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RESUMEN

Introduccién: En la actualidad, las infecciones respiratorias viricas son una causa
importante de morbimortalidad en el mundo. Con el fin de entender mejor el impacto
interindividual causado por los virus, las investigaciones actuales estudian el papel de

la microbiota.

Objetivos: Investigar la relacién entre la composicion de la microbiota respiratoria e
intestinal con la susceptibilidad y severidad de algunas de las infecciones respiratorias

viricas mas importantes.

Metodologia: Se realiz6 una busqueda estructurada en PubMed y Scopus seleccionado
los estudios que cumplieran los objetivos y criterios de inclusion. Para sintetizar los
resultados se elabor6 una tabla de extraccion de datos y para evaluar la calidad

metodoldgica se utilizo la herramienta Escala Newcastle-Ottawa (NOS).

Resultados: La revision incluye un total de 11 estudios, 7 prospectivos y 4
transversales. La mayoria de los estudios incluidos encuentran relacién entre la
microbiota y la susceptibilidad y la gravedad a las infecciones viricas encontrando tanto
efectos protectores como de aumento de riesgo. El riesgo de sesgo fue mayor en los
estudios transversales que los prospectivos. Se observé gran variabilidad entre los
estudios en cuanto a caracteristicas de la poblacion, definicién de severidad, periodo de
seguimiento, tipo de muestra de microbiota, técnicas de analisis de microbiota y

abordajes en el andlisis estadistico.

Conclusién: Debido a la heterogeneidad en los resultados de los estudios no es posible
establecer bacterias especificas que se hayan asociado de forma consistente entre
estudios. Son necesarias futuras investigaciones, con mejoras en la metodologia, que
permitan profundizar en el conocimiento de la relacién entre microbiota e infecciones

respiratorias viricas.

Palabras clave: Microbiota, rinovirus, influenza, virus respiratorio sincitial, SARS-CoV2



ABSTRACT

Introduction: Nowadays, viral respiratory infections are a major cause of morbidity and
mortality worldwide. In order to better understand the inter-individual impact caused by
viruses, current research is studying the role of the microbiota.

Objectives: The aim is to investigate the relationship between the composition of the
respiratory and intestinal microbiota with the susceptibility and severity of some of the

most important viral respiratory infections.

Methodology: A structured search was carried out in PubMed and Scopus, selecting
studies that met the objectives and inclusion criteria. A data extraction table was used to
synthesise the results and the Newcastle-Ottawa Scale (NOS) tool was used to assess

methodological quality.

Results: The review includes a total of 11 studies, 7 prospective and 4 cross-sectional.
Most of the included studies found a relationship between microbiota and susceptibility
and severity to viral infections, finding both protective and risk-increasing effects. The
risk of bias was higher in cross-sectional studies than in prospective studies. Large
variability was observed between studies in terms of population characteristics, severity
definition, follow-up period, type of microbiota sample, microbiota analysis techniques

and statistical analysis approaches.

Conclusion: Due to heterogeneity in study results it is not possible to establish specific
bacteria that have been consistently associated between studies. Future research is
needed, with improvements in methodology, to deepen our understanding of the

relationship between microbiota and viral respiratory infections.

Key words: Microbiota, rhinovirus, influenza, respiratory syncytial virus, SARS-CoV2



EXTEND SUMMARY

Introduction

Respiratory infections are considered to be one of the leading causes of death
worldwide. Viruses are the most frequent aetiological agents and among the most
prominent, due to their frequency, are respiratory syncytial virus, rhinovirus, influenza
virus and SARS-CoV-2.

The impact of respiratory viral infections is diverse, as the host response to the same
aetiological agent varies. Thus, the same virus can cause a self-limiting process with
outpatient management or a severe process with inpatient management. These inter-
individual differences have not been explained by focusing solely on the aetiological
agent, so host characteristics, including the composition of the microbiota, come into
play in the study. Therefore, a systematic review is needed to study the influence of the

microbiota on susceptibility and severity of viral respiratory infections.

Objectives

To evaluate the current scientific evidence on the relationship between the composition
of the respiratory and intestinal microbiota and the predisposition and increased
likelihood of severity of respiratory infections, in particular rhinovirus, influenza virus,

respiratory syncytial virus and SARS-CoV2.

Methodology

Regarding the methodology employed, a literature search was carried out in PubMed
and Scopus. The selected studies had to focus on the objectives and study the
relationship of the microbiota with the susceptibility and severity of viral respiratory
infections. In addition, the selection of articles followed inclusion and exclusion criteria.
After that, relevant information was extracted from each study using a summary table
that included: author, year and country; study design and follow-up period; population
characteristics; virus and virus diagnosis; stage of infection at baseline; type of

microbiota sample; timing of microbiota analysis; microbiota analysis technique;



microbiota measures; exposure; outcome; effect; adjustments for confounding variables
and sensitivity analysis. Finally, the methodological quality of the included studies was
assessed using the Newcastle-Ottawa Scale (NOS).

Results

A total of 11 studies were included of which 7 were prospective and 4 cross-sectional.
The articles were divided into those studying the relationship between microbiota and
susceptibility to infections and those studying the relationship between microbiota and
severity. In total, 3 prospective studies focused on susceptibility of which 2 agreed on
the predisposing effect of Prevotella spp. to influenza infection. However, no agreement
was found with the bacteria that showed a protective effect to infection. On the other
hand, 8 studies focused on severity and/or complications, 4 prospective and 4 cross-
sectional. Except one, all of these studies found protective or predisposing effects on

complications or severity of various bacteria, with no overlap.

In terms of limitations and biases, some studies were notable for low sample size and
self-selection biases. The assessment of methodological quality with the NOS scale
revealed that many of the cross-sectional studies had biases in the selection process
and comparability. On the other hand, prospective studies were generally more

satisfactory in this aspect.

Moreover, the included studies were very heterogeneous finding differences in design
type, population characteristics, definition of severity, follow-up period, sample collection
methods, measures of microbiota and statistical analysis approaches. This
heterogeneity precluded a meta-analysis, so a descriptive analysis of the results was

performed.

Conclusion

The evidence found in the present review suggests a relationship between microbiota
and viral respiratory infections. However, the heterogeneity of the studies does not allow
us to understand what this relationship looks like and therefore to establish which

microorganisms play an important role.



To better understand the influence of the microbiota on viral respiratory infections, more
studies with larger sample sizes, longer follow-up periods, different sampling at different
points in the follow-up period and better methodological quality are needed to provide
more solid scientific evidence. Also, to reach a more global understanding, the joint study
of the respiratory and gut microbiota and the role of other components of the microbiota
such as viruses and fungi is recommended.



1. INTRODUCCION

En el cuerpo humano conviven trillones de microorganismos, esto supone un
namero incluso mayor de microorganismos que de células humanas. Esta comunidad
de microorganismos, incluyendo bacterias, virus y hongos, se engloba dentro del

término microbiota (1).

Los términos microbiota y microbioma se usan indistintamente, pero presentan
alguna diferencia. Mientras que la microbiota hace referencia a los microorganismos
asociados a los humanos, el microbioma incluye a estos microorganismos y a sus genes
(2). En los ultimos afios ha habido grandes progresos en el estudio de ambos, ya que
tradicionalmente para caracterizar la microbiota se cultivaban los microorganismos, pero
la mayoria de estos no crecen en cultivos. En la actualidad, para caracterizar el
microbioma se utilizan técnicas moleculares de secuenciacion, siendo la mas extendida

la secuenciacion masiva del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr (3).

Los microorganismos que conforman la microbiota estan presentes en la piel y en
las mucosas del tracto respiratorio, vagina y aparato digestivo. En cada una de estas
localizaciones los microbios son caracteristicos y diferentes, adaptdndose a
las condiciones del ambiente en que habitan (4) y aportando un papel fundamental en
la inmunidad y el metabolismo del cuerpo humano. Sin embargo, algunos de estos

microorganismos estan relacionados con enfermedades (5).

El tracto gastrointestinal es la parte del cuerpo humano mas colonizada
por microorganismos y, a su vez, la mas estudiada. En concreto la microbiota intestinal
alberga una carga bacteriana de 10%. En contraposicion, el tracto respiratorio es una de
las partes menos colonizadas por microbiota en los humanos, con 100 bacterias
por cada 1000 células (6). A pesar de encontrarse anatomicamente separados, la
mucosa del aparato digestivo y la mucosa respiratoria estdn comunicadas por el
conocido “gut lung axis”. Asi, las microbiotas de ambos aparatos estan conectadas,
interviniendo ambas en las respuestas inmunitarias contra las enfermedades
respiratorias (7). De este modo, fragmentos y metabolitos derivados de la microbiota
intestinal llegan al pulmén a través de la circulacion sistémica, y actian como moléculas
de sefializacion induciendo respuestas inmunes. Ademas, las bacterias intestinales se
encargan de la activacién de mecanismos implicados en la defensa antiviral, como los

interferones (INFs) y transductor de sefial y activador de transcripcion-1 (STAT1).



Consecuentemente, se ha visto que la alteracibn de la microbiota intestinal

puede derivar en respuestas inmunes alteradas contra las infecciones respiratorias (8).

Para el estudio de la microbiota respiratoria, se obtienen muestras mediante técnicas
no invasivas, como el frotis con torundas nasofaringeas, y mediante técnicas mas
complejas que son invasivas (9). En cambio, para la microbiota intestinal se utiliza
como muestra las heces. Estos estudios revelan que la mayoria de
microorganismos corresponden a bacterias siendo en ambas localizaciones la filogenia
bacteriana similar ya que en ambos estan presentes los Bacteroidetes y Firmicutes (10).
En la microbiota intestinal predominan los filos Bacteroidetes (25%) y Firmicutes (60%)
y en menor medida Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria, Cyanobacteria,
Actinobacteria y Spirochaetes. En la microbiota pulmonar también predominan

Bacteroidetes y Firmicutes, seguidos por Proteobacteria y Actinobacteria (4,11).

En la comunidad cientifica, el interés en el estudio

de la microbiota ha aumentado en los Ultimos

Project” que pretende estudiar muchas de las

incognitas alrededor de la microbita (12). Otro tlll

afios. Un claro ejemplo es el “Human Microbiome ‘
,M” |

dato que refleja este interés creciente es que al 1956 2021
introducir el término “microbiota” en el buscador : - .

Figura 1. Gréfica con el nimero de
de pubmed se objetiva una tendencia en aumento  resultados de “microbiota” por afio en

del nimero de articulos publicados (figura 1). PubMed.

Este interés en la microbiota ha ido unido a la motivacion de relacionar la microbiota con
las enfermedades, entre ellas las enfermedades respiratorias. Por ejemplo, se ha visto
gue cambios en la microbiota de las vias respiratorias estan asociados a la incidencia 'y
gravedad en el asma (13). Otro ejemplo lo encontramos en la fibrosis quistica,
enfermedad en la que se ha evidenciado disbiosis en la microbiota respiratoria y
digestiva (14). De manera similar ocurre en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
en la que se ha demostrado que la microbiota respiratoria contribuye a la progresion de
la enfermedad y se ha observado que la microbiota intestinal es distinta a los sujetos

sanos (15).

Dentro de las enfermedades respiratorias destacan las infecciones respiratorias

agudas por ser una causa muy frecuente de morbimortalidad en el mundo. De hecho,



la Organizacion Mundial de la Salud incluye las infecciones de las vias
respiratorias inferiores como una de las principales causas de defuncién a nivel mundial
en el 2019 (16). En concreto, los virus representan la causa més frecuente de infeccion
respiratoria. Entre los virus mas comunmente asociados a infeccion respiratoria se
encuentran el virus respiratorio sincitial (VRS), el rinovirus, y los virus de la gripe (17).
Ademas, cabe destacar la aparicién de un nuevo coronavirus, el SARS-CoV-2, causante
de la actual pandemia de COVID-19 a nivel internacional (18).

En primer lugar, la gripe esta causada por el virus influenza, siendo los mas importantes
el virus A (HIN1 y H3N2) y el virus B. Segun el Centro Nacional de Epidemiologia, en
Espana durante la temporada 2019-2020 la gripe tuvo un impacto moderado (menor que
las dos temporadas anteriores) ocasionando 619.000 casos confirmados en Atencién
Primaria y 27.700 hospitalizaciones, el 47% de estas en mayores de 64 afios de edad.
Ademas, caus6 1800 ingresos en unidades de cuidados intensivos y 3900 muertes

atribuibles a la gripe (19).

En cuanto al VRS, es la causa principal de bronquilitis. Se calcula que en Espafia estas
infecciones originan anualmente entre 15.000 y 20.000 visitas pediatricas de urgencia y
de 7.000 a 14.000 hospitalizaciones, siendo la causa mas frecuente de hospitalizacion
en menores de 1 afio. Ademas, se estima que fallecen entre 70 y 250 nifios al afio a
causa de infeccién por VRS. Por otro lado, la infeccion en nifios mayores o adultos es
asintomatica o se manifiesta con un resfriado comun, sin embargo en pacientes

inmunocomprometidos puede ser grave (20).

Por otro lado, el principal causante del resfriado comun es el rinovirus, que constituye el
patdgeno mas comun en los humanos. En Espafia se estima que el 21% de las personas
se resfria tres 0 mas veces al afio. A pesar de ser una enfermedad leve y autolimitada,
destaca por ser la mas extendida en el mundo y ser una de las principales causas de
absentismo laboral y escolar ya que los sintomas pueden llegar a ser bastante molestos
(21).

Finalmente, el virus SARS-CoV2 ha causado la pandemia mundial actual declarada
desde marzo de 2019. Este virus puede causar cuadros clinicos que van desde el
resfriado comuln con hasta casos mas graves como los producidos por los virus del
Sindrome Respiratorio Agudo Grave. Segun los datos de la OMS, desde la deteccion

de los primeros casos hasta abril de 2021 se han confirmado a nivel global al menos



138.411.980 casos y 2.974.642 fallecimientos a causa de esta infeccién. En concreto,
en Espafa ha causado un total 3.604.799 casos y 79.339 muertos (22,23)

Asi pues, la gravedad de la enfermedad causada por los virus respiratorios es diversa.
Por unlado, son causantes de procesos leves y autolimitados que se
manejan ambulatoriamente. Sin embargo, también pueden derivar en procesos mas
graves que requieren hospitalizacién particularmente en grupos de edad extremos. De
hecho, en menores de dos afios constituyen una de las principales causas de consulta

a Atencién Primaria y de hospitalizacion (24).

