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ABREVIATURAS UTILIZADAS

o

HUSJ: Hospital Universitario de San Juan

RAM: Resistencia a antimicrobianos

UMH: Universidad Miguel Hernandez

micras (ium): micrometros

PM10: particulas de 10 micras

PM2,5: particulas de 2,5 micras

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa-Polimerase Chain Reaction
AN: agar nutritivo

AS: agar sangre

SDA: Sabouraud Dextrose Agar

BHI: Brain Heart Infusion

UBNI: Unidad de Broncoscopia y Neumologia Intervencionista
DNA: Acido desoxirribonucleico

RNA: Acido ribonucleico

rRNA: Acido ribonucleico ribosémico

ITS: Espaciador interno - Internal Transcribed Spacer

MDR: Multirresistente a antibiéticos - Multridrug resistance.
TBE: Tris-Borato-EDTA

ARGs: Genes de resistencia a antimicrobianos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.



RESUMEN
Introduccidn: La resistencia a antimicrobianos es un fenédmeno evolutivo en el cual los

microorganismos desarrollan mecanismos que les permiten sobrevivir y proliferar en presencia de
antimicrobianos, aumentando la mortalidad asociada a estos. El objetivo de este trabajo es detectar la
presencia de resistencias antimicrobianas y su transmisidn por via aérea mediante el estudio de

bioaerosoles expulsados por pacientes en ambientes clinicos. Materiales y Métodos: Este estudio se

trata de un trabajo prospectivo y observacional. Se recolectaron muestras de aerosoles usando
captadores de aire con filtros de cuarzo en salas de broncoscopias. Los aislamientos obtenidos a partir
de los cultivos fueron evaluados para detectar resistencia a ampicilina. Aquellos resistentes fueron
probados frente a otros cinco antibidticos de diferentes familias. Los aislados bacterianos ademas
fueron analizados para la detecciéon de integrones mediante PCR y secuenciacion. Resultados: Se
recogieron 34 filtros con un total de 123 aislamientos que correspondieron a 116 bacterianos y 7
fungicos. De los aislamientos bacterianos, 31 (26,7%) fueron resistentes a ampicilina y 10 (8,6%) de
ellas fueron multirresistentes. Finalmente, el estudio de integrones reveld la presencia de 11
integrones secuenciados. Discusidn: Los resultados confirmaron la presencia de varios géneros
asociados al microbioma humano y a enfermedades nosocomiales, también se observaron patrones
de resistencias a diferentes antibidticos y la presencia de integrones.

Palabras clave: Resistencias antimicrobianas, bioaerosoles, broncoscopia, microbiota, patdgenos,
exposicién ocupacional.

ABSTRACT
Introduction: Antimicrobial resistance is an evolutionary phenomenon in which microorganisms

develop mechanisms that allow them to proliferate in the presence of antimicrobials, increasing
mortality associated with these microorganisms. The objective of this study was to detect the presence
of antimicrobial resistance and its airborne transmission by studying bioaerosols expelled by patients in

clinical settings. Materials and Methods: This is a prospective and observational study. Aerosol samples

were collected using air collectors with quartz filters in bronchoscopy rooms. Isolates obtained from
cultures were evaluated against ampicillin. Resistant ones were tested against five other antibiotics from
different families. Bacterial isolates were also analyzed for integron detection by PCR and sequencing.
Results: 34 filters were collected with a total of 123 isolates, 116 bacterial and 7 fungal. Of the bacterial
isolates, 31 (26.7%) were resistant to ampicillin and 10 (8.6%) of them were multirresistant. Finally, the
integron study revealed the presence of 11 sequenced integrons. Discussion: The results confirmed the
presence of several genera of the human microbiome and bacteria associated with nosocomial diseases.
Resistance patterns to different antibiotics and the presence of integrons were also observed.
Keywords: Antimicrobial resistence, bioaerosols, bronchoscopy, microbiota, pathogens, occupational

exposure.



1. Introduccion

1.1. Resistencia a antimicrobianos
Los antimicrobianos usados para tratar las infecciones bacterianas son los antibidticos o
antibacterianos. Su accién consiste en interferir con las funciones vitales de las bacterias, como la
sintesis de la pared celular, proteinas o acidos nucleicos. Segin su mecanismo de accidn, estos se
pueden clasificar en diferentes categorias: inhibidores de la sintesis de la pared celular (B-lactamicos,
glucopéptidos), inhibidores de la sintesis proteica (aminoglucésidos, tetraciclinas, macrélidos),
inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos (quinolonas, rifamicinas) y finalmente aquellos que

interfieren con las vias metabdlicas (sulfonamidas) [1, 2].

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es el proceso por el cual los microorganismos
desarrollan mecanismos que les permiten sobrevivir y proliferar en presencia de antimicrobianos,
como antibidticos. Esta adaptacion reduce la eficacia de estos farmacos, dificultando el tratamiento

de infecciones y aumentando la morbilidad y mortalidad asociadas a estas [3].

1.1.1. Factores que aceleran la aparicion y propagacion de la resistencia a los
antimicrobianos.

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno que aparece de forma natural con el
tiempo, generalmente por modificaciones genéticas. Sin embargo, hay diversos factores que aceleran
la aparicién y propagacion de estas resistencias, entre ellos destacan: el uso excesivo e indiscriminado
de antimicrobianos, asi como su uso indebido y abusivo en granjas o agricultura, provocando una
presion selectiva a las bacterias que después se diseminan a otros entornos; factores socioeconémicos
como la falta de acceso a agua potable, saneamiento adecuado y atencién médica de calidad; y, por
ultimo, la transferencia horizontal de genes, siendo este ultimo el principal mecanismo de

diseminacion de resistencias a antimicrobianos en bacterias [3, 4, 5].

1.1.2. Ambientes generadores de resistencia antimicrobiana

Los principales ambientes que contribuyen a la generacidn y propagacién de la RAM incluyen:

Hospitales y centros de salud: Son los entornos de mayor uso de antibidticos y en estos
también se suelen encontrar pacientes que a menudo sufren infecciones resistentes, de manera que
se suelen generar residuos de medicamentos y microorganismos resistentes, los cuales se excretan a
través de las heces, orina y otras secreciones, que se acumulan en el ambiente hospitalario y se

dispersan desde él [6, 7].



Aguas residuales: Otra fuente importante de residuos de antibidticos y microorganismos
resistentes son las aguas residuales de hogares, industrias farmacéuticas o plantas de produccién de
antibiéticos. Muchas plantas de tratamiento de aguas residuales no eliminan o inactivan
completamente estos compuestos, por lo que se realiza la liberacién de estos residuos en el medio

ambiente [8, 9, 13].

Agricultura y ganaderia: El uso excesivo de antimicrobianos en la produccién animal (ganado,
acuicultura) y en agricultura, ya sea como promotores de crecimiento o para el control de
enfermedades, contribuye significativamente a la carga de bacterias resistentes y genes de resistencia

en el ambiente [10, 11,12].

1.1.3. Mecanismos de generacion y propagacion

La resistencia antimicrobiana se genera y propaga a través de varios mecanismos en estos

ambientes:

Presidn selectiva: La presencia de antimicrobianos en el ambiente selecciona a las bacterias
gue ya poseen mecanismos de resistencia o que desarrollan nuevas mutaciones. Solo las cepas

resistentes sobreviven y se multiplican.

