteriana, desplazando bacterias asociadas a protecciébn como
Corynebacterium resaltando que no nada méas es un cambio en la composicion de la
microbiota bacteriana, sino una alteracién en la respuesta inmunitaria , ya que también
ocurren cambios en los mecanismos locales para evitar una inflamacidn exacerbada en el
tejido, sin embargo, habiendo estos cambios la respuesta inflamatoria puede aumentar
(Andrade et al., 2022).

Un estudio realizado en modelos in vitro pudieron demostrar que cepas especificas de
Streptococcus pueden estimular la sobrexpresion de la ECA2 en las células del huésped, este
mecanismo consiste en un trabajo en conjunto ya que una carga viral promueve el desarrollo
de Streptococcus, el cual, al mismo tiempo, incrementa el namero de receptores ECA2,

optimizando la entrada y replicacion del virus (Shen et al., 2022).

En el caso de la familia Prevotellaceae, se ha identificado que es consistente su presencia e
incluso son de los taxones mas abundantes en la microbiota de sujetos infectados por SARS-
CoV-2, otorgandole un rol como un patégeno oportunista en el desarrollo de la enfermedad,
ya que su presencia se asocia con estados de inflamacion sistémica exacerbada, a pesar de
que, la correlacion entre la abundancia y la carga viral puede variar por estudios, su
importancia yace en la capacidad de modular la respuesta inmune, pudiendo estar vinculado
tanto en la gravedad de la enfermedad como el desarrollo de secuelas multisistémicas (Xiong
et al., 2021).

La relevancia que toma esta familia bacteriana Prevotellaceae en la enfermedad de COVID-
19 emerge ya que se podria proponer como un biomarcador asociado a disbiosis vinculado a
factores de riesgo como el envejecimiento y comorbilidades, donde la infeccion por SARS-
CoV-2 reduce la presencia de bacterias inmunomoduladores y permiten que bacterias como
Prevotella se expandan e incrementen la susceptibilidad a la sintomatologia mas grave de la
enfermedad (Gupta et al., 2022).
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Una investigacion de bioinformética enfocada en la interaccidn proteina-proteina realizada
por Khan y Khan, (2020) pudieron predecir que las proteinas sobre expresadas de Prevotella
(EF-Tu, GroEL, OmpA, etc.) pueden interactuar con la via NF- kB y potenciar la respuesta
inflamatoria que caracteriza a los casos graves de COVID-19, también se ha podido detectar
la abundancia de Prevotella en infantes infectados por COVID-19 cuya abundancia aumento
junto con la existencia del virus, sugiriendo que el virus crea un ambiente adecuado para la

proliferacion de esta bacteria (Rocafort et al., 2022).

Como se ha descrito con anterioridad, los miembros de la familia Prevotellaceae se
encuentran muy representadas en muestras orales, se ha descrito un aumento relativo de
Prevotella spp, alterando de esta manera la microbiota respiratoria, debido a que poseen una
capacidad de modular la respuesta inmune mediante la induccion de citocinas
proinflamatorias, como IL-6 e IL-8, lo que cambia el ambiente del epitelio durante la
infeccidn viral, teniendo una relacion estrecha con la evolucion de la enfermedad (Miller
et al., 2021).

La especie Prevotella intermedia puede llegar a agravar neumonias o facilitar la proliferacion
del virus SARS-CoV-2, ya que aumenta la expresion del receptor del factor activador de
plaquetas (PAFR) en el pulmdn. Esta accion promueve la invasion de bacterias a las células
epiteliales respiratorias, pero esa accion es debido a la aspiracion de bacterias periodontales

y de esta manera puede inducir inflamacion en el tejido pulmonar (Takahashi et al., 2021).

Evidencias recientes han identificado que especies en especifico como Prevotella dentalis en
la zona oronasofaringea y prevotella timonensis en las heces, puede tener una utilidad como
biomarcadores relacionados con la severidad de la enfermedad, lo interesante es que estas
especies pertenecen a un nicho biolégico distinto, sin embargo, la interconexion que tienen
estas bacterias refuerza la existencia de un eje oronasofaringeo-intestino el cual pueden estar
vinculados con una perdida de la diversidad bacteriana resultado de la fisiopatologia de la
enfermedad COVID-19 y no de la carga viral (Martin-Castafio et al., 2025).
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Un estudio sistematico detecto que la abundancia del género Prevotella tiende a aumentar
ante las infecciones de agentes virales, que podria ser VIH, VPH, virus respiratorios como el
SARS-CoV-2, agravando asi el cuadro clinico del paciente positivo a COVID-19, sin
embargo, no depende nada mas de la presencia de la bacteria, sino que también depende de
los factores que presenta el paciente como edad, cancer, consumo de antibioticos, etc.
(Tamanai-Shacoori et al., 2022).

En general, los resultados de nuestra investigacion demuestran que las familias
Prevotellaceae y Streptococcaceae de muestra oronasofaringeas se asocian
significativmaente al virus SARS-CoV-2, confirmando lo reportado en los estudios ya
publicados a nivel global. Consolida que ambas familias son recurrentes en la presencia de
la enfermedad COVID-109.

62



7. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este estudio respecto a la infeccion por SARS-CoV-2 demostro
una asociacion a cambios significativos en las variables clinicas como el sexo, presencia de
comorbilidades, destacando la diabetes mellitus tipo 2 y obesidad, a su vez, la vacunacion
contra la influenza, de esta manera se refuerza su relevancia para la susceptibilidad o estados

de la sintomatologia clinica de la enfermedad COVID-19.

La composicion bacteriana de las muestras oronasofaringeas de las familias Prevotellaceae
y Streptococcaceae cuya abundancia relativa demostré tener una estadistica significativa
entre los grupos positivos y negativos, por otro lado, aunque la abundancia absoluta no
presentd diferencias significativas, se puede interpretar que la infeccién se relaciona

principalmente con una fraccion de la microbiota méas que con una alteracion global.

Este conjunto de resultados respalda que la interaccion de las familias bacterianas de
Streptococcaceae y Prevotellaceae forman parte de un sistema complejo con la infeccién por
SARS-CoV-2. Se invita que para futuras investigaciones se pueda realizar un estudio
longitudinal y con técnicas de metagendmica ya que estas nos permitirdn representar de
manera mas amplia una composicion completa de la microbiota bacteriana y asi se podria
esclarecer si las alteraciones bacterianas son por efectos secundarios de la enfermedad o si

es una modulacion del sistema inmune.
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