De este modo, tradicionalmente, se ha descrito al agente etiolégico virico como el
principal causante de las infecciones virales respiratorias. Sin embargo, en la actualidad
hay evidencia que un mismo agente etiolégico tiene un impacto diferente en el huésped.
En este sentido, en los Gltimos afios se han realizado estudios centrados en identificar
la relacion entre la microbiota del huésped y la variabilidad en la respuesta a las

infecciones respiratorias virales (25).

En esta relacion entre microbiota e infeccidn viral, resulta complejo determinar la causa
o efecto. En otras palabras, es confuso determinar si la composicion de la microbiota
del huésped influye en las infecciones virales, 0 mas bien al revés, las infecciones virales
cambian la composicién de la microbiota (26). De este modo, algunos estudios han
estudiado como bacterias de la microbiota pueden conducir a mayor susceptibilidad y
severidad de las infecciones virales respiratorias. Por otro lado, estudios diferentes se
han centrado en cdmo las infecciones virales respiratorias pueden producir cambios en
la microbiota (27). En esta revisiébn, nos centraremos en como la microbiota esta
relacionada con el aumento de susceptibilidad y gravedad en las infecciones
respiratorias virales

Se ha propuesto que la microbiota respiratoria puede llegar a actuar como predictor
enla gravedad de infecciones respiratorias y convertirse en una diana para el
tratamiento, e incluso profilaxis, de las infecciones respiratorias (28). Sin embargo, la
determinacion de una microbiota que predisponga a las infecciones respiratorias
conlleva cierta dificultad ya que requiere un seguimiento y obtenciéon de muestras de
pacientes sanos. Es por eso que muchos de los estudios se limitan a determinar la
microbiota durante la infeccién. Ademas, la mayoria de estudios se han centrado en

poblacién infantil (25) en los primeros afios de vida para identificar grupos taxonémicos



asociados a susceptibilidad a bronquiolitis. Pero debido a que su microbiota no es
estable y es inmadura los resultados no se pueden extrapolar a la poblacién general.

Debido al papel crucial de juega la microbiota en la salud y en especial sobre el sistema
inmune, y la importancia de encontrar estrategias de prondstico y tratamiento frente a
infecciones viricas, como se ha puesto de manifiesto de manera especial en la actual
pandemia por COVID-19, en el presente estudio se plantea realizar una revision
sisteméatica para estudiar la influencia de la microbiota respiratoria e intestinal sobre la
susceptibilidad a infeccion respiratoria y la aparicion de complicaciones y/o severidad

asociadas a infecciones respiratorias en poblacion adulta.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar la relacion entre la composicion de la microbiota respiratoria e intestinal y
la susceptibilidad a infeccion respiratoria y la aparicion de complicaciones y/o
severidad de infecciones respiratorias (rinovirus, influenza, virus respiratorio sincitial
y SARS-CoV2) en poblacion adulta.

Objetivos especificos:

- Analizar si existe relacién entre la composicién de la microbiota respiratoria e
intestinal y la susceptibilidad a infecciones respiratorias virales (rinovirus,

influenza, virus respiratorio sincitial y SARS-CoV2) en poblacion adulta.

- Analizar si existe relacién entre la composicién de la microbiota respiratoria e
intestinal y complicaciones o severidad de infecciones respiratorias virales
(rinovirus, influenza, virus respiratorio sincitial y SARS-CoV2) en poblacion

adulta.

- Caracterizar la composicion de la microbiota respiratoria e intestinal asociada a
proteccion o riesgo de infecciones respiratorias por virus rinovirus, influenza,

virus respiratorio sincitial y SARS-CoV2) en poblacién adulta.

- Caracterizar la composicion de la microbiota respiratoria e intestinal asociada a
proteccién o riesgo de complicacion o severidad de infecciones respiratorias por
virus rinovirus, influenza, virus respiratorio sincitial y SARS-CoV2) en poblacion

adulta
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3. METODOLOGIA

La metodologia de esta revision sigue las directrices de la declaracion PRISMA para
revisiones sistematicas (ANEXO 1) (29).

3.1 Estrategia de busqueda

Para la presente revision se realizd una busqueda exhaustiva de todos los articulos
cientificos publicados en la base de datos de MEDLINE, via PubMed, y en la base de
datos de Scopus. La busqueda se realizé entre el mes de diciembre de 2020 y enero de
2021.

Inicialmente, para la busqueda se establecieron las palabras clave basadas en términos

relacionados con las variables de interés.

En el caso de PubMed, para que la busqueda resultase mas especifica, se identifico el
tesauro de MEDLINE que corresponde a los términos MeSH (Medical Subject
Headings). Por otro lado, para realizar una busqueda lo mas extensa posible, también
se emplearon las palabras clave en texto libre, incluyendo asi en la busqueda aquellos
articulos que no habian usado los términos MeSH. Por lo tanto, la busqueda incluye
palabras con terminologia MeSH y palabras libres buscadas en el campo
TITTLE/ABSTRACT, repitiendo algunas de ellas. Ademas, en PubMed se utilizd el
asterisco como operador de truncamiento que permite buscar todos los derivados del
término que lo acompafa. En esta revision se utilizé en el término “microbio*” por lo que

se incluyen las palabras “microbiota” y “microbiome”.

Para la busqueda en Scopus, se utilizaron las palabras clave de las variables con el
campo TITLE-ABS-KEY.

Se plante6 una estrategia de blusqueda amplia con el propdsito de obtener cualquier tipo
de complicacion o definicibn de severidad de enfermedad por infeccién virica que
hubiera sido objeto de estudio en relacién con la microbiota. Tanto en el caso de la base
de datos PubMed con en el de Scopus se crearon tres blogques diferentes, cada uno de
los cuales incluia los términos clave de un mismo componente de la busqueda. El primer
bloque abarca términos relacionados con la exposicidn (microbiota); el segundo bloque

incluye términos relacionados con agentes causantes viricos; el tercer blogue integra
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los términos relacionados con enfermedad causada por los agentes viricos. No se
incluyeron términos especificos de severidad o complicaciones determinadas para no
restringir la busqueda. Para combinar todas las palabras claves entre si se usaron
operadores booleanos: OR y AND. Se empleé el operador OR para unir los términos
incluidos dentro de un mismo bloque. Posteriormente, se combinaron los diferentes

blogues con el operador AND.
Finalmente, para incluir el maximo nimero posible de articulos relevantes, se repaso las

referencias bibliograficas de los articulos obtenidos en la busqueda anteriormente

explicada y de revisiones.

Tabla 1. Descripcion de las busquedas con PubMed y Scopus.

Bases de Nimero
datos Descripcion de la busqueda de
articulos
BLOQUE 1 (#1) 175.987

PUBMED | ((microbiotalMeSH Terms]) OR (microbio*[Title/Abstract])) OR
(gut-lung axis[Title/Abstract])

BLOQUE 2 (#2)
(((((((Respiratory  Syncytial Virus, Human[MeSH Terms]) OR
(Rhinovirus[MeSH Terms])) OR (sars-cov-2[MeSH Terms])) OR 103.2020

(Respiratory syncytial virus[Title/Abstract])) OR
(RSV[Title/Abstract])) OR (Influenza virus[Title/Abstract])) OR
(Rhinovirus[Title/Abstract])) OR (sars-cov-

2[Title/Abstract])",,,"""respiratory syncytial virus, human™[MeSH
Terms] OR ""Rhinovirus"'[MeSH Terms] OR ""sars-cov-2"'[MeSH
Terms] OR ™respiratory syncytial virus™[Title/Abstract] OR
""RSV""[Title/Abstract] OR ™influenza virus"[Title/Abstract] OR
""Rhinovirus™'[Title/Abstract] OR "'sars-cov-2""[Title/Abstract]"

BLOQUE 3 (#3) 550.996
"((((((((Respiratory  tract  infections[MeSH  Terms]) OR
((respiratory[Title/Abstract]) AND (infection*[Title/Abstract]))) OR
(COVID-19[MeSH Terms])) OR (COVID-19[Title/Abstract])) OR
(Influenza, Human[MeSH Terms])) OR (Influenza[Title/Abstract]))
OR (Flu[Title/Abstract])) OR (Common cold[MeSH Terms])) OR

13



(Common cold[Title/Abstract])",,,"""respiratory tract
infections™'[MeSH Terms] OR ("'respiratory"[Title/Abstract] AND
"infection*""[Title/Abstract]) OR "'COVID-19"[MeSH Terms] OR
""COVID-19"[Title/Abstract] OR "influenza, human™[MeSH
Terms] OR ™Influenza™[Title/Abstract] OR "'Flu™[Title/Abstract]
OR  ™common cold"[MeSH Terms] OR "™common
cold™[Title/Abstract]",

BUSQUEDA FINAL (#1 AND #2 AND #3)

(((microbiota]MeSH Terms]) OR (microbio*[Title/Abstract])) OR
(gut-lung axis[Title/Abstract])) AND ((((((((Respiratory Syncytial
Virus, Human[MeSH Terms]) OR (Rhinovirus[MeSH Terms])) OR
(sars-cov-2[MeSH  Terms])) OR  (Respiratory  syncytial
virus[Title/Abstract])) OR (RSV[Title/Abstract])) OR (Influenza
virus[Title/Abstract])) OR (Rhinovirus[Title/Abstract])) OR (sars-
cov-2[Title/Abstract])) AND ((((((((Respiratory tract
infections[MeSH Terms]) OR ((respiratory[Title/Abstract]) AND
(infection*[Title/Abstract]))) OR (COVID-19[MeSH Terms])) OR
(COVID-19[Title/Abstract])) OR (Influenza, Human[MeSH Terms]))
OR (Influenza[Title/Abstract])) OR (Common cold[MeSH Terms]))
OR (Common cold[Title/Abstract])

882

SCOPUS

BLOQUE 1 (#1)
TITLE-ABS-KEY ( microbiota OR microbiome OR "gut-lung

axis")

BLOQUE 2 (#2)
TITLE-ABS-KEY ("respiratory syncytial

virus" OR rhinovirus OR "influenza virus" OR sars-cov-2)

BLOQUE 3 (#3)
TITLE-ABS-KEY ("respiratory infection*" OR covid-

19 OR influenza OR "common cold")

BUSQUEDA FINAL (#1 AND #2 AND #3)

TITLE-ABS-KEY (microbiota OR microbiome OR "gut-lung axis"
) AND TITLE-ABS-KEY ( "respiratory syncytial
virus* OR rhinovirus OR ‘influenza virus® OR sars-cov-2
) AND TITLE-ABS-KEY ( "respiratory infection** OR covid-

19 OR influenza OR "common cold")

96.375

133.382

301.717

304
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3.2 Criterios de elegibilidad

Los criterios de elegibilidad de los estudios se muestran a continuacion:

Criterios de inclusion:

Articulos cientificos que se ajusten a los objetivos: estudios que analicen la

relacion entre la microbiota respiratoria e intestinal y la infeccion y aparicién de

complicaciones y/o severidad de infecciones respiratorias por rinovirus,

influenza, virus respiratorio sincitial y SARS-CoV2.

- Estudios realizados en humanos

- Estudios realizados en adultos (>18 afios)

- Disefio de estudios: estudios observacionales, cohortes, casos y controles,
transversales

- Ildioma de publicacion: inglés y espafiol.

- Articulos en texto completo y original

Criterios de exclusion:

- Estudios no realizados en humanos

- Estudios ex-vivo

- Estudios realizados en nifios.

- Estudios con algun tipo de intervencién al inicio del estudio.

- Revisiones sistematicas, articulos de opinidn, conferencias, cartas al editor,

articulos en fase de pre-print.

Una vez realizada la busqueda de estudios inicial, se revisaron los titulos y abstracts de
los articulos obtenidos en ambas bases de datos y se realizd un primer cribado teniendo
en cuenta los criterios de inclusion y exclusion. Posteriormente, se reviso detenidamente
el texto completo de los estudios restantes y se incluyeron los que cumplian criterios de

inclusion.
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3.3 Extraccion de datos

Tras el proceso de seleccion de articulos, se procedié a extraer la informacion de los
estudios seleccionados. Se obtuvieron datos relacionados con el disefio y
caracteristicas de la poblaciéon, medidas de exposicion y variable resultado, principales
hallazgos y analisis estadistico. A continuacion, se presentan con mayor detalle:

- Autor, afio: autor principal y afio de publicacion.
- Pais: pais donde se efectla el estudio.

- Disefio del estudio: estudio prospectivo o transversal.

- Periodo de seguimiento: tiempo, en dias, durante el cual se sigue a

los participantes en los estudios prospectivos.

- Caracteristicas de la poblacion: tamafio muestral (n), género de los participantes

incluidos en el estudio y edad media.

- Virus y diagndstico del virus: virus (influenza, SARS-CoV2, rinovirus 0 virus

sincitial respiratorio) en el que se centra el estudio y método para diagnosticar la
infeccion virica.

- Tipo de muestra de microbiota: método y localizacion de la muestra biolégica

obtenida para el estudio de la microbiota.

- Momento andlisis microbiota: momento durante el estudio y/o el proceso

infeccioso en el que se analiza la microbiota

- Técnica analisis microbiota: método empleado para analizar la composicion de

la microbiota.

- Medidas de microbiota: medidas utilizadas para caracterizar, cuantificar y

comparar la microbiota.

- Variable de resultado (outcome): variable resultado que se analiza en cada

estudio.

- Principales resultados: relacion observada entre la microbiota y las

caracteristicas de las infecciones respiratorias viricas.

- Ajuste por variables de confusién: factores de confusién por los que se ajusta el

analisis.
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3.4 Evaluacion del riesgo de sesgo de los estudios

El riesgo de sesgo de los articulos seleccionados se ha evaluado mediante la
herramienta Escala Newcastle-Ottawa (NOS) (30).