Transferencia horizontal de genes (THG): Las bacterias pueden intercambiar genes de
resistencia entre si a través de plasmidos y otros elementos genéticos moéviles. Este es un mecanismo
clave para la rapida diseminacion de la resistencia en diversos ambientes y entre diferentes especies

bacterianas.

Mutaciones espontaneas: Los microorganismos pueden desarrollar mutaciones aleatorias en
su DNA que les confieren resistencia a los antimicrobianos. Si estas mutaciones son ventajosas en un

ambiente con antibidticos, la cepa mutante prosperara. [5]

1.1.4. Mecanismos de resistencia
Esta resistencia a los antimicrobianos se ve producida debido a diferentes mecanismos de

resistencias, siendo algunos mas comunes que otros. Entre los principales se encuentra:

En primer lugar, la disminucion de la permeabilidad de la membrana, que impide la entrada
del antimicrobiano en la bacteria. Muchos antibiéticos utilizados clinicamente tienen dianas
bacterianas intracelulares o ubicadas en la membrana citoplasmatica en el caso de las gramnegativas
y es por esta misma razén, que este mecanismo tiene una mayor importancia en estas bacterias. Se

han descrito varios tipos de porinas, las cuales pueden clasificarse segun su estructura, selectividad y



la regulacién de su expresion.

En segundo lugar, la produccién de estructuras bacterianas complejas capaces de extrudir el
compuesto antimicrobiano fuera de la célula, también conocidas como bombas de eflujo, puede
resultar en un mecanismo de resistencia a los antimicrobianos bastante prevalente. Existen cinco
familias principales de bombas de eflujo, las cuales difieren en su estructura y permiten afectar a un

rango amplio de antimicrobianos diferentes.

Otra de las estrategias mas comunes y eficaces para hacer frente a la presencia de antibidticos
es la modificacién enzimatica del compuesto. En este caso, se producen enzimas que inactivan al
farmaco, afiadiendo fracciones quimicas especificas al compuesto que permiten la inactivacién o
destruccién de la molécula al completo, haciendo que el antibiético sea incapaz de interactuar con su

objetivo.

Finalmente, las bacterias desarrollan otro sistema de protecciéon que es evitar la accion del
antibidtico interfiriendo en su sitio diana. Para lograrlo, se han desarrollado diferentes tacticas, como
la proteccién del sitio diana, la cual funciona impidiendo que el antibiético alcance su sitio de unidn, o

modificaciones puntuales del sitio diana que resultan en una menor afinidad por el antibidtico [14].

Todas estas estrategias estan codificadas en genes, y esos genes son susceptibles de

transmitirselos unas a otras.

1.2. Transferencia horizontal de material genético
La transferencia horizontal de genes es un mecanismo encontrado en organismos procariotas
que consiste en el intercambio de material genético entre organismos que no mantienen una relacion
progenitor-descendiente. Este es un mecanismo ampliamente reconocido por su importancia en la
transferencia de genes de resistencia a antibidticos y patogenicidad microbiana [15]. Los mecanismos

mas comunes de transmision horizontal de genes son (figura 1):
- Transformacion:

La transformacidon ocurre cuando las bacterias naturalmente en un estado de
competencia captan DNA extracelular que se encuentra libre en el medio y estabilizado, y

posteriormente lo integran en su genoma mediante recombinacion homodloga [16].
- Transduccién:

La transduccién se define como la transferencia de genes bacterianos producida y

mediada por un bacteriéfago en infecciones sucesivas. Ocurre cuando, después de una



primera infeccion, el DNA bacteriano es integrado erréneamente en la capside del
bacteriéfago. Posteriormente, al infectar una segunda bacteria receptora, el bacteriéfago
inyecta en ella el DNA bacteriano. De esta forma, el proceso de transduccidn finaliza cuando
el DNA bacteriano transferido se integra correctamente en el genoma de la célula receptora

[16].
- Conjugacioén:

La conjugacidn es la transferencia de DNA de un plasmido a través de un proceso de
multiples pasos que requiere la interaccién con el pili conjugativo y la maquinaria conjugativa,
normalmente codificada en el plasmido [17]. Los plasmidos son elementos genéticos
independientes del cromosoma principal que se replican de forma independiente de este. Son
elementos que permiten la transferencia de una gran cantidad de genes, pero su permanencia
mejora cuando portan genes que resultan de utilidad para la célula huésped, como por

ejemplo los genes de resistencia a antimicrobianos donde estdn presentes [16].
(a)
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Figura 1. Mecanismos de transmisidon horizontal en bacterias, obtenida de Evolutionary Biology: Genome

Evolution, Speciation, Coevolution and Origin of Life [18].

1.3. Elementos que participan en la transmisién horizontal

A parte de los mecanismos observados anteriormente, existen una amplia serie de elementos

que intervienen en la transferencia horizontal de genes:



- Plasmidos:

Se tratan de moléculas de ADN extracromosdémico generalmente circulares y que
se replican de forma auténoma al cromosoma, estos son elementos genéticos moviles
especialmente importantes en la transmision horizontal por su capacidad de transferir una
gran cantidad de genes y generalmente son transferidos mediante el mecanismo de
conjugacion.

- ICEs (Elementos Integrativos y Conjugativos):

Son elementos genéticos moéviles que se pueden integrar en el cromosoma
bacteriano. Estos requieren de otros mecanismos para transferirse. Empleando por
ejemplo la conjugaciéon, pueden transferirse y después integrarse en el cromosoma del
receptor, de manera que pueden mantenerse permanentes o seguir transfiriéndose a otros
organismos.

- Transposones:

Los transposones son elementos genéticos que pueden moverse y reinsertarse
entre replicones mediante el uso de la enzima transposasa. Sin embargo, estos no son
capaces de transferir DNA entre diferentes microorganismos, por lo que para hacerlo
necesitan de otros mecanismos, como estar presentes en un plasmido conjugativo u otros
elementos integrativos y conjugativos.

- Bacteriéfagos:

Los bacteriéfagos son virus que infectan exclusivamente a organismos bacterianos.

Como hemos mencionado en el apartado anterior, estos fagos son capaces de transmitir

genes bacterianos durante su ciclo viral [19].

1.3.1. Integrones

Los integrones son elementos genéticos que presentan un sistema de reconocimiento y

recombinacidn especifico de sitio, de manera que le permite reconocer e integrar cassettes génicos en

su estructura. Estas estructuras destacan especialmente por su participacion en la transferencia de

genes de resistencia a antimicrobianos entre diferentes colonias bacterianas. Sin embargo, los

integrones no son moviles por si mismos y requieren formar parte de otros elementos moviles que les

sirvan como vehiculos para su transmisidn [19]. Estos presentan la siguiente estructura general (figura

o Un gen que codifica una integrasa (intl), encargada de producir la recombinacion
especifica, este ademas presenta un promotor (Pc) que permite la transcripcion de los

genes integrados, ya que carecen de un promotor propio.



o Unsitio de recombinacién especifico (attl), que identifica los cassettes génicos.

o Unaregidn variable, la zona donde se insertardn los cassettes integrados. [20]
P1 P2 P P

\r’r'/ r r
intl1 attl gene cassette attCqacEA1 sull  orf5

5'-C8S variable region 3-CS

d

=

Figura 2. Estructura general de un integrén de tipo 1. Imagen obtenida de Deng, Y., Bao, X., Ji, L. et

al. [21].