La escala NOS es una herramienta de evaluacion de los estudios observacionales
(caso-control, cohorte y transversal) incluidos en las revisiones sistematicas. Esta
compuesta por ocho items para estudios de caso-control y cohorte, y siete items para
los estudios transversales. Estos items estan categorizados en tres bloques segun el
tipo de estudio. Para los estudios de caso-control los tres bloques son: seleccion de los
grupos de estudio, comparabilidad de los grupos de casos y controles y comprobacién
de la exposicion. Los estudios de cohorte se dividen en: seleccién de la cohorte,
comparabilidad de la cohorte y evaluacion del resultado. Finalmente, los bloques de
estudios transversales son: seleccion, comparabilidad de grupos y evaluacion del

resultado.

Para cada item se otorga, o no, estrellas segun el riesgo de sesgo y se obtiene una
puntuacion final que va de 0 a 10 en estudios transversales y de 0 a 9 en estudios de
casos y controles y cohorte. Mayor puntuacion indica menor riesgo de sesgo o mayor
calidad metodolégica. En funcién de dicha puntuacién se clasifican los estudios
transversales en estudios muy buenos (9-10 puntos), estudios buenos (7-8 puntos),
estudios satisfactorios (5-6 puntos), estudios insatisfactorios (0-4 puntos), y los estudios
de casos y controles y de cohortes en estudios con bajo riesgo de sesgo (= 6 puntos) y

elevado riesgo de sesgo (£ 5 puntos).
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados de la busqueda bibliografica

Tras aplicar la estrategia de busqueda previamente descrita se obtuvieron un total de
882 estudios en la base de datos de PubMed y 304 en Scopus. De estos estudios
se eliminaron los duplicados, quedando 988.

A continuacion, en un siguiente paso de lectura a texto completo fueron excluidos 10
estudios por no cefiirse al tema propuesto, restando 10 articulos. Asimismo, se detect6
1 articulo adicional a partir de la revision manual las referencias bibliograficas de los 10
articulos incluidos previamente. Asi pues, se incluyeron un total de 11 articulos en la
revision final (Figura 2).
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Ndmero de estudios

Numero de  estudios

identificados mediante identificados mediante
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(n=882) (n=304)
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i Namero de estudios tras !
> i eliminar los duplicados ! <
1
1
i (n=988) !
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"""""""""" /' Estudios excluidos por titulo y
resumen:
- No cumplen los objetivos
planteados
—> - Estudios de intervencion,
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Numero de estudios tras
revisién de titulo y resumen

(n=21)

v

NUmero de estudios tras
revision de texto completo

(n=10)

Namero de estudios tras
revision de referencias de
articulos seleccionados y
revisiones

(n=1)

NuUmero de
definitivos

(n=11)

estudios

revisiones sistematicas,
articulos de opinién, cartas al
editor, conferencias.

- Realizados en animales

’
N —————————

N e e e e, ———————————

Estudios excluidos tras revision de
texto completo porque no cumplen los
criterios de inclusion

~————————

Figura 2: Diagrama de flujo que resume el proceso de busqueda e inclusion de estudios.
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4.2 Caracteristicas de los estudios incluidos
En la tabla 2 se presentan las caracteristicas principales de la poblacion y disefio de los

estudios y en la tabla 3 las principales caracteristicas de medida de microbiota y de la
variable resultado (outcome) asi como los principales hallazgos y analisis estadistico.
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Tabla 2: Disefio de los estudios y caracteristicas de la poblacion.

n=124, 35% hombres

n=19, 0-5 afios
n=45, 6-17 afios
n=60, >18 afios

RT-PCR 024 veces de
cambio en anticuerpos
especificos de
inhibicion de
hemaglutinacién

nasales

Autor, afio Pais Disefio del | Periodo de | Caracteristicas de la poblacion Virus y diagnéstico de | Tipo de | Momento andlisis microbiota Técnica analisis
estudio seguimient virus muestra de microbiota
o microbiota
Lee et al, | Nicaragu Prospectiv 13 dias Sujetos expuestos a influenza en el hogar y con RT- Hisopos 2 muestras: al inicio del Secuenciacion de
2019 (a) a o PCR negativa: Influenza orofaringeos y | estudio antes de la infecciony el | 16S rRNA
n= 573, 35% hombres nasales Ultimo dia de seguimiento (media
RT-PCR entre las dos muestras 9 dias,
n=61, 2 (Rl 1-4) afios IQR:9-10 dias)
n=163, 10 (RI 8-14) afios
n=313, 33 (RI 24-43) afios
K. Tsang et | Nicaragu Prospectiv 9-12 dias Sujetos expuestos a influenza A: Influenza A (H7N9) Hisopos Antes de la infeccion: dia -1 Secuenciacion de
al, 2019 a o n= 286, 37% hombres Influenza B orofaringeos y | Durante la infeccion: dias 2-5 de | 16S rRNA (regién
n=33, 0-5 afios nasales seguimiento V4)
n=88, 6-17 afos RT-PCR Después de la infeccion: a los 60
n=165, >17 afios dias de la infeccion
Sujetos expuestos a influenza B:
n=150, 39% hombres
n=19, 0-5 afios
n=45, 6-17 afios
n=86, >17 afios
Allen et al, | Estados Prospectiv 5 dias Voluntarios sanos Rinovirus (tipo 39) Lavado nasal Antes de la infeccion: 3 muestras | Pirosecuenciacio
2014 Unidos o} n=10 Durante la infeccién: dias 1-5de | n del gen ARNr
Edad media: 19,6 afios Deteccion de rinovirus seguimiento 16S (regi6on V1-
Sexo: hombres 60 %, mujeres 40 % en lavados nasales o Después de la infeccién: alos 10 | V2)
incremento del titulo de y 21 dias de la infeccion
Grupo infectados rinovirus (n=7) anticuerpos
Grupo no infectados rinovirus (n=3)
Zuo T et al, | China Prospectiv 21 + 2,4 | Grupo COVID (hospitalizados): n=15, 55 afios, | SARS-CoV-2 Heces Durante la infeccién, desde la | Secuenciacion
2020 o} dias hombres 47% hospitalizacién hasta el alta: 2-3 | metagendmica
2 test RT-PCR veces por semana (mMNGS GridION
sequencing)
Lee et al, | Nicaragu Prospectiv 13 dias Casos secundarios de influenza tras exposiciéon en | Influenza Hisopos Antes de la infeccion Secuenciacion de
2019 (b) a o} hogar: orofaringeos y 16S rRNA (region

v4)
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Hosftra Holanda Prospectiv 7 dias Voluntarios sanos Rinovirus (HRV16) Hisopo Antes de la infeccion: dia -1 Pirosecuenciacié
JJet al, o} n=6 orofaringe Durante la infeccion: dias 2-5 de | n del gen ARNr
2015 Edad: 18-28 afios PCR, cultivos virales seguimiento 16S
Sexo: hombres 50 %, mujeres 50 % positivos de lavados Después de la infeccion: a los 60
nasales y desarrollo dias de la infeccion
sintomas
J. Lehtinen | Estados Prospectiv 5 dias Voluntarios sanos Rinovirus (tipo 39) Cultivo Secuenciacion de
et al, 2018 Unidos o n=152 cuantitativo Antes de la infeccion: dia -28 y - | 16S rRNA (region
positivo a| 14 V4)
rinovirus, Durante la infeccion: dias 1-5 de
lavado nasal | seguimiento
con Después de la infeccion: a los 28
marcadores dias de la infeccion
inflamatorios y
desarrollo de
sintomas
Mostafa et | Estados Transversa Pacientes en total: SARS-CoV-2 Hisopo Al diagnéstico de la infeccion Secuenciacion
al, 2020 Unidos | n=50, 50,5 afios, 52% hombres nasofaringeo metagenomica
RT-PCR (mNGS GridION
Grupo con COVID positivo sequencing)
n=40
Grupo control con sospecha de COVID pero con
pruebas diagnoésticas negativas
n=10
Palacios et | Argentina | Transversa Pacientes infectados por influenza Influenza (H1IN1) Hisopos Al diagnéstico de la infeccién MassTag PCR
al, 2009 | n=199, 43,5% hombres, 24,7+16,8 afios que se nasofaringeos
clasifican en: RT-PCR
- Pacientes graves (hospitalizaciéon o muerte)
n=39, 57,1% hombres, 27,8+21,6 afios
- Pacientes leves
n=160, 40,3% hombres, 23,9+15,5 afios
Qin et al, | China Transversa Pacientes  infectados con influenza n=52, | InfluenzaAyB Hisopos Durante la infeccién Secuenciaciéon de
2020 | 46%hombres, 56 £19 afios que se clasifican en: nasofaringeos 16S rRNA
- Casos graves, n=31 -Casos leves, n= 21 gRT-PCR Lavado
broncoalveolar
, aspirado
endotraqueal,
esputo y
sangre
H. Lu et al, | China Transversa Grupo con influenza y con infeccién pulmonar | Influenza A (H7N9) Hisopos Durante la infeccién, al inicio del | Secuenciacién de
2017 | bacteriana secundaria orofaringeos y | estudio 16S rRNA (region
n=21, 57, 14% hombres, 60,5 afios RT-PCR lavados V3y V4)

Grupo con influenza y sin infeccion pulmonar
bacteriana secundaria n=30, 56,6% hombres, 53 afios

Grupo control sanos
n=30, 36,6% hombres, 50 afios

nasales
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Tabla 3: Resultados principales en el estudio de la microbiota.

Autor, afio Medidas de microbiota Outcome Principales resultados Ajuste por variables de confusion
Lee et al, | Abundancia relativa: de los 15 | Susceptibilidad infeccion | Alloprevotellay Andlisis multivariable ajustado por
2019 (a) oligotipos que contribuyen a méas | influenza: infeccién si/no | Prevotella histicola/ veroralis/ fusca/ scopos/ melaninogenica se asociaron | variables de confusion (tipo de
del 50% de la diferencia entre | (prueba diagnéstica mediante | positivamente con susceptibilidad a infeccion por influenza mientras que Bacteroides | comunidad microbiana al inicio del
comunidades microbianas RT-PCR vy diario de sintomas | vulgatus se asocié negativamente estudio, edad, fumadores en el hogar,
Tipo de comunidad microbiana recogido por los participantes) | La comunidad microbiana tipo 4 se asocié con menor susceptibilidad a infeccion por | hacinamiento en el hogar y agrupacion
Diversidad a: indice de Shanon e influenza por hogares)
indice de Chao 1
Diversidad B: disimilaridad de La diversidad no se asocié con susceptibilidad a infeccién por influenza
Bray-Curtis y distancia de Jaccard
K. Tsang et | Abundancia relativa: oligotipos | Susceptibilidad infeccion | El aumento de abundancia de Streptococcus dentisani/ mitis/ oralis/ infantis/ tigurinus/ | Andlisis multivariable ajustado por
al, 2019 que contribuyen a méas del 50% de | influenza A y B: modelo de | lactarius/ peroris/ prneumoniae y Prevotella salivae se asociaron con menor | variables de confusion (grupos de edad,
la diferencia entre comunidades | transmisién en el hogar susceptibilidad a infeccion por influenza A. vacunacion y tamafio de las casas)
microbionanas
Tipo de comunidad microbiana El aumento de abundancia de Streproccocus vestibularis/ salivarius gordonii se
(CST) asociaron con menor susceptibilidad a influenza B mientras que el aumento de
abundancia de Prevotella veroralis/fusca/ histicola/ scopos/melanninogenica se
asociaron positivamente con mayor susceptibilidad a influenza B.
El CST 4 se asocié con menor susceptibilidad a infeccion por influenza A y CST 5
se asoci6 con menor susceptibilidad a infeccion por influenza B.
Allen et al, | Abundancia relativa Susceptibilidad a la infeccion | No se observaron cambios significativos en la abundancia relativa de los filos durante | Analisis univariable
2014 Unidades taxonémicas | por rinovirus: infeccion si/no los 3 momentos diferentes de la infeccion en infectados y no infectados.
funcionales (OTUs)
Diversidad a: indices de Shannon Los participantes infectados mostraron menor diversidad que los infectados. Entre los
y Chao 1 infectados se encontré6 mayor abundancia relativa del género Propionibacterium y
Diversidad B: distancia de UniFrac menor de los Haemophylus con respecto a los no infectados.
Los pacientes infectados y no infectados presentaron similar distribucién de géneros
bacterianos, pero se encontraron diferencias significativas en la diversidad de la
comunidad en el indice de Chaol (p=0,031). Las diferencias fueron signigicativas en
Neisseria y Propionibacterium
Zuo T et al, | Abundanciarelativa Severidad en COVID: suave | Coprobacillus, Clostridium ramosum y Clostridium hathewayi pertenecientes a | Analisis multivariable ajustado por
2020 (no neumonia en la | Firmicutes fylum se asociaron con mayor severidad de COVID variables de confusién: edad, género,

radiografia), moderada
(neumonia con  sintomas
respiratorios y fiebre), severa
(frecuencia  respiratoria>30,
saturacién oxigeno <93%, o
Pa02/Fi02>300), critica
(ventilacion mecanica o UCI)

Carga viral: mediante RT-PCR

Alistipes onderdonkii y Faecalibacterium prausnitzii se asociaron con menor severidad
de COVID

Bacteroides dorei, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides massiliensis y
Bacteroides ovatus mostré una correlacién inversa significativa con la carga viral fecal
de SARS-CoV2. Erysipelotrichaceae bacterium mostré una correlacion positiva fuerte
con la carga viral fecal de SARS-CoV2

uso de antibiéticos y comorbilidades

23




Lee et al, | Abundancia relativa: de los 15 | Duracion de los sintomas: Los | Veillonella parvula/rogosae/atypica/denticariosi/dispar se asocié negativamente con | Andlisis multivariable ajustado por edad,
2019 (b) oligotipos que contribuyen a méas | participantes completaron un | la duracion de fiebre; Neisseria y Prevotella melaninogenica/ sexo y agrupacion por hogares
del 50% de la diferencia entre | diario de sintomas que | scopos/sp./histicola/veroralis se asocid positivamente con la duracién de rinorrea;
comunidades microbionanas documentaba la presencia de | Prevotella sp./ veroralis/fusca/histicola/scopos/melaninogenica, Megasphaera
Tipo de comunidad microbiana los siguientes sintomas: fiebre | micronuciformis y Prevotella salivae se asoci6 positivamente con dolor de garganta;
Diversidad a: indice de Shanon e | o febricula, rinorrea, dolor de | Fusobacterium, Neisseria y Haemophilus se asoci6 positivamente con duracion
indice de Chao 1 garganta y tos diseminacién viral; Streptococcus vestibularis/salivarius/gordonii y Streptococcus
Diversidad B: disimilaridad de | Duracién de diseminacion | australis/parasanguinis 1} parasanguinis
Bray-Curtis y distancia de Jaccard | viral: tiempo entre la primera | I/sp./oligofermentans/cristatus/sinensis/sanguinis/gordonii/lactarius / peroris/oralis se
RT-PCR positiva y RT-PCR | asoci6 negativamente con la duracién diseminacién viral
negativa
No se observé asociacion entre la diversidad y la duracion de sintomas.
Se observar6 una asociacion positiva entre la diversidad bacteriana segun el indice
de Shannon y la diseminacién viral.
Hosftra Abundancia relativa Score validado de sintomas | Durante la infeccion aguda se observaron aumentos de Haemophilus Analisis multivariable pero no menciona
JJet al, | Diversidad a: indice Shannon, | de resfriado Parainfluenzae, Neisseria subflava, Staphylococcus Aureus asociadas a infecciones | variables de confusién
2015 Simpson, Chao 1 secundarias tras infeccién con rinovirus, sin embargo, su aumento no se asocio con
aumento de carga viral ni con mayores puntuaciones en el Score de sintomas de
resfriado
Los indices de diversidad fueron similares en cuanto a las especies durante el tiempo
de seguimiento.
J. Lehtinen | Abundancia relativa por grupos de | Carga viral El cluster Staph tuvo los menores incrementos de marcadores de inflamacion (G-CSF, | Analisis univariable
et al, 2018 bacterias Score validado de sintomas | CCL20, IL-6, y CCL2) durante la infeccion y el grupo Mor los mayores incrementos.
de resfriado (Wisconsin Upper
6 cluster de acuerdo con el grupo | Respiratory Symptom Score o | El cluster Ps/Mix tuvo menores titulos de carga viral desde el inicio de la infeccién
mas predominante: WURSS-21) que evalua la | hasta el dia 5 de lainfeccion comparado con los clusters Staph y Mor.
Satph: Staphylococcus, gravedad de sintomas
Cor/All): (rinorrea, obstruccién nasal, | El score WURSS-21 sintomatico fue menor en los clusters Cor/All comparado con los
Corynebacterium/Alloiococcus estornudos, dolor de | clusters Staph y Ps/Mix durante la infeccién. El score de sintomas de resfriado fue
Mor: Moraxella garganta, ronquera de voz, | menor en el cluster Cor/All comparado con Staph (p=0,007) y Ps/Mix (p=0,013).
Hae: Haemophilus congestion de la cabeza, | También fue menor la obstruccion nasal (p=0,048), estornudos (p=0,013) y tos
Ps/Mix: congestion del pecho vy | (p=0,042) en el cluster Cor/All comparado con el cluster Staph. El cluster Ps/Mix tuvo
Pseudomonadaceae/Mixed cansancio) y el estado | mayor tos que el cluster Cor/All (p=0,026).
Mixed funcional. La rinorrea severa se encontré asociada positivamente a cambios en la diversidad a
Score de sintomas de | (p=0,014), No cambios significativos en la diversidad alfa con otros sintomas.
Diversidad a: Shannon resfriado
Diversidad Marcadores nasales de
inflamacion en lavados
nasales
Mostafa et | Abundancia relativa indice de gravedad (4 | En COVID positivos se observd menor diversidad con mayor abundancia de | Anélisis univariable
al, 2020 Diversidad a: indices de Chao, | categorias: no ingreso | Propionibacteriaceae, aumento de H.influenzae y M.catarrhalis asociadas a
Simpson y Shannon hospital, ingreso hospital, | coinfecciones y descenso de Corynebacterium accolens.

Diversidad 8 indice Bray-Curtis e
indice Jaccard

ingreso UCI, intubacion)

Se observaron diferencias de diversidad bacteriana segun el indice de Bray-Curtis en
funcién de las categorias de indice de severidad. A mayor severidad menor
diversidad.
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Palacios et | Presencia Casos leves de influenza: | S.pneumoniae fue detectado en el 56,4% de casos severos, pero en el 25% de casos | Andlisis multivariable ajustado por
al, 2009 casos ambulatorios con | leves (p=0,0004). H. influenzae fue detectado en 21.3% de casos severos y en el | presencia de RSV A en los hisopos
diagnéstico confirmado de | 59.4% de casos leves (p<0,0001). S. aureus fue detectado en 2,6 % de casos severos | nasofaringeos, nimero total de agentes
HIN1 y en el 25% de casos leves (p=0,0008). La presencia de RSV A fue mas comudn en | detectados en hisopos y presencia de
Casos severos de influenza: | casos severos (15,4%) frente a casos leves (3,1%) (p=0,0085). factores de riesgo médicos implicados
casos de muerte o neumonia | No se observé diferencias para K. pneumoniae, S. marcescens, A. baumannii, HRV, | en la severidad por HIN1)
severa requiriendo | HCoV-229E, HCoV-OC43, RSV B
hospitalizacion o asistencia
mecanica con diagndstico | Se realizé una andlisis multivariable estratificado por edad: La relacion entre
confirmado de HIN1. Streptococcus pneumoniae y la severidad de la enfermedad fue significativa en los
pacientes del grupo de edad asociados a bajo riesgo de complicaciones relacionadas
con la influenza (6-55 afios, n=155, OR= 125 (95% CI, 16.95, 928.72; p,0.0001),
mientras que no fue significativa para los grupos de edad asociados mayor riesgo (<6
0 >55 afios, n=26).
Qin et al, | Diversidad a: indices de Chao 1, | Severidad: leve o severa. Se | En los grupos influenza, leve y severa, se observé menor diversidad que en el grupo | Andlisis univariable
2020 Abundance Coverage-based | considera infeccion severa la | de sanos, sobre todo en los indices Chaol y ACE. No diferencias de diversidad entre
Estimator (ACE), Shannon, | presencia de al menos un | ambos grupos en los indices de Shannon y Simpson.
Simpson criterio clinico: (1) fiebre
Abundancia relativa persistente con tos, | En el grupo control de sanos los géneros mas abundantes fueron:
expectoracion, esputo con | Corynebacteriaceae, Staphylococcus, Cubibacterium, Lawsonella, Serratia,
sangre o dolor en el pecho; (2) | En el grupo de influenza leve los géneros méas abundantes fueron: Streptococcus,
taquipnea, disfonia y cianosis; | Prevotellaceae, Neisseria, Leptotrichia, Veillonella. En el grupo de influenza severa
(3) somnolencia, disforia y | los géneros méas abundantes fueron: Acinetobacter, Streptococcus,Lactococcus,
consulsiones, (4) vomito | Prevotellaceae, Corynebacteriacea. Tanto la Prevotella como el Streptococcus fueron
severo, diarrea y | dominantes en ambos grupos, pero no en los controles sanos.
deshidratacion; (5) neumonia;
(6) agravamiento obvio de | El 61% de los casos severos fueron portadores de patobiontes (bacterias con
enfermedades subyacentes; | capacidad de provocar patologias en condiciones de disbiosis): Lactocococcus (n=7),
(@) fallo respiratorio, | Acinetobacter (n=4), Streptococcus (n=3), Corynebacteriaceae (n=3), Staphylococcus
encefalopatia aguda | (n=1), Prevotellaceae (n=1). Solo el 29% de casos de influenza leve y el 24% de casos
necrotizante, shock séptico o | control sanos fueron portadores de patobiontes. En el tracto respiratorio inferior, en
disfuncion multiorganica 10 casos de influenza (18 severos y 2 leves) se detectaron patobioentes ( A.
baumannii, K. pneumoniea, P.aeruginosa y C. striatum) que se identificaron como
especies pertenencientes a la microbiota nasofaringea.
H. Lu et al, | Abundancia Susceptibilidad a infeccion | En el grupo de influenza con infeccion pulmonar secundaria se observé aumento de | Univariable
2017 Diversidad: indice de Chao 1, Obs, | secundaria bacteriana la diversidad en los diferentes indices (Chao 1, Obs, incidence-based coverage

estimadores de cobertura basados
en la incidencia, Simpson,
Simpson invertido y Shannon
Unidades taxonémicas
funcionales (OTUs)

estimators, Simpson, Simpson invertido y Shannon) respecto al grupo de sanos. En
el grupo de influenza sin infeccién secundaria se observé aumento de diversidad en
indice de Shannon y Obs respecto al grupo de sanos. No diferencias significativas en
la diversidad entre los dos grupos de influenza.

En el grupo influenza con infecciéon secundaria se observd mayor disbiosis y
abundancia de especies de los géneros Leptorichia, Oribacterium, Streptococcus,
Atopobium, Eubacterium, Solobacterium y Rothia y en el grupo de influenza sin
infecciéon secundaria se observé mayor abundancia de especies de los géneros
Filifactor, Megasphaera y Leptorichia en comparacion al grupo de sanos. Especies de
los géneros Haemophilus y Bacteroides fueron mas abundantes en sanos.

25




4.3 Sintesis de los resultados

Las fechas de publicacion de los estudios incluidos en la revision sistematica estan
comprendidas entre los afios 2009 (31) y 2020 (32—-34) y han sido desarrollado en
diferentes paises: Nicaragua (35-37), China (33,34,38), Estados Unidos (32,39,40),
Holanda (41) y Argentina (31).

Se encontraron 8 articulos que se centraban en estudiar la microbiota y severidad de
enfermedad y/o complicaciones (31-35,38,39,41) y 3 que estudiaban la relacién entre

la microbiota y susceptibilidad a infecciones respiratorias viricas (36,37,40).

En primer lugar, los estudios que investigan la asociacion entre la microbiota y aspectos
relacionados con la severidad miden la severidad con distintos métodos. De este modo,
podemos encontrar estudios que emplean categorias de severidad (31-34) que
clasifican a los participantes en distintos grados de gravedad. Otros estudios utilizan la
medicién de sintomas (35,39,41) , la carga viral (33,39), marcadores de inflamacién (39),
la diseminacion viral (35) y la susceptibilidad a infeccion bacteriana secundaria (38)

como aspectos asociados con la severidad y/o complicaciones en la infeccién virica.

Dentro de este primer grupo de estudios, se pueden diferenciar dos tipos de disefio:
prospectivo (33,35,39,41) vy transversal (31,32,34,38). Los estudios prospectivos
presentan un periodo de seguimiento de dias que oscila entre los 5 (39) ylos 21 £2,4
dias (33). Ademas, en cuanto a las infecciones virales, se encontraron 4 estudios que
se centran en el virus influenza (31,34,35,38), 2 en el virus SARS-CoV-2 (32) (33) y 2
en el rinovirus (39,41). No se encontré ningan articulo en adultos que estudiase la

relacion de la microbiota con la gravedad causada por el virus respiratorio sincitial.

En cuanto a las caracteristicas de la poblacion de estos estudios, han participado un
total de 609 participantes. En concreto, 396 personas participaron en estudios centrados
en el virus de la influenza, 158 participantes en el rinovirus y 55 participantes en el virus
SARS-CoV-2. La edad media de los participantes esta descrita detalladamente en la
tabla de extraccion, pero a modo resumen, un estudio incluye nifios entre la poblacion
estudiada (35) y algunos sélo incluyen adultos con edad media igual o mayor a 50 afios
(32-34,38)

Para finalizar con los estudios que se centran en la severidad y/o complicaciones, el tipo

de muestra recogida para el andlisis de la microbiota se realiza mediante diferentes
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métodos. Para la recogida de muestras del tracto respiratorio superior se emplean
hisopos orofaringeos (35,38,41), hisopo nasofaringeo (31,32,34) hisopos nasales (35)
(39) y lavados nasales (38). Solo un estudio recoge muestra del tracto respiratorio
inferior mediante lavado broncoalveolar, aspirado endotraqueal y esputo (34) y dos
estudios recogen heces para el estudio de la microbiota fecal (33,39) Finalmente, las
medidas de la microbiota han sido expresadas por abundancia de bacterias
(32,33,35,38,39,41) e indices de diversidad (32,34,35,38,39,41) Ademas, en algunos
articulos también se ha utilizado la presencia de bacterias (31,34) y el tipo comunidad

microbiana nasal/orofaringea (35).

En segundo lugar, el otro grupo de estudios esta formado por aquellos que investigan
la relacion entre la microbiota e infeccion respiratoria viral. En total encontramos 3
estudios con disefio prospectivo y tiempo de seguimiento que oscila entre 5 dias (40) y
13 dias (36).

En relacion a las infecciones virales, 2 estudios se centran en el virus influenza (36,37)
y 1 estudio con el rinovirus (40). No se encontraron estudios para virus SARS-CoV-2 ni

el virus respiratorio sincitial.

En cuanto a la poblacién, los estudios estan formados por un total de 1019 participantes.
De estos, 1009 participantes pertenecen a estudios que investigan con el virus influenza
y los otros 10 participantes pertenecen a estudios que se centran en el rinovirus. Los
estudios con el virus de la influenza incluyen nifios y adultos mientras que el que se

centra en el rinovirus solo incluye adultos de 19.6 afios de edad media.