Se ha analizado en abundancia la presencia de integrones en diferentes familias bacterianas,
principalmente de Enterobaceriaceae y otras bacterias gramnegativas como Pseudomonas y Vibrio,
aunque también se han descrito en algunas bacterias grampositivas como por ejemplo
Corynebacterium [22].

Existen integrones de diferentes clases, que se diferencian principalmente en la secuencia de
la integrasa (intl). Los integrones de clase 1 son los mas implicados en la diseminacion de la resistencia
a los antibidticos y mas comunes en ambientes clinicos [22] y por lo tanto en los que se centra este
estudio. Estos presentan en su estructura dos segmentos conservados, estos son el extremo 3’-CS
(conserved segment) y 5’-CS los cuales incluyen los cassettes génicos en la region variable entre ellos
[23]. La regidn 5’-CS codifica para el gen de la integrasa (int/) que reconoce las estructuras attl y attC.
La secuencia attl permite a la integrasa identificar los posteriores cassettes génicos. Los cassettes
génicos son regiones de tamano y funcién variables, sin embargo, presentan una regidon conservada
denominada attC, esta consiste en una secuencia codificante que presenta repeticiones invertidas
imperfectas. La regidn attC tiene su importancia porque forma parte del proceso de integracién y
escision de los cassettes mediado por laintegrasa. En este, la integracién se produce por un mecanismo
de recombinacidn especifica de sitio, en el que la integrasa reconoce el gen attl y el attC del cassette
génico y realiza la recombinacién entre ambas secuencias. [22]

Estos cassettes génicos suelen conferir resistencia a los antibidticos de los grupos de los B-
lactdmicos y los aminoglucésidos, aunque también codifican con elevada frecuencia genes
relacionados con la resistencia a trimetoprima, cloranfenicol y las quinolonas [24].

Finalmente, la region 3’-CS del integrén de clase 1 contiene la informacidn genética conservada
de 3 marcos de lectura abiertos, un primero que codifica para el gen gacE1l, que confiere resistencia a
amonios cuaternarios, el segundo correspondiente al gen sull, que confiere resistencia a las

sulfonamidas y finalmente el tercer marco, orf5, el cual no presenta una funcién conocida hasta el



momento [22].

1.4. Aerosoles

Una de las vias por las cuales las bacterias pueden diseminarse es a través del aire, desplazandose
desde una fuente o reservorio hasta alcanzar nuevos nichos ecoldgicos. Este proceso ocurre mediante
su incorporacidn en aerosoles, los cuales se definen como una suspensién de particulas sélidas o
liguidas en fase gaseosa. Por lo general, estos pueden clasificarse segun su naturaleza, tamafio y

método de generacién.

La naturaleza de los aerosoles depende de su origen, estos pueden proceder de la resuspensién
de particulas del suelo, de los mares y océanos, incendios forestales, biogénicos o aerosoles

secundarios que se producen al llevarse a cabo reacciones quimicas [25].

Segln su tamano, los aerosoles en la naturaleza existen en un amplio espectro, estos pueden ser
grandes (100 um >10 pum) que duran poco tiempo en suspension en el aire y quedan atrapados en las
vias respiratorias altas, medianos o PM10 (10 um> a >2,5 um) los cuales se mantienen en el aire mas
tiempo y pueden llegar a la fraccion torécica, o finos o PM2,5 (<2,5 um), los cuales pueden llegar a los
alveolos y se mantienen mayor tiempo en suspensién [26]. Sin embargo, es dificil predecir el tamafio
exacto de las particulas en un momento determinado, ya que su existencia depende de diferentes
parametros meteoroldgicos [25] (figura 3).

<100 ym  ——h
‘Inhalable’ fraction. R

Can enter the throat:
Irritation

<10 um 0N,

‘Thoracic’ fraction. 998 “\
Past the bronchus: ‘ \ » :

Acute disease | ‘E : :;

e “ji

¥ )

oy

<25um > }4/
‘Respirable’ fraction. ) e
Can reach the alveoli: P

Chronic disease

Figura 3. Clasificacion de los aerosoles en funcion de su tamaiio [26].

Finalmente, segun su método de generacidn, los aerosoles pueden formarse de forma natural o
mediante intervenciones antropogénicas. Los aerosoles naturales son el polvo, la niebla y la neblina.
Por otra parte, los bioaerosoles son particulas de origen biolégico transportadas por el aire, esto
incluye hongos, bacterias, virus y polen, asi como fragmentos de estos o sus productos metabdlicos,

como diferentes toxinas [25, 27].



Los bioaerosoles infecciosos son una subcategoria de los bioaerosoles, los cuales concretamente
se componen por microorganismos patogenos, estos son un factor muy importante en la transmision de
enfermedades infecciosas y es uno de los principales causantes de morbimortalidad en el planeta [28, 29].
Esta exposicion, ademas, se vuelve mas peligrosa cuando los microorganismos presentes en estos aerosoles
contienen elementos de resistencia y dificultan el tratamiento. Ademas de su presencia, estos elementos

pueden transferirse de un microorganismo a otro mediante la transferencia horizontal de genes [25].

Estos bioaerosoles se generan en altas concentraciones en ciertos procedimientos médicos
denominados “Procedimientos médicos generadores de aerosoles”. Algunos de estos procedimientos
generadores de aerosoles son: la reanimacion cardiopulmonar, la intubacion y extubacion
endotraqueal, la ventilacién no invasiva o0 manual y la broncoscopia, y son considerados como tales
por la Organizacién mundial de la salud (OMS) y los centros para control y prevencidn de enfermedades

(CDC) [30].

Este estudio se enfocard en el analisis de los aerosoles expulsados por pacientes durante el
desarrollo de procedimientos de broncoscopias (figura 4). La broncoscopia es un procedimiento
médico que permite visualizar y tomar muestras de las vias respiratorias para diagnosticar
enfermedades pulmonares. Para este procedimiento se usa un broncoscopio, el cual es un dispositivo
gue consta de un tubo de 1,27 centimetros de ancho y aproximadamente 60 de largo que se introduce

a través de la nariz o boca y permite observar el interior de las vias respiratorias y los pulmones [31].

Broncoscopia

— Broncoscopio

Tréquea

Bronquio -

Cancer -

| - .

Figura 4. Esquema de la broncoscopia. Imagen tomada de la pagina web del NIH [32].

1.5. Microbiota y organismos patdgenos de las vias respiratorias

Como se ha comentado anteriormente, durante la realizacion del procedimiento de

broncoscopias, se provoca la expulsion de bioaerosoles, los cuales consistiran principalmente en



microorganismos de la microbiota del sistema respiratorio.

El microbioma pulmonar incluye diferentes géneros de bacterias, la mayor parte siendo
aerdbica. Entre los géneros mas presentes se encuentran Pseudomonas, Streptococcus,
Streptomyces, Proteus y Haemophilus. Aunque también se pueden encontrar géneros como
Clostridium, Veillonella y Porphyromonas, que son anaerobios especializados [33].

Las poblaciones de hongos también son diversas, los taxones mas comunes son Malassezia,
Candida, Saccharomyces, Penicillium, Dictyostelium y Fusarium, aunque también estan presentes en
menor medida Aspergillus, Davidiellaceae y Eurotium([33].

También es importante mencionar que cada paciente tiene un microbioma pulmonar Unico
y de alta resiliencia, generalmente controlado por una o varias especies colonizadoras importantes,

como Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas o Achromobacter [33].

En cuanto a las resistencias antimicrobianas encontradas en aerosoles, existen numerosos
estudios donde se ha descrito su presencia [34, 35, 25]. Se ha encontrado que los microorganismos
de las vias respiratorias muestran una alta abundancia de genes de resistencia a tetraciclinas y al
grupo MLSB (macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas B) [34]. Por su parte, cuando se estudiaron
muestras ambientales de polvo y aire, se observd que presentaron una distribucion similar de clases
de ARGs, siendo comunes los genes de resistencia a aminoglucésidos y la presencia de varias cepas

multirresistentes [25].

Finalmente, en diversos estudios también se ha podido confirmar que en muestras de
aerosoles recogidas en entornos hospitalarios hay una gran carga de microorganismos con genes de
resistencia a antimicrobianos, representando de esta forma un gran riesgo para la salud publica. El
uso intensivo de los antibidticos para diferentes infecciones en estos entornos provoca una gran
presion selectiva que después promueve la propagacion de microorganismos resistentes que pueden
ser posteriormente transmitidos por via aérea, este efecto se puede amplificar si ademas hay una
ventilacién insuficiente o una alta densidad de pacientes en este entorno. En estos estudios se
observé la presencia de genes que confieren resistencia a tetraciclinas, macrdélidos, aminoglucésidos,

B-lactdmicos y sulfonamidas [34, 35, 25].

2. Antecedentes, hipétesis y objetivos

2.1. Antecedentes

El laboratorio de Micologia del departamento de Produccion Vegetal y Microbiologia de la

Universidad Miguel Herndndez (UMH), en colaboracién con el departamento de Fisica Aplicada de la



UHM, empezé hace cinco afios una linea de investigacidn para conocer el riesgo del personal sanitario
a los bioaerosoles, comenzando con la deteccidon de aerosoles de SARS-CoV-2 en entornos con
pacientes COVID-19 [36]. Esta linea de estudio continud en afos posteriores con la medicion del
riesgo ocupacional en personal sanitario extrahospitalario, en concreto en clinicas odontoldgicas
donde se valoraba la carga y diversidad microbiana a la que se enfrentan los profesionales
odontoldgicos. En este se estudié la presencia de bacterias y hongos, asi como la de los virus
respiratorios Influenza A/B, VSR y SARS-CoV-2 en los aerosoles generados durante las practicas

odontoldgicas.

El afio pasado se amplid el estudio para conocer el riesgo ocupacional en ambientes clinicos,
para ello se contd con el Hospital Universitario de San Juan y el Hospital Universitario del Vinalopd.
En este estudio se valord la carga y diversidad microbiana (bacterias, hongos y virus respiratorios) a

la que esta expuesto el personal sanitario durante la realizaciéon de broncoscopias.

Dentro de esa linea de investigacion, se plantea el presente trabajo, en el que se pretende
estudiar si ademas de estar expuestos a microorganismos patdgenos, en qué grado esta exposicion

es a microorganismos resistentes a antimicrobianos.

2.2. Hipotesis

Los aerosoles generados durante la realizacion de broncoscopias en pacientes con
enfermedades respiratorias contienen microorganismos portadores de genes de resistencia a
antibidticos, lo que supone un riesgo de exposicion tanto para los profesionales de la salud como
para otros pacientes, y podria facilitar la transferencia horizontal de dichos genes en el entorno

clinico.

2.3. Objetivos

El objetivo principal es caracterizar la composicion microbiana y las resistencias a los
antimicrobianos presentes en bioaerosoles generados por las vias respiratorias humanas en entornos
clinicos.

Y los objetivos secundarios son:

- Determinar la abundancia de microorganismos en bioaerosoles de pacientes generados

durante las broncoscopias

- Identificar las resistencias a antimicrobianos mediante técnicas basadas en cultivo de los

microorganismos aislados de bioaerosoles.



- Observar la presencia de genes de resistencia en cassettes génicos presentes en

integrones en los microorganismos aislados de los bioaerosoles.

3. Materiales y métodos

3.1. Diseiio del estudio

Este estudio es un trabajo prospectivo y observacional. En este se han obtenido muestras de
bioaerosoles producidos durante la realizacién de broncoscopias en la Unidad de Broncoscopia y
Neumologia Intervencionista (UBNI) del Hospital Universitario de San Juan. La toma de muestras se
realizd entre el 9 de diciembre del 2024 y el 15 de mayo del 2025. Se recogieron los aerosoles
procedentes de aquellos pacientes que, a juicio clinico, necesitaban una broncoscopia por motivos
ajenos al estudio. Se excluyeron del estudio aquellos aerosoles en los que la sospecha clinica del
paciente fuera de tuberculosis, debido a que no se podia cumplir el nivel de bioseguridad necesario

para trabajar con este tipo de muestras.

El analisis de las muestras se realizé en el laboratorio de Micologia Médica del dpto. de

Produccidn Vegetal y Microbiologia de la UMH.

3.2. Consideraciones éticas

Este estudio ha sido aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario de San Juany
de la Universidad Miguel Hernandez, cédigo COIR: TFG.GBI.CFR.DMQ.250205. (Anexo 1). Todos los
procedimientos han sido disefiados de acuerdo con los principios éticos para la investigacion médica
en seres humanos (declaracién de Helsinki de la AMM; reglamento de la UE -UE2016/679 de 27 de

abril- y ley espafiola 3/2018 de 5 de diciembre- sobre investigacién biomédica).

3.3. Toma de muestras

La captacion de los bioaerosoles se realizd mediante el uso de filtros de cuarzo (Whatman
37mm) incorporados en un cabezal de fraccién de aire PMio, el cual nos permitira captar las particulas
de un didametro de 10 um, conectado a un captador de aire con flujo de 10L/min modelo “personal

impactors model 200” (figura 5).



Figura 5. A) Captador de aire “Personal Impactors Model 200”. B) Cabezal PM1g. C) Filtros de cuarzo. Imagen
de la web de Fisher Scientific [37].

El captador de aire se colocé enganchado a la altura del pecho en la solapa del uniforme del
personal sanitario. Durante la realizacidn de las broncoscopias, el sistema se mantenia con toma de
flujo de aire a lo largo de la duracién de estas (Figura 6). El captador fue reemplazado junto con el
filtro para cada paciente al que se le realizaba la broncoscopia, por lo que cada filtro contenia la
muestra de un Unico paciente. Terminado el procedimiento, el cabezal con el filtro se intercambiaba
con uno nuevoy el recién tomado se colocaba en una bolsa cerrada en condiciones estériles mientras

se transportaba al laboratorio.

Figura 6. Colocacion del captador de aire para la toma de muestras.