Por ultimo, en estos estudios para analizar la microbiota se recogen muestras mediante
hisopos orofaringeos (36,37) y lavados nasales (40). Ademas, para medir los resultados
de la microbiota se emplea la abundancia de bacteria (36,37,40) y el tipo de comunidad

microbiana nasal/orofaringea (37).
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En cuanto a los hallazgos obtenidos, los estudios que investigan la relacion entre la
microbiota y severidad y/o complicaciones se pueden diferenciar segun el tipo de disefio,
prospectivo o transversal. En general, todos los estudios prospectivos encontraron
efectos de las bacterias, excepto Hosftra JJet al (41) el cual no hall6 relacion entre la
abundancia o diversidad bacteriana y la severidad y/o complicaciones de la infeccién
virica. El resto de estudios prospectivos encontraron relacion entre la abundancia de
bacterias y la proteccion o la predisposicién a la severidad y/o complicaciones, pero
ninguno en la diversidad bacteriana. En referencia a los estudios transversales, Lee et
(35) al y Mostafa et al y (32) fueron los Gnicos que encontraron relacion con la diversidad
y la abundancia bacteriana, el resto de estudios solo encontr6 asociacién con la

abundancia bacteriana.

Con respecto a las bacterias, a pesar de que cada estudio encontrd efectos de varias
bacterias en la severidad y/o complicaciones al comparar, tanto los estudios
prospectivos como los transversales entre si, no existen concordancias a nivel de

género o especie bacteriana.

El segundo grupo de estudios, los centrados en la asociacion entre la microbiota e
infeccidn respiratoria, encontraron efectos protectores o efectos predisponentes en la
abundancia de bacterias. En concreto, Lee et al (36) y K. Tsang et al (37) encontr6
bacterias tanto con efecto protector como predisponente de la infeccién, sin embargo,

Allen et al (40) encontro6 bacterias con efecto predisponente.

En estos estudios Lee et al (36) y K. Tsang et al (37) coincidieron en el efecto
predisponente a la infeccion de las especies Prevotella histicola/veroralis/ fusca/ scopos/
melaninogenica. Sin embargo, no se encontraron coincidencias de bacterias con efecto

protector a nivel de género o especie.

A continuacién, en las tablas 4 y 5 se resumen los resultados encontrados sobre las
bacterias que han mostrado un efecto de proteccién o un de complicacién y/o severidad

de las infecciones viricas estudiadas.
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Tabla 4: Efecto en la severidad y/o complicaciones de las bacterias en las infecciones

respiratorias viricas.

EFECTO EN LA SEVERIDAD Y/O COMPLICACIONES

Protecciéon

Complicacién/Severidad

Virus
Prospectivos Transversales Prospectivos Transversales
Zuo et al (33): Mostafa et al (32): Zuo et al (33): Mostafa et al (32):
Especies: Especies: Familia: Menor  diversidad
SARS- Alistipes Aumento de | Erysipelotrichaceae bacteriana
CoV2 onderdonkii Propionibacteriaceae,
Faecalibacterium Haemophilus influenzae | Género Coprobacillus
prausnitzii, y Moraxella catarrhalis
Descenso de | Especies: Clostridium
Corynebacterium ramosum/ hatheway
accolens
Rinovirus | J. Lehtinen et al J. Lehtinen et al (39):
(39): Género:
Géneros: Claster Moraxella
Claster
Staphilococcus
Claster
Pseudomona/Mixto
Claster
Corynebacterium/All
oiococcus
Lee et al (b) (35): H. Lu et al (38): Lee et al (b) (35): H. Lu et al (38):
Especies: Géneros: Filifactor, | Diversidad bacteriana | Géneros:
Influenza | Veillonella Megasphaera, Leptorichia,
parvula/rogosael/aty | Leptorichia, Géneros: Neisseria, | Oribacterium,
pica/denticariosi/dis | Haemophilus y | Haemophilus, Streptococcus,
par Bacteroides Fusobacterium Atopobium,
Streptococcus Eubacterium,
vestibularis/salivariu | Palacios et al: Especies: Solobacterium y
s/gordonii Especies: Prevotella Rothia
Streptococcus Haemophilus influenzae | melaninogenica/scop

australis/parasangui
nis Il/ parasanguinis
I/ sp.
/oligofermentans/
cristatus/  sinensis/
sanguinis/ gordonii/
lactarius/  peroris/
oralis

Staphylococcus aureus

Qin et al:
Familia:
Corynebacteriaceae

Géneros:,
Staphylococcus,
Cubibacterium,
Lawsonella,
Streptococcus,
Prevotellaceae,
Neisseria, Leptotrichia,
Veillonella

Serratia,

os/sp./histicola/verora
lis/fusca/ salivae
Megasphaera
micronuciformis

Palacios et al:
Especie:
Streptococcus
pneumoniae
RSV A

Qin et al:
Familia: Corynebac
teriaceae

Géneros
Acinetobacter,
Streptococcus,
Lactococcus,
Prevotellaceae
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Tabla 5: Efecto en la infeccion de las bacterias en las infecciones respiratorias viricas.

EFECTO EN LA INFECCION

Virus Protectores Predisponentes
Lee et al (a) (36): Lee et al (a) (36):
Influenza Especie: Bacteroides vulgatus Género: Alloprevotella
Especies: Prevotella histicola/veroralis/
fusca/ scopos/ melaninogenica
Tsang et al (37)::
Especies: Streptococcus dentisani/ mitis/
Influenza A | oralis/ infantis/ tigurinus/ lactarius/ peroris/
pneumoniae
Prevotella salivae
Comunidad microbiana: CST4
Tsang et al (37): Tsang et al (37):
Influenza B | Especies: Streproccocus vestibularis/ | Especies: Prevotella  veroralis/fusca/
salivarius gordonii histicola/scopos/melanninogenica
Comunidad microbiana: CST 5
Rinovirus Allen E et al (40):

Géneros: Menor abundancia de Neisseria y
mayor abundancia de Propionibacterium

4.4 Riesgo de sesgo

La evaluacién de la calidad metodolégica de cada uno de los estudios que se incluyen

en la revision se describe en el ANEXO 2 para los estudios transversales y en el ANEXO

3 para los prospectivos.

En cuanto a los estudios transversales, solo uno ha destacado por considerarse como

estudio bueno (31), dos estudios han sido evaluados como satisfactorios (32,38) y un

estudio como insatisfactorio (34). Tal y como se observa en la tabla 6, los puntos mas

deficientes en la calidad metodolégica son la seleccién y la comparabilidad, mientras

gue el outcome ha sido mejor valorado en los estudios transversales.

30




Tabla 6: Resumen de la evaluacion de la calidad metodologica de estudios
transversales.
TRANSVERSALES
Selection Comparability Outcome Seaiie Resumen
2 3 4 1 1 2
ooz | * * X * K | * ® | sastatori
?Olil; ol * * * * * ° SatEiSSlE;ggriO
e | > ax|wk ek | x| 8| G
2y . SEEEN

En referencia a los estudios prospectivos, tras la evaluacion se han obtenido 6 estudios

con bajo riesgo de sesgo (33,36,37,39—41) mientras que solo 1 ha presentado elevado

riesgo de sesgo (35). En general, los procesos de seleccién y comparabilidad de los

estudios prospectivos han sido mas satisfactorios que en los estudios transversales.

Finalmente, en la gran mayoria de estudios el outcome también ha sido bien valorado.

Tabla 7: Resumen de la evaluacién de calidad metodoldgica de estudios prospectivos.

PROSPECTIVOS
Selection Comparability Outcome Resumen
1234 1 T [ 2 | 5 | oo

Lee et al, * 9 Bajo
2019 (a) * * * * ok * * * Riesgo

sesgo
Lee et al, 8 Bajo
2019 (b) * * * * * * riesgo
Zuo T et 8 Bajo
al, 2020 * * * * * * riesgo
Hosftra 5
JJet al, * * * *
2015
Tsang et 9 Bajo
al, 2019 * * * * * Kk * * riesgo
Lehtinen 7 Bajo
et al, 2018 * * | % * riesgo
Allen et al, 7 Bajo
2014 x| x * * riesgo
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5. DISCUSION

El efecto beneficioso de la microbiota para la salud de los seres humanos se ha
estudiado durante muchos afios, pero el estudio de la implicacion de ésta en algunas
enfermedades es mas novedoso. La presente revision se ha centrado en la relacion de
la microbiota y las infecciones respiratorias virales, en concreto en cuatro de los virus
mas importantes en la actualidad por frecuencia e impacto: rinovirus, virus respiratorio
sincitial, influenza y SARS-CoV-2. Para ello se han incluido 11 estudios que evaltuan la

microbiota respiratoria y/o fecal y su relacion con alguno de estos virus.

En general, cada estudio ha encontrado relacion de ciertas bacterias con la
susceptibilidad o la gravedad a las infecciones viricas. Sin embargo, al comparar en
conjunto los estudios no hay consenso sobre ninguna bacteria y su implicacion en la
susceptibilidad o gravedad a las infecciones viricas. Es decir, los resultados de todos
los estudios son muy heterogéneos y no coinciden en que bacterias pueden
considerarse “predisponentes” o “protectoras” de las infecciones causadas por virus. En
definitiva, hay evidencias cientificas de que ciertas bacterias pueden aumentar la
predisposicion o gravedad a infecciones virales, pero estas evidencias no permiten

concluir qué bacterias especificas estan implicadas.

Con respecto a la influencia de la microbiota respiratoria sobre la susceptibilidad de
infecciones viricas respiratorias existen escasos estudios en adultos. En esta revision
sistematica se han obtenido 3 estudios, dos centrados en infeccién por influenza (36)
(37) y otro en infeccion por rinovirus (40) con diferencias entre ellos. Lee K et al (a)
encontré una asociacion positiva entre Alloprevotella spp y Prevotella spp e infeccion
por influenza. Tsang T et al, en un estudio realizado en la misma poblacién, consideré
los subtipos de influenza A (H3N2) y B, encontrando una asociacion positiva con
Prevotella spp Unicamente con infeccion del subtipo B pero no con el subtipo A,
poniendo de manifiesto que las asociaciones pueden depender del subtipo de virus de

influenza (37).

Con respecto a las bacterias que mostraron proteccion frente a infeccion los resultados
fueron heterogéneos. Lee K et al (a) mostré una asociacion negativa entre Bacteroides
vulgatus e infeccién por influenza (36) mientras que Tsang T et al observé una
asociacion negativa entre Streptococcus spp y Prevotella salivae e infeccién por

influenza A y entre Streptococcus vestibularis/ salivarius gordonii e infeccién por
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influenza B (37). Ademas de la consideracion de los subtipos de influenza, el diferente
abordaje en el andlisis estadistico y diferente ajuste por variables de confusion con
especial atencion al estado de vacunacion (25) podrian explicar las discrepancias en los
resultados.

Por otro lado, Allen E et al mostré que en los infectados por rinovirus se encontré mayor
abundancia relativa del género Propionibacterium y menor del género Neisseria con
respecto a los no infectados en una cohorte pequefia (h=10) (40), no coincidiendo con
las bacterias que mostraron efecto en los estudios en influenza. También, los resultados
fueron inconsistentes con respecto a la diversidad bacteriana ya que Allen E et al
observo que los participantes infectados mostraron menor diversidad que los infectados,

sin embargo, no se encontrd asociacion en los estudios con influenza.

Nuestros resultados encajan con la bibliografia actual sobre la relacién de la microbiota
con las infecciones virales. Por ejemplo, una revision realizada por Yuan et al (42)
coincide en la conclusion de que existe evidencia de la influencia de la microbiota sobre
la susceptibilidad a la infeccion viral, especialmente a partir de estudios realizados en
poblacion infantil que son los mayoritarios, pero hay variabilidad entre los diferentes

virus.

Otros trabajos, como el de Esposito et al (43), coinciden con nuestros resultados
afirmando que en varios estudios se han identificado bacterias “protectoras” vy
“peligrosas” de las infecciones virales. En este sentido, Wilks J et al (44) también
reconoce este doble papel que puede ejercer los microorganismos componentes de
la microbiota en las infecciones virales. Por otro lado, Li N. et al (45) respalda esta
interaccion entre la microbiota comensal y los virus, a pesar de reconocer que no se
entienden los mecanismos por los cuales la microbiota influye en la replicacion,
transmisién y persistencia viral, ademas, aflade que la interaccion es bidireccional y las
infecciones virales causan disbiosis de la microbiota. A la luz de los resultados
observados en la presente revisidn, son necesarios mas estudios para confirmar la
asociacion de Prevotella spp con mayor riesgo de infeccion por influenza, asi como para
verificar como Prevotella spp puede modificar la inmunidad y la respuesta inmune

especifica al virus de la influenza.

Por otro lado, la comparabilidad entre estudios es dificil puesto que el estudio realizado
con respecto a infeccién de rinovirus mostré peores puntuaciones en la evaluacion del

riesgo de sesgo que los dos anteriores debido a posible sesgo de seleccion por
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reclutamiento de voluntarios que podrian estar mas interesados en su salud y, por lo
tanto, mas sanos (46) y ausencia de andlisis multivariable. Ademas, también difiere
respecto al periodo de seguimiento, al tipo de muestra de microbiota y a las técnicas de
andlisis de microbiota ya que en este estudio se secuencio las regiones V1-V2 y en los
dos anteriores estudios las regiones V3-V4. La seleccion de la region de secuenciacion
puede influir en los resultados obtenidos, obteniéndose mayor reproducibilidad con las
regiones V3-V4 que con V1- V2 (47).

Otra revision (25), también destaca la heterogeneidad de los estudios tanto en nifios
como en adultos y también la necesidad de nuevos estudios con periodos de
seguimiento mas largos, con diversas tomas de muestra en diferentes puntos del
periodo de seguimiento, y que tengan en cuenta variables de confusion como estado
vacunal, edad, y dieta. Destaca también el desafio que suponen este tipo de estudios
debido a la necesidad de la obtencién de microbiota con anterioridad a la infeccion, la
eleccion del momento adecuado de la obtencion de la microbiota y la variabilidad del
periodo hasta el desenlace. Ello podria ser mas facil con el reclutamiento de
participantes que se expongan de forma voluntaria a la infeccion, pero ello implica

consideraciones éticas.