3.3.1. Controles
Junto con la toma de muestras de filtros de broncoscopias también se realizé la toma de filtros
de controles ambientales para garantizar la validez del estudio. Cada uno de estos se realizé en la sala
de broncoscopia antes de la elaboracién de la primera broncoscopia del dia con la sala vacia, los filtros
que se colectaron en este proceso se trabajaron idénticamente a los tomados de muestras de
pacientes.
3.4. Datos o variables del estudio
Durante la toma de muestras se registraban las siguientes variables: duracion del muestreo, la
sospecha clinica del paciente, la temperatura, la humedad relativa de la sala y el volumen de aire total

recogido.



3.5. Procesado y cultivo de los filtros
Una vez en el laboratorio de Micologia Médica de la UMH, el filtro se dividid en 4 fragmentos:
2 de ellos se cultivaron para la deteccién de bacterias en medios de Agar Sangre (AS), y Brain-Heart
infusion (BHI), uno para la deteccién de hongos en Agar Sabouraud (SDA) y el fragmento restante se
almacend a — 18°C por si fuera necesario realizar un estudio adicional (figura 7). Una vez colocado el
1/4 de filtro en el centro de la placa de Petri con el correspondiente medio, se incubd a 37°C en

aerobiosis durante 48-72 horas.

Procesado del filtro

B Agar sangre
B Agar sabourad
BHI

®m Almacenado

Figura 7. Esquema de procesado de filtros.

3.6. Identificacion de microorganismos
Para identificar las poblaciones bacterianas y fungicas, se observé el crecimiento de colonias
en el filtro, analizando sus diferencias en colory forma, y se realizé un conteo de estas. Posteriormente,
se realizé la extraccién de DNA de todas las colonias bacterianas y fungicas, mediante el uso de la
matriz comercial InstaGene™ de Bio-Rad y del sistema comercial DNeasy blood and tissue kit® de

Qiagen, respectivamente.
- Extraccién de DNA bacteriano.

Brevemente, el protocolo consiste en resuspender una colonia en 150uL de matriz
Instagene™ en un tubo eppendorf estéril, posteriormente tras agitar se incuba a 56°C durante
20 minutos y después a 100°C durante otros 8 minutos. Finalmente se centrifuga a 6000rpm
durante un minuto y se recoge el DNA, el cual se encuentra situado en el sobrenadante para
su posterior amplificacion[38].

- Extraccién de DNA fungico.

Para la extraccién del DNA de los hongos aislados se utilizd el sistema comercial
DNeasy blood and tissue kit® de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. El método
se basa en columnas spin de silice, el cual no emplea cloroformo ni formol. Este kit emplea
varios sistemas de tampones de lisis e incluye las columnas de homogeneizaciéon que

permitiran la purificacién mediante filtracidn del lisado, finalmente se eliminan las impurezas



con diversos pasos de lavado vy filtrado del kit para asi obtener el DNA listo para su

amplificacion por PCR [39].

3.6.1.

Amplificacion de DNA bacteriano y fingico

Con el objetivo de amplificar la regién V1-V3 especifica del gen rRNA 16S en el caso de bacterias

y la region ITS1-5.85-ITS2 en el de los hongos, se realizé una PCR convencional. Las regiones

amplificadas y los primers utilizados se muestran en la Tabla 1 y figuras 8 y 9.

Tabla 1. Primers de la amplificacion de las regiones seleccionadas de bacterias y hongos

Primer Regidn hibridacion Secuencia Referencia Fragmento
Bac-F (27F) 16S rRNA AGAGTTTGATYMTGGCTCAG Kim et al. 2012 515 pb
Bac-R (512R) 16S rRNA TTACCGCGGCKGCTGGCAC Kim et al. 2012
ITS1 1 N T T T T F I.JCM 2001
S 8S RNA gene CCGTAGGTGAACCTGCGG errer et al. JCM 200 500-850 pb
ITS4 28S RNA gene TCCTCCGCTTATTGATATGC Ferrer et al. JCM 2001
Las condiciones de la PCR en ambos casos fueron las mismas y se muestran en la Tabla 2.
Tabla 2. Protocolo de amplificacidn por PCR llevado a cabo para la amplificacién bacteriana
Numero de ciclos Temperatura Tiempo Proceso
1 95°C 5 min Desnaturalizacion inicial
95°C 30 seg Desnaturalizacién
40 55°C 1 min Hibridacién sonda
72°C 1 min Extension
1 72°C 5 min Extension final
Ribosome
ITS1 ITS2 } 30S subunit
18S rRNA 5.8S rRNA 28S rRNA 16S ribosomal RNA
:|» 508 subunit
ITS Regions :
Bacterial genome /,/ | 165 | | 235 ] I—l\-l,//
168 rRNA gene 23S rRNA gene 5S rRNA gene
A4 V3 V4
ITS1 ITS4 1 100 300 400 S00 600 700 800 900 1100 1200 1300 1400 base
-»> o= 27F 512R
<

Figuras 8 y 9. Regidn del genoma en el que se muestra donde hibridan los primers y la regién que amplifican.
Fuente: Modificado de Fukuda et al. ] UOEH 2016 (figura 8), Modificado de Krystin GenoHub blog 2023 (figura

9).

3.6.2.

Electroforesis y secuenciacion del DNA

Para confirmar que la PCR ha tenido éxito en la amplificacion del DNA, se realizd una

electroforesis en un gel de agarosa al 2 % en TBE con una duracién de 30 minutos a 100 voltios. Si la



amplificacidn ha ocurrido correctamente, se debe observar un fragmento en la zona de =500 pb en el

caso de bacterias y de entre 400-700 pb en el caso de Hongos.

La preparacién del DNA para su posterior secuenciacidn consiste en eliminar el exceso de
cebadores lineales y dNTPs no incorporados, esto se realiz6 mediante el kit ExoProStar™ de lllustra™,
el cual consiste en una exonucleasa de tipo |, que degrada el DNA monocatenario y una fosfatasa

alcalina que elimina los dNTPs no incorporados [40].

Una vez se obtuvo el DNA limpio las muestras se enviaron a una empresa externa (STABVIDA)

para realizar una secuenciacién por el método Sanger.

3.7. Deteccidn de resistencias mediante difusion en placa

La sensibilidad de las bacterias a los agentes antimicrobianos puede ser valorada in vivo
mediante el método de difusién en placa de Kirby-Bauer. En este se inocula la cepa en medio de Miiller-
Hinton y se colocan discos de antibiéticos de concentracion conocida; tras su incubacién durante 24
horas a 372C se procedid a la medicién del didmetro de los halos de inhibicidn, que segln criterios
estandarizados de interpretacion [41], pueden ser resistentes (R), sensibles (S) o con sensibilidad a
dosis altas (SDA).

Todos los aislamientos fueron testados para la deteccidén de resistencia a la ampicilina que
pertenece a la familia de los antibidticos B-lactdmicos. Aquellas cepas que fueron resistentes se les
realizd un estudio adicional para comprobar si presentaban multirresistencia. Se seleccionaron otros
5 antibidticos mas pertenecientes a 5 familias diferentes: eritromicina (macrdlidos, 15 ug), amikacina
(aminoglucédsidos, 30 ug), tetraciclina (30 ug), trimetoprima-sulfametazol (sulfonamidas, 1,25/23,75

ug) y ciprofloxacina (fluoroquinolonas, 1 ug).