Todas estas caracteristicas podrian relacionarse con la escasa evidencia encontrada.
Sin embargo, y coincidiendo con revisiones previas (25,28) existe mayor numero,
aunque también limitado, de estudios que han analizado la relacién de los cambios en
la microbiota nasofaringea e intestinal con complicaciones y/o severidad de infecciones
respiratorias en adultos, en concreto 8 estudios. Cuatro de ellos eran estudios
transversales con un nivel de evidencia menor, y solo se encontraron 4 estudios
prospectivos sobre 3 tipos de infeccion respiratoria diferente, infeccion debida a SARS-
Cov-2 (33), rinovirus (39) e influenza (35).

Todos los estudios prospectivos encontraron efectos protectores o de aumento de
complicaciones o severidad de diversas bacterias, sin hallar coincidencias, excepto
Hosftra JJet al (41) el cual no hall6 relacién entre la abundancia o diversidad bacteriana
y la severidad y/o complicaciones de la infeccion virica. Los géneros Coprobacullis,
Moraxella, y Neisseria, Haemophilus y Fusobacterium mostraron asociacion con
severidad en la enfermedad asociada a infeccion de SARS-Cov-2 (33), rinovirus (39) e
influenza (35) respectivamente. Clostridium spp y Prevotella spp mostraron asociacion
con severidad en el caso de SARS-Cov-2 (33) e influenza (35). Sin embargo, los

géneros Staphilococcus, Pseudomona y Corynebacterium se asociaron con menor
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severidad para infeccion de rinovirus, las especies Alistipes onderdonkii vy
Faecalibacterium prausnitzii se asociaron con menor severidad de COVID y Veinella spp
y Streptococcus spp con menor severidad de influenza. Cabe destacar que la muestra
de microbiota del estudio prospectivo realizado en relacion a SARS-Cov-2 (33) proviene
de heces, siendo el Unico estudio, incluido en esta revision, que estudia la relacion de

la influencia de la microbiota intestinal en la severidad de infeccién virica.

Con respecto a los estudios transversales (31,32,34,38) incluidos en esta revision
sistematica también se encontraron efectos protectores o de aumento de
complicaciones o severidad de COVID y gripe de diversas bacterias. La mayoria de
estudios se realizaron en relacién a infeccién por influenza aunque en diferentes
subtipos. Los resultados fueron muy heterogéneos e incluso contradictorios en el caso
de ciertos géneros como Streptococcus y Prevotellaceae (34,38) poniendo de manifiesto
la importancia de analizar la microbiota a nivel de especie. La especie Haemophilus
influenzae mostré un efecto protector frente a severidad tanto para infeccién por SARS-
Cov-2 (32) como para influenza (31). En cuanto a la relacion de diversidad bacteriana
con severidad de la infecciébn los resultados fueron inconsistentes. Ademas, la
heterogeneidad observada entre estudios no ha hecho posible el andlisis cuantitativo

mediante metanalisis de las asociaciones observadas.

La evidencia previa en estudios realizados en poblacién infantil expone que estudios de
cohortes también han mostrado un aumento de Moraxella en nifios y neonatos en la
infeccién por rinovirus (48). Ademas de Moraxella, también destaca un aumento de
Haemophilus. En contraposicion, en la infeccién por VRS no destacan ni Moraxella ni
Haemophilus, los cuales se encuentran en baja carga (49). En la infeccion por VRS si
gue destaca la presencia de especies de Streptoccocus, que se relaciona con un
aumento en la severidad de la bronquiolitis (50). Otro estudio transversal realizado
durante la infeccién por RSV asocia la gravedad de la infeccion con Haemophilus
influenzae, mientras que la gravedad se asocia hegativamente con Streptoccocus spp
(51). Otro articulo afiade que la dominancia de Moraxella durante la infeccién por RSV
supone una hospitalizacion menor, mientras que la presencia de Haemophilus
influenzae y Streptoccocus spp se asocian con mayor hospitalizaciéon (52). En relacion
con la gripe, en otro estudio realizado en nifios, se predice la infeccion severa
por influenza ante el aumento de la diversidad de bacterias en la nasofaringe, en
concreto las especies mas abundantes fueron Prevotella melaninogenica y Veillonella
dispar (53). Como se observa, hay resultados heterogéneos y también contradictorios

entre los diferentes estudios. Esta inconsistencia en los resultados también se ha
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destacado en algunas revisiones previas (25,28,54), remarcando la importancia de
identificar el grupo taxonémico de las bacterias a nivel de especie puesto que especies
de un mismo género han mostrado efectos opuestos como es el caso de Moraxella spp
y Haemophilus spp (55). A pesar de que no se haya detectado una microbiota especifica
en adultos, sin embargo, en relacion a la severidad, algunas revisiones como Pichon et
al (28) y Diaz- Diaz et al (54) refieren que la microbiota modula las consecuencias

clinicas durante las infecciones respiratorias interaccionando con el sistema inmune.

Asi pues, en esta revision podemos encontrar algunas limitaciones que pueden afectar
a los resultados. La variabilidad encontrada en los resultados puede deberse a los
diferentes agentes viricos evaluados, el tipo de disefio transversal o prospectivo y el
nivel de caracterizacion de la microbiota (familia, género, especie) como se ha expuesto
anteriormente pero también a otros factores. Los estudios difieren en las caracteristicas
de los participantes. Hay variacion en la region geogréfica y en la edad ya que algunos
estudios también incluyen nifios (35-37). Esto puede aumentar la heterogeneidad
debido a que la edad esta asociada a cambios en la composicion de la microbiota (44).
También incluyen voluntarios sanos, contactos en hogares y hospitalizados que pueden
diferir en el estado inicial de salud y, por lo tanto, en la microbiota. Ademas, para medir
la severidad los estudios utilizan métodos bastante diferentes entre si, algunos de los
cuales son medidas subjetivas, como la medicién de sintomas (35,39,41) y por tanto

variables entre individuos.

También se observan diferencias en los periodos de seguimiento y en el momento y tipo
de muestra de microbiota. Solo se ha encontrado un estudio que haya estudiado la
relacion entre la microbiota fecal y severidad por infeccién virica (33). Sin embargo, se
estd dando especial importancia al estudio conjunto de la microbiota respiratoria e
intestinal (25) ya que podria ayudar a identificar la microbiota asociada a susceptibilidad
y severidad por infeccion virica asi como futuras perspectivas en diagndéstico y

tratamiento.

En segundo lugar, también aporta variabilidad que el tema sea novedoso y no se posea
tanta experiencia como en otros campos. Esto queda reflejado en esta revisién ya que,
a pesar de no haber incluido restricciones en la fecha de publicacién de los estudios
incluidos, muchos de ellos tienen fecha de publicacién menor de 2 afios. En relacion con
ello, se observa también diferencias entre estudios en las técnicas de andlisis de
microbiota y abordajes en el analisis estadistico en busca de aumentar la validez de los

estudios, que podrian influir en la sintesis de los resultados observados (25).
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Ademas, la microbiota no solo estd compuesta por bacterias sino también por virus,
hongos etc... que pueden influir también en la relacion entre microbiota e infecciones
viricas (28). Las técnicas actuales de metagendmica permiten la deteccion de los
diferentes microorganismos, sin embargo, en la presente revision sistematica solo se ha

encontrado un estudio que haya detectado bacterias y virus (31).

Por otro lado, los estudios prospectivos generan un nivel de evidencia mayor que el
resto de estudios observacionales. Sin embargo, para incluir un mayor nimero de
articulos que pudieran aportar informacion adicional, esta revisiébn no solo incluye
estudios prospectivos, sino que también incluye estudios transversales que presentan
menor el nivel de evidencia cientifica. Esto se debe al numero limitado de articulos
originales, en parte debido a la dificultad y desafio que representa obtener muestras de
microbiota en diferentes momentos de la infeccion, sobre todo antes y después de la

infeccion.

En relacion al parrafo anterior, otra limitacion importante es el bajo tamafio de muestra
de algunos de los estudios. Los estudios con menor nimero de participantes incluyen a
6 y a 10 voluntarios que se inoculan con rinovirus (40,41), a 15 sujetos con infeccion
COVID (33) y a 21 pacientes con influenza y con infeccién pulmonar bacteriana

secundaria (38).

También se han detectado sesgos que podrian condicionar los resultados observados.
Los transversales han mostrado bajas puntuaciones en la escala de NOS, sobre todo
en el dominio relacionado con el sesgo de seleccién. Esto se debe a que ninguno de los
estudios justifica el tamafio de muestra ni aporta informacién de los sujetos no
reclutados de la poblacion diana. En el caso de los prospectivos, en general, el proceso
de seleccién presenta menor riesgo de sesgo. También 3 de los estudios podrian

presentar sesgo de autoseleccién o del voluntario (39—-41).

También destaca que solo algunos estudios ajustan por factores de confusion en el
analisis de los resultados (31,33,35-37). El resto de estudios tiene un mayor riesgo de
sesgo por confusion porque no realizan ajuste en el analisis por los factores de
confusién. Dubourg et al (25) destaca la necesidad de ajuste por variables importantes
como edad y estado de vacunacién y ademas, reclama la realizacion de nuevos estudios
gue ayuden a clarificar los principales factores de confusion. En esta revision sistematica
se han recopilado las siguientes variables: edad, sexo, comorbilidades, uso de

antibidticos, consumo de tabaco, tipo de comunidad microbiana al inicio del estudio y
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estado de vacunacion. Sin embargo, otro factor de confusién importante como la dieta
(25) no se ha tenido en cuenta en ninguno de los estudios.

Por otro lado, otra limitacion inherente de las revisiones sistematicas, el sesgo de
publicacion (46). Este sesgo consiste en una alteracion en los resultados debido a que
se tiende a publicar mas los estudios que concluyen con resultados a favor de las
hipotesis que se estudia. De esta manera, las revisiones tienden a sobreestimar el efecto
0 asociacién que se estudia porque no se incluyen los estudios no publicados que van
en el sentido opuesto. En este caso, los resultados probablemente estan mas influidos
por estudios que han encontrado asociacién entre la microbiota y las infecciones virales
que en estudios que no han encontrado asociacion. Otra limitacién, es que a pesar de
gue se ha disefiado una busqueda sistematica y exhaustiva, es posible que no se hayan
encontrado algunos estudios, sobre todo aquellos que no hayan sido publicados en las
bases de datos de PubMed y Scopus o publicados en otro idioma diferente al espafiol o

el inglés.

En conclusion, en la presente revision sistematica, que incluye 11 estudios, se muestra
evidencia de la asociacidn entre la microbiota respiratoria e intestinal y la susceptibilidad
a infeccion virica o severidad debida a la infeccién en poblacion adulta. Se observan
tanto efectos protectores como de aumento de riesgo. Sin embargo, debido a diferencias
en los diversos agentes viricos, caracteristicas de la poblacién, disefio de estudios,
técnicas de caracterizacion de microbiota y andlisis estadistico la comparabilidad entre
estudios es dificil y los resultados heterogéneos, de manera, que no es posible
establecer bacterias especificas que se hayan asociado de forma consistente entre
estudios la susceptibilidad a infeccion virica o severidad debida a la infeccion en
poblacién adulta. La evidencia obtenida en esta revision destaca el creciente interés en
el estudio de la microbiota objetivando un aumento de los estudios sobre este tema en
los dltimos afios. Ademas, proyectos como The Human Microbiome Project (12) que
prentende ampliar el conocimiento de la microbiota y su papel en la salud y en la

enfermedad.

Asi pues, es indiscutible que en los seres humanos conviven microorganismos que
repercuten en la salud y, en concreto, en las infecciones respiratorias viricas. El reto
actual recae en cOmo estos microorganismos se relacionan con la protecciéon o la
predisposicion en la susceptibilidad y severidad a las infecciones. Una vez se establezca

dicha relacioén, las futuras investigaciones podran centrarse en terapias, como el uso de
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probidticos, que modulen la interaccion de la microbiota con los virus respiratorios,

cambiando el manejo actual y limitado de las infecciones respiratorias viricas.
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6. CONCLUSIONES

Con respecto a la influencia de la microbiota respiratoria e intestinal sobre la
susceptibilidad de infecciones viricas respiratorias se han observado asociacion con
bacterias protectoras y que aumentan el riesgo. Sin embargo, los estudios son escasos,
debido en parte al desafio que representa el desarrollo de los mismos. Se detectaron 3
estudios prospectivos sobre infeccién por influenza y rinovirus. No se detectaron
estudios con microbiota intestinal. En dos estudios prospectivos, realizados en la misma
poblacién, pero con diferencias en la metodologia, se ha mostrado una asociaciéon de
Prevotella spp con mayor riesgo de infeccion por influenza que debe ser confirmada en
futuros estudios. Sin embargo, la variabilidad de bacterias que han mostrado proteccién
es amplia. La consideracion de los subtipos de influenza, el diferente abordaje en el
andlisis estadistico y diferente ajuste por variables de confusién con especial atencién

al estado de vacunacién podrian explicar las discrepancias en los resultados.

Con respecto a estudios que han analizado la relacion de los cambios en la microbiota
nasofaringea e intestinal con complicaciones y/o severidad de infecciones respiratorias
en adultos, se detectaron 8 estudios, 4 de ellos transversales con un nivel de evidencia
menor, y 4 estudios prospectivos sobre 3 tipos de infeccién respiratoria diferente,
infeccion debida a SARS-Cov-2, rinovirus e influenza. Solo uno de ellos analiza
microbiota fecal. Todos los estudios prospectivos y transversales encontraron efectos
protectores 0 de aumento de complicaciones o severidad de diversas bacterias, sin
hallar coincidencias, excepto uno de ellos que no encontré asociacion.

Se detectd mayor riesgo de sesgo en los estudios transversales gque en los estudios
prospectivos. Aun asi, se observd gran variabilidad entre los estudios en cuanto a
caracteristicas de la poblacion, definicién de severidad, periodo de seguimiento, tipo de
muestra de microbiota, técnicas de andlisis de microbiota y abordaje en el analisis

estadistico.