3.8. Deteccidn de integrones

La presencia de integrones se detectd mediante la amplificacién por PCR de la region
comprendida entre la integrasa y el extremo CS3’, esta fue llevada a cabo sobre todos los aislados
bacterianos identificados. En la figura 10 se representa la regidon amplificada, asi como la zona donde

hibridan los primers.



Cassette

Segmento conservado 5’ Segmento conservado 3

Figura 10. Estructura general de los integrones, marcadas en rojo se presenta la region amplificada. Editado
de Ruiz L. [22]

Los primers utilizados para esta reaccion fueron los descritos por Lévesque et al. [42], y estan
disenados a partir de las secuencias de las regiones conservadas de los genes de la Int/1 y Sull de los
integrones de clase 1, de manera que Unicamente se amplifican los cassettes génicos que estan
integrados. Estos proceden de Invitrogen (EE.UU). Las secuencias de los primers se pueden observar en

la tabla 3:

Tabla 3. Primers utilizados para la PCR de integrones.

 Primer  Secuencia (5->3')

5'-CS GGCATCCAAGCAGCAAG

3-CS AAGCAGACTTGACCTGA

Posteriormente la amplificacion se llevé a cabo en un termociclador Applied Biosystems, modelo
GeneAmp® PCR system 2700. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes (tabla 4):

Tabla 4. Condiciones de amplificacion de la PCR de integrones.

Pre-desnaturalizacidn: 1mina95°C

35 ciclos consistentes en: 0,5 mina 95 °C (desnaturalizacién)
1 mina60°C (annealing)
1mina72°C (extension)

3.9. Electroforesis y secuenciacion

Para comprobar la presencia de los amplicones se realizé un gel de agarosa al 2 % en TBE x 0,5.

Las condiciones de la electroforesis fueron 100 voltios durante 30 minutos.



Finalmente, se realizé el mismo procedimiento de limpieza que el DNA del microorganismo, y
una vez obtenido el DNA limpio, las muestras se enviaron a una empresa externa (STABVIDA) para

realizar una secuenciacidn por el método Sanger.

4. Resultados

Entre el 9 de diciembre de 2024 al 15 de mayo de 2025, se recogieron 34 filtros correspondientes
a los aerosoles generados por 34 pacientes, y 5 muestras correspondientes al aire filtrado en una sala
de broncoscopias vacia durante una media de 24 minutos. Las muestras se tomaron durante la
realizacion de broncoscopias en la UBNI (Unidad de Broncoscopia y Neumologia Intervencionista) del

hospital de San Juan, los datos vienen recogidos en la tabla 5.

Tabla 5. Resumen muestras obtenidas

Hospital Muestras Pacientes  Unidad
HUSJ 34 34 UBNI
Control ambiente 5 UBNI

Durante la realizacidn de las broncoscopias se reconocieron un total de 13 indicaciones clinicas
diferentes, las mas prevalentes fueron la presencia de nddulos y masas pulmonares seguido de

neumonia como se puede observar en la tabla 6.

Tabla 6. Indicacion clinica de los pacientes.

Indicacién N.2 Pacientes
Noédulo y masa pulmonar
Neumonia
Adenopatias mediastinicas
Atelectasias
Céncer de pulmdn
Manejo secreciones
Bronquiectasias
EPID
EPOC
Via aérea superior
Asma
Otros
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Finalmente, sobre las cifras de los datos de duracion del muestreo, volumen de aire total, la
temperatura y humedad relativa de la sala, se pueden apreciar los valores medios de cada uno en la

tabla 7.

Tabla 7. Datos del muestreo.

Valor medio

Duracién de muestreo 15,6 £ 11




Volumen de aire total 156,34 + 110,15
Temperatura 24,01 + 2,68
Humedad relativa 50,16 + 16,26

4.1. Carga por filtro (UFC/filtro)

Con los resultados finales de las broncoscopias se ha podido observar un total de 123
microorganismos, el mayor numero de aislamientos se observd en el medio de agar sangre, con un
total de 77. La carga total microbiana por filtro se calculé dividiendo este valor por el nimero de
filtros y multiplicandolo x4, esta fue de 9,05 UFC/filtro. Ademas, se calculé la carga microbiana por
metro cubico de aire tomando el valor medio del volumen captado durante las broncoscopias (156,34
Litros/filtro), esto dio un valor de carga de 57,94 UFC/m3.

Comparando estos datos con los de los controles negativos, en estos se ha observado una
carga por filtro de 7,2 UFC/filtro, y contabilizando los valores de volumen totales, los cuales fueron

de 244,66 Litros/filtro, nos da una media de 29,43 UFC/m?.
4.2, Deteccién de microorganismos por cultivo

Del cultivo de los 34 filtros muestreados se han obtenido un total de 123 aislamientos que

corresponden 53 a especies bacterianas y a 5 especies fungicas.

4.2.1. Identificacion de los aislamientos bacterianos y flingicos

Durante el desarrollo de este estudio se han podido identificar 116 aislamientos bacterianos,

que pertenecen a 31 géneros (tabla 8), siendo los mas comunes Microccocus, Staphylococcus,

Chryseobacterium y Moraxella.

Tabla 8. Géneros presentes en el estudio.

Género Numero de aislamientos

Microccocus sp 28
Staphylococcus sp 14
Chryseobacterium sp 11
Moraxella sp 10
Streptomyces sp 7
Corynebacterium sp 6
Pseudomonas sp 6
Bacillus sp 4
Nocardiopsis sp 3




Mesobacillus sp
Terribacillus sp
Cytobacillus sp
Paenibacillus sp
Neobacillus sp
Brevundimonas sp
Epilithonimonas sp
Janibacter sp
Lentzea sp
Macrococcus sp
Propioniferax sp
Shouchella sp
Sphingobacterium sp
Niallia sp
Prescottella sp
Saccharopolyspora sp
Acinetobacter sp
Kaistella sp
Priestia sp

Kocuria sp
Kytococcus sp
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Dermatococcus Sp

Las 116 colonias pertenecian a un total de 53 especies diferentes, siendo la mayoria bacterias
grampositivas (71,55 %) y el resto gramnegativas (28,46 %).
Por otra parte, en el estudio de los hongos predominé el género Aspergillus, presente en 5

de los 7 aislamientos.

4.2.2. Controles
En los 5 filtros correspondientes a los controles de ambiente, se observé un total de 11 colonias
bacterianas y ninglin hongo. La tabla 9 muestra las especies aisladas.

Tabla 9. Microorganismos de los controles negativos.

Microorganismo

Pseudomonas paralactis
Moraxella osloensis
Micrococcus luteus
Moraxella osloensis
Micrococcus luteus

Metabacillus schmidteae

Pseudomonas paralactis




Streptomyces atrovirens
Dermacoccus nishinomiyaensis
Pseudarthrobacter siccitolerans

Moraxella osloensis

4.3. Estudio de resistencias
El analisis de susceptibilidad a los diferentes antimicrobianos reveld que 31 de los 116 aislados
bacterianos resultaron ser resistentes a ampicilina (26,7 %), la mayoria correspondieron a bacterias
grampositivas (28/31), y solo 3 aislados fueron gramnegativos. En los controles ambientales no se

observé que ninguna de las bacterias presentase resistencia a ampicilina.

De las 31 cepas resistentes a la ampicilina 10 cepas (un 8,6 % del total de bacterias) fueron

multirresistentes, es decir, con resistencia a 23 familias antimicrobianas (figura 11).



Bacillus velezensis
Bacillus velezensis
Streptomyces albogriseolus
Lentzea waywayandensis
Mesobacilfus thioparans
MNocardiopsis tropica
MNocardiopsis tropica
Streptomyces Albus
Terribacillus halophilus
Janibacter indicus
Nocardiopsis quinghaiensis
Micrococcus futeus
Streptomyces albidoflavus
Staphylococcus caprae
Streptomyces sampsoni
Micrococcus aloeverae
Micrococcus aloeveras
Pseudomonas paralactis
sphingobacterium dagjieonense
Propioniferax innocua
Staphylococcus hominis
Prescottella equi
paenibacilius provencensis
Cytobacillus oceanisediminis
Staphylococcus capitis
Staphylococcus capitis
MNeobacillus niacini
Micrococcus futeus
Pseudomonas paralactis
Moraxella osloensis
Shouchella fehensis

Figura 11. Mapa de calor con los resultados de susceptibilidad medidos por método Kirby-Bauer. En rojo
se sefiala que la cepa es resistente, en amarillo sensibilidad intermedia o a altas dosis y en verde que es

sensible al antibidtico.

4.4. Deteccidn integrones e identificacion de cassettes

De los 116 aislamientos bacterianos, 15 (12,93 %) fueron positivos al realizar la amplificacién

de los integrones (figura 12).



Figura 12. Electroforesis de PCR para deteccién de integrones.

La secuencia de 11 de ellos mostré proteinas implicadas en la resistencia al estrés oxidativo

(batD), al estrés ambiental (acyl-CoA Thioesterase, SigF ) o con la fijacidon de nitrégeno (fixH), pero

ninguno de ellos presentd genes que codificaran resistencia a antimicrobianos (tabla 10).

Tabla 10. Genes identificados en integrones.

Microorganismo Gen identificado

Pseudomonas oleovorans
Lentzea waywayandensis
Janibacter indicus
Streptomyces albidoflavus
Moraxella osloensis
Moraxella osloensis
Moraxella osloensis
Chryseobacterium taklimakanense
Chryseobacterium taklimakanense
Corynebacterium sanguinis
Neobacillus niacini

5. Discusion

BatD
XerC
Rec)
ATP-binding protein
acyl-CoA Thioesterase
FixH family protein
ribonuclease R
FixH family protein
FAD-binding dehydrogenase
SigF
bifunctional aldolase/short-chain
dehydrogenase

Durante el desarrollo de este estudio se detectd una carga microbiana de 57,94 UFC/ m3. Estos

datos son coherentes con los detectados en una fase previa del estudio, en el que se trabajo con filtros

expuestos durante sesiones completas de broncoscopia que podian incluir de 1 a 3 procedimientos.



En este caso el valor medio de la carga microbiana fue de 98,94 CFU/m3 [43]. Nuestro estudio ha
resultado mas sensible, ya que cada filtro Unicamente recogia los aerosoles de un procedimiento o
paciente. En otros estudios en los que también se midieron los bioaerosoles generados por
broncoscopias se observaron valores muy similares de UFC/m?3, de entre 40-370 CFU/m?3 [43]. Estas
diferencias probablemente se pudieran deber a diversos factores ajenos al estudio como las
condiciones de salas, limpieza hospitalaria, contaminacion o ventilacién. Sin embargo, si que se ha
podido observar las diferencias esperadas entre la carga microbiolégica durante el procedimiento de
broncoscopia y los controles de ambiente tomados, ya que en estos Ultimos se observé un valor de

29,43 UFC/m?3, luego una gran diferencia observable.

Los resultados confirmaron la presencia de una amplia variedad de géneros bacterianos en los
bioaerosoles. En particular, se observd una clara prevalencia de bacterias grampositivas sobre las
gramnegativas. Esta diferencia puede atribuirse tanto a la prevalencia de los géneros encontrados en
el microbioma oral [44] como a las caracteristicas estructurales que presentan sus paredes celulares:
las bacterias grampositivas presentan una pared celular de peptidoglicano varias capas mads gruesas
gue las gramnegativas [45], lo que le confiere una mayor resistencia a la desecacién provocada por su

suspensidn en gotas pequefias, asi como una viabilidad prolongada en el aire [46, 47].

Al analizar mas detenidamente estos resultados, entre los géneros mds comunes que se han
identificado estan Staphylococcus, Moraxella, Micrococcus y Pseudomonas, siendo los tres primeros
grampositivos. Estos microorganismos son conocidos por formar parte del microbioma humano,
presentes en la piel [48], pulmones[49], y nasofaringe [50]. Ademas, han sido reportados en varios
estudios relacionados con resistencias antimicrobianas e infecciones transmitidas por aerosoles [51,
52]. Por otra parte, géneros como Cryseobacterium, Staphylococcus y Pseudomonas, entre otros, son
también reconocidos patégenos oportunistas responsables de infecciones nosocomiales, como
neumonias, debido a su capacidad de resistir en ambientes hospitalarios. En estos entornos, se ha
documentado la presencia de cepas resistentes a multiples antimicrobianos pertenecientes a dichos
géneros [53-56]. Otros géneros aislados en este estudio, como Streptomyces, han sido previamente
identificados en entornos clinicos, donde se ha documentado su capacidad para causar infecciones
oportunistas [57]. Corynebacterium es un género conocido por formar parte del microbioma pulmonar

[49], sin embargo, su presencia en este estudio fue limitada.

En cuanto al estudio micoldgico, el género Aspergillus fue el mas frecuentemente
identificado. Su presencia en ambientes hospitalarios, asi como su capacidad para transmitirse por via

aérea, ha sido ampliamente documentada en estudios previos [58, 59], lo que respalda su relevancia



clinica en el contexto de infecciones asociadas al aire.

En cuanto a los controles de ambiente, se ha podido observar también algunos géneros
presentes en el microbioma humano como Micrococcus, Moraxella y Dermacoccus. Estos son
microorganismos bastante presentes en el microbioma humano y en su mayoria pertenecientes al
microbioma de piel y mucosas [48, 50]. Ademads, como se ha mencionado anteriormente, algunos de
los géneros encontrados como Streptomyces o Pseudomonas suelen estar presentes en entornos
hospitalarios provocando enfermedades oportunistas [53, 56, 57]. Sin embargo, la principal diferencia
con las muestras recogidas durante las broncoscopias es la ausencia de resistencias en los aislamientos
recogidos del ambiente, esto contrasta con la presencia de un 26,7 % de microorganismos resistentes
en los aerosoles exhalados durante el estudio de broncoscopias y podria indicar que las bacterias
captadas en los controles no provienen de fuentes sometidas a una presencia importante de
antimicrobianos, lo cual sea seguramente debido a un buen mantenimiento de la higiene de la sala o

gue esta se encuentre bien ventilada.