Se recomienda para futuros estudios aumentar el tamafio de muestra, caracterizar la
microbiota a nivel de especie puesto que a nivel de género se pueden encontrar
resultados contradictorios, estudiar el papel de otros componentes de la microbiota
como hongos y virus, estudiar de forma conjunta la microbiota respiratoria y la microbiota
intestinal, realizar estudios con periodos de seguimiento mas largos, con diversas tomas
de muestra en diferentes puntos del periodo de seguimiento, y que tengan en cuenta
variables de confusion como edad, sexo, comorbilidades, uso de antibiéticos, consumo

de tabaco, tipo de comunidad microbiana al inicio del estudio, estado de vacunacion y
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dieta asi como, explorar nuevos factores de confusion que pueden influir en la
asociacion entre microbiota respiratoria e intestinal y la susceptibilidad o severidad de

infecciones viricas respiratorias.
Todo ello contribuird a un conocimiento mas profundo en la relacién entre microbiota e

infecciones respiratorias viricas que conduzca a futuros avances en prondstico,

diagnostico y tratamiento de las infecciones respiratorias viricas.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Lista de comprobacion de los items para incluir en la publicacién de una

revision sistematica (con o son metaanalisis). La declaracion PRISMA.

Secridntema Niimero {temn

Tieuko

Titulo 1 Identiticar la publicacion coma revissda sistemdtica, metaanalisis o ambos

Resumen

Resumen estructurado 2 Facllitar un resuwmen estructurado gue incluya, segin corresponda: antecedentes; abjetivos;
fuente de los datos; criterios de elegibitidad de los estudios, participantes ¢ intervencones;
evaluacion de los estudios ¥ métodos de sintesls: resultados; limitaciones; conclusiones ¢
implicackones de los hallazgos principales: ndmero de registro de la revisidn sistemdtica

Introduccion

Justificacion 3 Describir Ia Justificacion de 1a revisidn en el contexto de 1o que ya se conoce sobee ef tema

Objetivos 4 Plantear de forma explicita las preguntas que se desea contestar en relacion con los
participantes, las intervenciones. las comparaciones, los resultados y ¢l disefo de los estudios
(PICOS)*

Métodos

Protocolo y registro 5 Indicar si existe un protocoio de revisidn al que se pueda acceder (por e).. direcclén web) y, si
esta disponible, la informacion sobre ¢l registro, incluyendo su nimero de registro

Criterios de elegibsliclad 6 Especificar las caracteristicas de Jos estudios (por ej,, PRCOS, duracion del seguimienta) y de las
caracteristicas (por i, ados abarcados, idiomas o estatus de publicaciin] unilizadas como
criterios de elegibilidad y su justificacion

Fuentes de informacion 7 Describir toclas las fuentes de informacion {por eg., bases de datos y periodos de basqueda,
contacto con los autores para identificar estudios adicionales, etc.) en k3 biasqueda y 1a fecha
de la ditima bldsqueda realizada

Blsqueda 8 Presentar la estrategia completa de basgueda electrdnica en, al menos, una base de datos,
incluyendo los limites utilizados. de tal forma que pueda ser reproducible

Seleccian de los estudios 9 Especificar el proceso de seleccion de bos estudios (por ef., el cribado y k3 elegibilidad incluidos
en la revision sistemidtica y. cuando sea pertinente, incluldos en el metaandlisis)

Proceso de extraccion de datos 10 Describir los métodos para la extraccian de datos de las publicaciones (por ¢j., formularios
pilotadoe. por duplicade y de forma independiente] v cualquier praceso para obtener y
confirmar datos por parte de los investigadores

Lista de dates 1 Listar y definir todas las varfables para las que se buscaron datos {por el PICOS, fuente de
financiacion) y cualquier asuncion y simplificacion que se hayvan heche

Riesgo de sesgo en los estudios individoales 12 Describiv los métados utilizadas para evaluar ¢l nesgo de sesgo en los estudios individuales
(especificar si se realizd al nivel de los estudios o de tos resultados) y cdmo esta informackin
se ha utilizade en la sintesis de datos

Medidas de resumen 13 Especificar las principales medidas de resumen {por ej, razon de riesgos o diferencia de
medias) ’

Sintesis de resultados “ Describir los métodes para manejar bos datos y combinar resultados de los estudios, cuando
esto es posible, incluyendo medidas de consistencia {par &), item 2] para cada metaandlisis

Riesgo de sesgo entre los estudios 14 Especificar cualquier evaluacion del riesgo de sesgo que pueda afectar 1a evidencia
acumulativa (por ed. sesgo de publicactén o comunicacion selectiva)

Andlisis adicionales 16 Describir los métodos adicionales de andlisis {por ex, andlisis de sensibilidad o de subgrupos,
metarregresion), en el caso de que se hiciera, indicar cudles fueron preespecificados

Resultadas

Seleccian de estudion 17 Facilitar el nimero de estudios cribados, evaluados para su elegibilidad ¢ incluidos en la
revision, y detallar las razones para su exclusion en cada ecapa, idealmente mediante un
diagrama de flujo

Caracteristicas de Jos estudios 18 Para cada estudio presentar 1as caracteristicas para ks que se extrajeran Jos datos (poe ej.

Riesgo de sesgo en Jos estudios 19 Presentar datos sobre el riesgo de sesgo en cada estudio y, &1 estd disponible, cualquier
evaluacidn del sesgo en los resultados (ver item 12)

Resultados de los estudios individuales 20 Para cada resultado considerado en cada estudio (beneficlos o dafos), presentar; a} el dato
resumen para cada grupo de intervencion y b) la estimacidn del efecto con su intervalo de
confianza, idealmente de forma grafica mediante un diagrama de bosque (forest piot)

Sintesis de los resultados 21 Presentar los resultados de todos los metaandlisis realizados, incluyendo los Intervalos de
confianza y las medidas de consistencia

Riesgo de sesgo entre los estudios 22 Presentar los resultados de cualquier evaluacion del riesgo de sesgo entre los estidios (ver
ftem 15}

Analisis adiclonales 23 Facilitar los resultados de cualguler analisis adickonal. en el caso de que se hayan realizado
(por &j.. andlisis de sensibilidad o de subgrupos, metarregresidn |ver item 16])

Discusidn

Resumen de la evidencia 24 Resumir Jos hallazgos principales, incluyendo la fortaleza de Las evidencias para cada
resultado principal: conskderar su refevancia para grupos clave [por ei. proveedores de
culdados, usuarlos y decisores en salud)

Limitaciones 25 Discutir las fimitaciones de los estudios y de los resultados (por €], riesgo de sesgo) y de la
revision (por ¢j,, obtencidn incompleta de los estudios identificados o comunicacion
selectiva)

Conclusiones 26 Proporcionar una Interpretacidn general de Jos resultados en el contexto de otras evidencias,
asi como las implicaciones para la futura investigacion

Financiacion

Financiacion 27 Describir las fuentes de financiacion de L revisian sistemdtica y otro tipo de apayos (por ef.,

aporte de los datos), ast como el rol de los financiadores en ka revisidn sistemdtica
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ANEXO 2: Evaluaciéon de la calidad estudios transversales con la herramienta
Newcastle-Ottawa Scale adapted for cross-sectional studies

METAGENOMIC NEXT-GENERATION SEQUENCING OF NASOPHARYNGEAL
SPECIMENS COLLECTED FROM CONFIRMED AND SUSPECT COVID-19
PATIENTS Mostafa et al, 2020

Selection:

1) Representativeness of the sample:

a) Truly representative of the average in the target population % (all subjects
or random sampling) Se obtuvieron 50 muestras de hisopos nasofaringeos
seleccionados al azar de 40 pacientes con COVID-19 y 10 pacientes con
sospecha de tener COVID-19.

b) Somewhat representative of the average in the target group.* (non-random
sampling)

c) Selected group of users/convenience sample.

d) No description of the derivation of the included subjects.

2) Sample size:
a) Justified and satisfactory (including sample size calculation). %
b) Not justified. No incluye célculos para el tamafio muestral ni lo justifica
¢) No information provided

3) Non-respondents:
a) Proportion of target sample recruited attains pre-specified target or basic
summary of non-respondent characteristics in sampling frame recorded. %
b) Unsatisfactory recruitment rate, no summary data on non-respondents.
¢) No information provided No informacién sobre los sujetos no reclutados de
la poblacién diana.

4) Ascertainment of the exposure (risk factor):
a) Vaccine records/vaccine registry/clinic registers/hospital records only. % %
Secuenciacién metagenémica para determinar la microbiota.
b) Parental or personal recall and vaccine/hospital records. *
c) Parental/personal recall only.

Comparability: (Maximum 2 stars)

1) Comparability of subjects in different outcome groups on the basis of design or
analysis. Confounding factors controlled.
a) Data/ results adjusted for relevant predictors/risk factors/confounders e.g.
age, sex, time since vaccination, etc. * %
b) Data/results not adjusted for all relevant confounders/risk
factors/information not provided. Analisis univariable.
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Outcome:

1) Assessment of outcome:
a) Independent blind assessment using objective validated laboratory methods. % %
b) Unblinded assessment using objective validated laboratory methods. % %
indice de gravedad (4 categorias: no ingreso hospital, ingreso hospital, ingreso
UCI, intubacion)
¢) Used non-standard or non-validated laboratory methods with gold standard. ¥
d) No description/non-standard laboratory methods used.

2) Statistical test:

a) Statistical test used to analyse the data clearly described, appropriate
and measures of association presented including confidence intervals
and probability level (p value). %

b) Statistical test not appropriate, not described or incomplete.

DISORDERED OROPHARYNGEAL MICROBIAL COMMUNITIES IN H7N9
PATIENTS WITH OR WITHOUT SECONDARY BACTERIAL LUNG INFECTION H.
Lu et al

Selection:

1) Representativeness of the sample:

a) Truly representative of the average in the target population. % (all subjects or
random sampling)

b) Somewhat representative of the average in the target group.% (non-random
sampling)

c) Selected group of users/convenience sample. Los participantes del estudio
fueron voluntarios introducidos por su medico.

d) No description of the derivation of the included subjects.

2) Sample size:
a) Justified and satisfactory (including sample size calculation). %
b) Not justified. No incluye célculos para el tamafio muestral ni lo justifica
¢) No information provided

3) Non-respondents:
a) Proportion of target sample recruited attains pre-specified target or basic
summary of non-respondent characteristics in sampling frame recorded. %
b) Unsatisfactory recruitment rate, no summary data on non-respondents.
¢) No information provided No informacién sobre los sujetos no reclutados de la
poblacion diana.

4) Ascertainment of the exposure (risk factor):
a) Vaccine records/vaccine registry/clinic registers/hospital records only. % %
Secuenciaciéon de 16S rRNA /region V3y V4
b) Parental or personal recall and vaccine/hospital records. %
c) Parental/personal recall only.
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Comparability: (Maximum 2 stars)

1) Comparability of subjects in different outcome groups on the basis of design or
analysis. Confounding factors controlled.
a) Data/ results adjusted for relevant predictors/risk factors/confounders e.g. age,
sex, time since vaccination, etc. % %
b) Data/results not adjusted for all relevant confounders/risk
factors/information not provided. Andlisis univariante

Outcome:

1) Assessment of outcome:
a) Independent blind assessment using objective validated laboratory methods. % %
b) Unblinded assessment using objective validated laboratory methods. % %
La infeccién secundaria bacteriana fue determinada por métodos de laboratorio y
registros meédicos.
c) Used non-standard or non-validated laboratory methods with gold standard. %
d) No description/non-standard laboratory methods used.

2) Statistical test:

a) Statistical test used to analyse the data clearly described, appropriate and
measures of association presented including confidence intervals and
probability level (p value). %

b) Statistical test not appropriate, not described or incomplete.

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE COINFECTION IS CORRELATED WITH THE
SEVERITY OF HIN1 PANDEMIC INFLUENZA Palacios et al

Selection:

1) Representativeness of the sample:

a) Truly representative of the average in the target population.* (all subjects
or random sampling) Las muestras para este estudio fueron seleccionadas al
azar.

b) Somewhat representative of the average in the target group.* (non-random
sampling)

c) Selected group of users/convenience sample.

d) No description of the derivation of the included subjects.

2) Sample size:
a) Justified and satisfactory (including sample size calculation). %
b) Not justified. No incluye célculos para el tamafio muestral ni lo justifica
¢) No information provided

3) Non-respondents:
a) Proportion of target sample recruited attains pre-specified target or basic
summary of non-respondent characteristics in sampling frame recorded. %
b) Unsatisfactory recruitment rate, no summary data on non-respondents.
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c) No information provided No informacién sobre los sujetos no reclutados de la
poblacién diana.

4) Ascertainment of the exposure (risk factor):
a) Vaccine records/vaccine registry/clinic registers/hospital records only.%%
MassTag PCR
b) Parental or personal recall and vaccine/hospital records. %
c) Parental/personal recall only.

Comparability: (Maximum 2 stars)

1) Comparability of subjects in different outcome groups on the basis of design or
analysis. Confounding factors controlled.

a) Data/ results adjusted for relevant predictors/risk factors/confounders e.g.
age, sex, time since vaccination, etc. % % Analisis multivariable ajustado por
esencia de RSV A en los hisopos nasofaringeos, nimero total de agentes
detectados en hisopos y presencia de factores de riesgo médicos implicados en
la severidad por H1N1)

b) Data/results not adjusted for all relevant confounders/risk factors/information not
provided.

Outcome:

1) Assessment of outcome:

a) Independent blind assessment using objective validated laboratory methods. % %

b) Unblinded assessment using objective validated laboratory methods. % %
Los casos leves corresponden a pacientes ambulatorios con diagndéstico
confirmado de H1N1 y los casos severos corresponden a pacientes con neumonia
severa requiriendo hospitalizacién o asistencia mecanica. No menciona que sea
ciego.

¢) Used non-standard or non-validated laboratory methods with gold standard. %

d) No description/non-standard laboratory methods used.

2) Statistical test:

a) Statistical test used to analyse the data clearly described, appropriate and
measures of association presented including confidence intervals and
probability level (p value). %

b) Statistical test not appropriate, not described or incomplete.