El estudio de las resistencias reveld la presencia de 31 aislamientos bacterianos con resistencia
a ampicilina, de los cuales 28 correspondieron a bacterias grampositivas y 3 gramnegativas. Esta
distribucion puede explicarse por los mecanismos de resistencia mas comunes frente a las penicilinas,
como la inactivacidon enzimatica por B-lactamasas y la modificacién de las proteinas de unién a
penicilinas (PBPs), siendo este ultimo un mecanismo practicamente exclusivo de bacterias
grampositivas [60, 61]. Mas concretamente, se observo resistencia en géneros como Streptomyces o
Nocardiopsis, ambos pertenecientes a los actinomicetos, un grupo de bacterias conocido por producir
metabolitos secundarios con actividad antibidtica [62, 63]. En estos casos es frecuente el desarrollo de
resistencia intrinseca frente a compuestos que ellos mismos sintetizan [64]. Por su parte, en
Staphylococcus se ha documentado ampliamente la aparicién de resistencias a ampicilina, tanto por la

produccién de B -lactamasas, como por la modificacidn de la diana [65].

Sumado a esto, 10 de los aislamientos resistentes presentaron multirresistencia a varios
antibiodticos. Al analizar en mayor detalle los perfiles de resistencia, se observé que el mayor nimero
de estas correspondian a eritromicina (13 cepas), seguido de ciprofloxacina (8 cepas). En contraste, la
mayor sensibilidad se detecto frente a tetraciclina, con solo una cepa resistente. La elevada proporcién
de resistencia a macrdlidos, como la eritromicina, en microorganismos procedentes de las vias
respiratorias, ya se habia documentado previamente [34, 35, 25]. En el caso de las bacterias
grampositivas, la resistencia a eritromicina se ha asociado con mecanismos de resistencia ampliamente

distribuidos, incluyendo metilasas Erm, bombas de eflujo (msrA/msrB o mefA/E) y enzimas



inactivadoras (ereA, ereB, mphA) [66]. No obstante, los bajos niveles de resistencia observados frente
a tetraciclina resultan llamativos, ya que en la literatura suelen reportarse tasas de resistencia mads
elevadas [34, 25]. Estos hallazgos refuerzan la evidencia previa sobre la capacidad de los bioaerosoles

para vehiculizar bacterias resistentes en entornos clinicos [34, 25].

En cuanto a la deteccién de integrones en 15 de los 116 aislamientos testados, aunque los
analisis de secuenciacion mostraron 11 genes no relacionados directamente con resistencia a
antimicrobianos, si se detectaron genes asociados a otras funciones adaptativas relevantes, como
batD, implicado en la resistencia al estrés oxidativo, fixH, relacionado con la fijaciéon de nitrégeno o
SigF, factor sigma de estrés (desecacion, temperatura, escasez de nutrientes), La presencia de estos
genes en la estructura de integrones sugiere una ventaja evolutiva indirecta, al permitir una mayor

tolerancia al estrés.

Una observacion destacada fue la alta prevalencia de integrones en bacterias gramnegativas.
Esta tendencia ha sido reportada previamente en otros estudios, donde ademads se les atribuye a los
integrones ser la causa principal del fenotipo multirresistente (MDR) en bacterias gramnegativas [67,
68]. Esta mayor prevalencia puede explicarse por las diferencias estructurales entre bacterias
grampositivas y gramnegativas: los integrones, al no ser madviles por si mismos, requieren de su
asociacién con elementos genéticos mdéviles como plasmidos o transposones para su diseminacion. La
eficiencia de los mecanismos de transferencia horizontal es mayor en gramnegativas, lo que facilita la
propagacion de integrones y, por ende, de genes asociados a resistencia u otras ventajas adaptativas

[24, 43, 69].

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la importancia de considerar la transferencia horizontal
de genes como un mecanismo clave en la propagacién de resistencia, especialmente en entornos

hospitalarios donde coexisten multiples factores de presion selectiva.

En lo referente a las limitaciones del estudio, la toma de muestras se realizé Unicamente en un
centro hospitalario y sélo un procedimiento médico, esto puede haber provocado un sesgo en los
resultados de las bacterias aisladas. Ademas, aunque el analisis por PCR y cultivo permite identificar
las especies y resistencias in vivo, durante el estudio no se ha realizado un mayor estudio de los
elementos genéticos modviles ni de genes de resistencia, ya que solo se evalud la presencia de
integrones, lo cual se podria resolver mediante la realizacidén de un analisis completo del genoma o del
resistoma. Finalmente, no se ha realizado una evaluacion de susceptibilidad a todos los antibidticos a

los microorganismos que no fueron resistentes a ampicilina, por lo que puede haber provocado un



sesgo en la presencia de resistencias y no se hayan considerado algunas resistencias.

6. Conclusiones y proyeccion futura

6.1.

Conclusiones

Este estudio reveld una notable prevalencia de bacterias grampositivas, lo que es
coherente con la preponderancia de estas especies en las vias respiratorias altas y
posiblemente relacionada con su mayor resistencia a la desecacion. Se identificaron
géneros bacterianos comunes al microbioma humano, como Staphylococcus,
Moraxella, y Micrococcus asi como patdgenos oportunistas (Cryseobacterium) y

ambientales potencialmente vinculados a infecciones nosocomiales.

Los aerosoles exhalados por los pacientes suponen un riesgo potencial para el

personal sanitario expuesto a estos durante la realizacidon de broncoscopias.

Detectamos una elevada prevalencia (26,7 %) de bacterias resistentes a ampicilina

en los aerosoles, en su mayoria grampositivas.

Un total de 10 aislamientos presentaron perfiles de multirresistencia, lo que refuerza

la preocupacidn por la propagacidn de cepas resistentes en entornos clinicos.

La deteccion de fenotipos resistentes en géneros que pueden provocar infecciones
nosocomiales, como Staphylococcus y Pseudomonas, confirma el riesgo de infeccion

gue generan, particularmente en pacientes inmunodeprimidos.

La deteccién de integrones en varios aislamientos, especialmente en bacterias
gramnegativas, aunque no directamente asociados con genes de resistencia a
antimicrobianos, evidencio la presencia de genes relacionados con la adaptacion al
estrés ambiental. Esto sugiere que los integrones podrian desempefar un papel
evolutivo mas amplio, facilitando la adquisicién de rasgos beneficiosos en ambientes

hospitalarios.

Estos hallazgos resaltan la importancia de los bioaerosoles como vehiculos de

dispersidon de microorganismos resistentes y subrayan la necesidad de medidas de



control mas estrictas en procedimientos médicos generadores de aerosoles.

6.2. Proyeccion futura

Para profundizar en los hallazgos obtenidos, futuras investigaciones deberian considerar la
ampliacion del tamano y diversidad de la muestra, incluyendo multiples centros hospitalarios y
distintos procedimientos médicos generadores de aerosoles. Esto permitiria obtener una vision mas
representativa de la diversidad microbiana, de los perfiles de resistencia y del riesgo de exposicién
profesional.

Ademas, seria de gran interés realizar estudios mas exhaustivos sobre los mecanismos de
diseminaciéon genética, incorporando andlisis del genoma completo y del resistoma, con el objetivo de
identificar no solo la presencia de integrones, sino también otros elementos implicados en la
transferencia horizontal de genes.

También seria interesante evaluar la persistencia temporal de los microorganismos en el aire
tras la realizacién de procedimientos médicos, asi como su potencial impacto sobre la salud del
personal sanitario expuesto. Estudiar la viabilidad de los microorganismos en el aire y su capacidad
infecciosa en distintos contextos clinicos podria ofrecer informacién valiosa para implementar medidas

de control mas eficaces.
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