SUPER-DOMINANT PATHOBIONTIC BACTERIA IN THE NASOPHARYNGEAL
MICROBIOTA AS CAUSATIVE AGENTS OF SECONDARY BACTERIAL
INFECTION IN INFLUENZA PATIENTS Qin et al

Selection:

1) Representativeness of the sample:
a) Truly representative of the average in the target population. % (all subjects or
random sampling)
b) Somewhat representative of the average in the target group.>* (non-random
sampling)
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c) Selected group of users/convenience sample. Los participantes del estudio
fueron seleccionados (no menciona método) entre los pacientes ingresados en
un hospital de China.

d) No description of the derivation of the included subjects.

2) Sample size:
a) Justified and satisfactory (including sample size calculation). %
b) Not justified. No incluye calculos para el tamafio muestral ni lo justifica
¢) No information provided

3) Non-respondents:
a) Proportion of target sample recruited attains pre-specified target or basic
summary of non-respondent characteristics in sampling frame recorded. %
b) Unsatisfactory recruitment rate, no summary data on non-respondents.
c) No information provided No informacién sobre los sujetos no reclutados de la
poblacién diana.

4) Ascertainment of the exposure (risk factor):
a) Vaccine records/vaccine registry/clinic registers/hospital records only. % %
Secuenciacion de 16S rRNA
b) Parental or personal recall and vaccine/hospital records. %
c) Parental/personal recall only.

Comparability: (Maximum 2 stars)

1) Comparability of subjects in different outcome groups on the basis of design or
analysis. Confounding factors controlled.
a) Data/ results adjusted for relevant predictors/risk factors/confounders e.g. age,
sex, time since vaccination, etc. % %
b) Data/results not adjusted for all relevant confounders/risk
factors/information not provided. Analisis univariable

Outcome:

1) Assessment of outcome:
a) Independent blind assessment using objective validated laboratory methods. % %
b) Unblinded assessment using objective validated laboratory methods. % %
c) Used non-standard or non-validated laboratory methods with gold standard. %
Severidad medida con criterios clilinicos
d) No description/non-standard laboratory methods used.

2) Statistical test:

a) Statistical test used to analyse the data clearly described, appropriate and
measures of association presented including confidence intervals and
probability level (p value). %

b) Statistical test not appropriate, not described or incomplete.
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ANEXO 3: Evaluaciéon de la calidad estudios prospectivos con la herramienta
Newcastle-Ottawa Scale assessment scale cohort studies

THE RESPIRATORY MICROBIOME AND SUSCEPTIBILITY TO INFLUENZA
VIRUS INFECTION Lee et al, 2019 (a)

Selection

1) Representativeness of the exposed cohort

a) truly representative of the average in the community %

b) b) somewhat representative of the average in the community 4
Los participantes son gente que acude al centro de salud con sintomas de
influenza y sus contactos en el hogar

c) selected group of users eg nurses, volunteers:

d) no description of the derivation of the cohort

2) Selection of the non exposed cohort

a) drawn from the same community as the exposed cohort Todos los
participantes se reclutan igual

b) drawn from a different source

¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure

a) a)secure record (eg surgical records) % Secuenciacion de 16S rRNA
b) structured interview %

c) written self report

d) no description

4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study

a) a)yesxk RT-PCR para influenza negativo al inicio del estudio
b) No

Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis

a) study controls select the most important factor) %

b) b) study controls for any additional factor+ (This criteria could be modified
to indicate specific control for a second important factor.)
Andlisis multivariable ajustado por variables de confusién (tipo de comunidad
microbiana al inicio del estudio, edad, fumadores en el hogar, hacinamiento en
el hogar y agrupacion por hogares)
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Outcome

1) Assessment of outcome

a) independent blind assessment %

b) record linkage x RT-PCR o0 anticuerpos especificos de inhibicion de
hemaglutinaciéon, no menciona que la evaluacion sea ciega

c) self report

d) no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur

a) yes (select an adequate follow up period for outcome of interest) % 13 dias,
tiempo suficiente para que se produzca la infeccién
b) no

3) Adequacy of follow up of cohorts

a) a) complete follow up - all subjects accounted for Sin pérdidas de
participantes

b) subjects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost->_
% (select an adequate %) follow up, or description provided of those lost)

c) followuprate<__ % (select an adequate %) and no description of those lost

d) no statement

THE RESPIRATORY MICROBIOTA: ASSOCIATIONS WITH INFLUENZA
SYMPTOMATOLOGY AND VIRAL SHEDDING Lee et al, 2019 (b)

Selection

1) Representativeness of the exposed

a) truly representative of the average in the community %

b) somewhat representative of the average in the community %
Los participantes son gente que va al centro de salud con sintomas de
influenza y sus contactos en el hogar

c) selected group of users eg nurses, volunteers:

d) no description of the derivation of the cohort

2) Selection of the non exposed cohort

a) drawn from the same community as the exposed cohort % Todos se
reclutan igual

b) drawn from a different source

¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure

a) a)secure record (eg surgical records)* Secuenciacion de 16S rRNA
b) structured interview %

c) written self report

d) no description
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4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study

a) yes %
b) no

Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis

a) study controls for (select the most important factor) %

b) study controls for any additional factor (This criteria could be modified to
indicate specific control for a second important factor.) %
Andlisis multivariable ajustado por edad, sexo y agrupacién por hogares

Outcome

1) Assessment of outcome

a) independent blind assessment %

b) record linkage %

c) self report La duracion diseminacion viral se mide con tiempo entre la primera
RT-PCR positiva y la primera RT-PCR negativa (método de laboratorio) pero la
duracion sintomatologia se mide con un diario de sintomas reportado por los
participantes,

d) no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur

a) yes (select an adequate follow up period for outcome of interest) %13 dias,
se establece un periodo que es el “influenza-associated illness period”
b) no

3) Adequacy of follow up of cohorts

a) complete follow up - all subjects accounted for *Sin pérdidas de participantes
b) b) subjects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost - >

% (select an adequate %) follow up, or description provided of those
lost) %
c) follow up rate < % (select an adequate %) and no description of those lost

d) no statement

ALTERATIONS IN GUT MICROBIOTA OF PATIENTS WITH COVID-19 DURING
TIME OF HOSPITALIZATION Zuo T et al, 2020

Selection

1) Representativeness of the exposed cohort

a) truly representative of the average ____in the community %

b) somewhat representative of the average in the community s
Los participantes son hospitalizados por COVID-19

c) selected group of users eg nurses, volunteers
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d) no description of the derivation of the cohort

2) Selection of the non exposed cohort

a) drawn from the same community as the exposed cohort % Todos se reclutan
igual

b) drawn from a different source

¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure

a) secure record (eg surgical records)% Secuenciacion metagendémica
b) structured interview %

c) written self report

d) no description

4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study

a) yes %
b) no Pacientes con COVID-19 categorizados segun la severidad al inicio del

estudio
Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis

a) study controls for (select the most important factor) %
b) study controls for any additional factor % (This criteria could be modified to
indicate specific control for a second important factor.)
Andlisis multivariable ajustado por variables de confusion: edad, género, uso
de antibioticos y comoborbilidades

Outcome

1) Assessment of outcome

a) independent blind assessment %

b) record linkagek Severidad objetivada por radiografia, saturacion de O2,
frecuencia respiratoria, PaO2/FiO2, ventilacion mecanica.

c) self report

d) no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur

a) yes (select an adequate follow up period for outcome of interest) x 21+
2.4 dias
b) No

3) Adequacy of follow up of cohorts

a) complete follow up - all subjects accounted for % Sin pérdidas de
participantes

b) subijects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost->
% (select an adequate %) follow up, or description provided of those lost) %
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c) follow up rate < % (select an adequate %) and no description of those lost
d) no statement

CHANGES IN MICROBIOTA DURING EXPERIMENTAL HUMAN RHINOVIRUS
INFECTION Hosftra JJet al, 2015

Selection

1) Representativeness of the exposed cohort

a) truly representative of the average in the community %

b) somewhat representative of the average in the community

c) selected group of users eg nurses, volunteers Muestra no aleatoria
formada por 6 voluntarios sanos

d) no description of the derivation of the cohort

2) Selection of the non exposed cohort

a) drawn from the same community as the exposed cohort %Todos los se
reclutan igual

b) drawn from a different source

¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure

a) securerecord (eg surgical records) % Piroecuenciacion de 16S rRNA
b) structured interview *

c) written self report

d) no description

4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study

a) yesy Los partipantes estan sanos al inicio del estudio
b) no

Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis

a) study controls for (select the most important factor) %

b) b) study controls for any additional factor (This criteria could be modified to
indicate specific control for a second important factor.) %
Andlisis multivariable pero no menciona variables de confusién
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Outcome

1) Assessment of outcome

a)
b)
c)
d)

independent blind assessment %

record linkage *

self report Sintomas reportados diariamente por los participantes
no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur

a)
b)

yes (select an adequate follow up period for outcome of interest)*7 dias
no

3) Adequacy of follow up of cohorts

a)
b)

c)
d)

complete follow up - all subjects accounted for % Sin pérdidas de
participantes

subjects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost->
% (select an adequate %) follow up, or description provided of those lost) %
followup rate < % (select an adequate %) and no description of those lost
no statement

ASSOCIATION BETWEEN THE RESPIRATORY MICROBIOME AND
SUSCEPTIBILITY TO INFLUENZA VIRUS INFECTION . K Tsang et al, 2019

Selection

1) Representativeness of the exposed cohort

a)

b)

c)
d)

truly representative of the average (describe) in the
community y
somewhat representative of the average in the

community s Los participantes son gente que acude al centro de salud con
sintomas de influenza y sus contactos en el hogar

selected group of users eg nurses, volunteers

no description of the derivation of the cohort

2) Selection of the non exposed cohort

a) drawn from the same community as the exposed cohort % Todos se reclutan

igual

b) drawn from a different source
¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure

a)
b)
c)
d)

a) secure record (eg surgical records) % Secuenciacion de 16S rRNA
structured interview %

written self report

no description
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4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study

a) yesy RT-PCR para influenza negativo al inicio del estudio
b) no

Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis

a) study controls for (select the most important factor) %
b) study controls for any additional factor % (This criteria could be modified
to indicate specific control for a second important factor.)
Andlisis multivariable ajustado por variables de confusion (grupos de edad,
vacunacion y tamafio de las casas)

Outcome

1) Assessment of outcome

a) independent blind assessment %

b) record linkage % RT-PCR, no menciona que la evaluacién sea ciega
c) self report

d) no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur

a) yes (select an adequate follow up period for outcome of interest) %9-12 dias,
tiempo suficiente para desarrollar infeccién
b) no

3) Adequacy of follow up of cohorts

a) a) complete follow up - all subjects accounted for % Sin pérdidas de
participantes

b) b) subjects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost - >
9% (select an adequate %) follow up, or description provided of those lost) %

c) followuprate<_ 9% (select an adequate %) and no description of those lost

d) no statement

NASAL MICROBIOTA CLUSTERS ASSOCIATE WITH INFLAMMATORY
RESPONSE, VIRAL LOAD, AND SYMPTOM SEVERITY IN EXPERIMENTAL
RHINOVIRUS CHALLENGE J. Lehtinen et al

Selection

1) Representativeness of the exposed cohort

a) truly representative of the average (describe) in the
community %
b) somewhat representative of the average in the community %

c) selected group of users eg nurses, volunteers Los participantes son
voluntarios sanos
d) no description of the derivation of the cohort
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2) Selection of the non exposed cohort
a) drawn from the same community as the exposed cohort 4
b) drawn from a different source
¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure
a) secure record (eg surgical records) % Secuenciacion de 16S rRNA (region V4)
b) structured interview
c) written self report
d) no description

4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study
a) yes Los participantes estaban sanos al incio del studio %
b) no

Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis
a) study controls for (select the most important factor) %
b) study controls for any additional factor % (This criteria could be modified to
indicate specific control for a second important factor.) Analisis univariable

Outcome

1) Assessment of outcome

a) independent blind assessment %

b) record linkage X La carga viral y la inflamacién se miden por métodos de
laboratorio. La gravedad sintoméatica se mide por score validados que rellenan
los participantes

¢) no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur
a) yes (select an adequate follow up period for outcome of interest) 5Sklias
son suficientes para determiner la gravedad de un resfriado comun.
b) No

3) Adequacy of follow up of cohorts
a) complete follow up - all subjects accounted for &in pérdidas de participantes
b) subijects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost - >
% (select an adequate %) follow up, or description provided of th&se lost)
c) followuprate < % (select an adequate %) and no description of those lost
d) no statement
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CHARACTERIZATION OF THE NASOPHARYNGEAL MICROBIOTA IN
HEALTH AND DURING RHINOVIRUS CHALLENGE Allen et al

Selection

1) Representativeness of the exposed cohort

a) truly representative of the average (describe) in the
community
b) somewhat representative of the average in the community %

c) selected group of users eg nurses, volunteers Los participantes son
voluntarios sanos
d) no description of the derivation of the cohort

2) Selection of the non exposed cohort
a) drawn from the same community as the exposed cohort %
b) drawn from a different source
¢) no description of the derivation of the non exposed cohort

3) Ascertainment of exposure
a) secure record (eg surgical records) *pirosecuenciacion del gen ARNr 16S
b) structured interview
c) written self report
d) no description

4) Demonstration that outcome of interest was not present at start of study
a) yes Los participantes estaban sanos antes del studio. ¥
b) no

Comparability

1) Comparability of cohorts on the basis of the design or analysis
a) study controls for (select the most important factor) %
b) study controls for any additional factor s (This criteria could be modified to
indicate specific control for a second important factor.) Andlisis univariable.

Outcome

1) Assessment of outcome
a) independent blind assessment %
b) record linkage* Deteccion de rinovirus en lavados nasales o incremento del
titulo de anticuerpos
c) self report
d) no description

2) Was follow-up long enough for outcomes to occur
a) vyes (select an adequate follow up period for outcome of interest) % 5 dias
b) No
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3) Adequacy of follow up of cohorts
a) complete follow up - all subjects accounted for % Sin pérdidas de
participantes
b) subjects lost to follow up unlikely to introduce bias - small number lost->
% (select an adequate %) follow up, or description provided of those lost) s
c) followuprate <__ % (select an adequate %) and no description of those lost
d) no statement

61



