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RESUMEN

Introduccidn: La resistencia a los antimicrobianos constituye un importante problema de salud publica y se
produce cuando los microorganismos desarrollan mecanismos que les permiten sobrevivir en presencia de estos
compuestos. El objetivo de este trabajo fue caracterizar la microbiota y los perfiles de resistencia presentes en
los bioaerosoles generados durante broncoscopias y compararlos con muestras de Lavado broncoalveolar (LBA).
Materiales y métodos: Se realizéd un estudio prospectivo y observacional con muestras pareadas de LBA vy
bioaerosoles de pacientes sometidos a broncoscopia. Los bioaerosoles se captaron mediante filtros de cuarzo y
las muestras se cultivaron en diferentes medios microbiolédgicos. Los aislamientos bacterianos se evaluaron
frente a ampicilina y, en los resistentes, se determind la susceptibilidad a otros cinco antibidticos. Resultados: Se
analizaron 15 muestras de LBA y 15 de bioaerosoles, obteniéndose 145 aislamientos microbioldgicos (134
bacterianos y 11 flngicos). De los aislamientos bacterianos, 53 (39,6 %) fueron resistentes a ampicilinay 6 (4,5
%) presentaron un perfil de multirresistencia. Se identificaron géneros habituales del microbioma respiratorio y
especies oportunistas de relevancia clinica. Discusion: Los resultados evidencian la presencia de
microorganismos resistentes y multirresistentes en ambas matrices. La coincidencia de algunos aislamientos
sugiere una posible aerosolizacion durante la broncoscopia, aunque seran necesarios estudios con mayor

tamafio muestral y técnicas moleculares de mayor resolucidn para confirmarla.
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ABSTRACT

Introduction: Antimicrobial resistance is a major public health problem and occurs when microorganisms
develop mechanisms that enable them to survive in the presence of these compounds. The aim of this study was
to characterise the microbiota and resistance profiles present in bioaerosols generated during bronchoscopies
and to compare them with bronchoalveolar lavage (BAL) samples. Materials and methods: A prospective,
observational study was conducted using paired samples of BAL and bioaerosols from patients undergoing
bronchoscopy. The bioaerosols were collected using quartz filters and the samples were cultured on various
microbiological media. Bacterial isolates were tested for susceptibility to ampicillin and, in the case of resistant
isolates, susceptibility to five other antibiotics was determined. Results: Fifteen LBA samples and 15 bioaerosol
samples were analysed, yielding 145 microbiological isolates (134 bacterial and 11 fungal). Of the bacterial
isolates, 53 (39.6%) were resistant to ampicillin and 6 (4.5%) exhibited a multidrug-resistance profile. Common
genera of the respiratory microbiome and clinically relevant opportunistic species were identified. Discussion:
The results demonstrate the presence of resistant and multidrug-resistant microorganisms in both matrices. The
overlap between some isolates suggests possible aerosolisation during bronchoscopy, although studies with

larger sample sizes and higher-resolution molecular techniques will be required to confirm this.

Keywords: Antimicrobial resistance, bioaerosols, bronchoalveolar lavage (BAL), bronchoscopy, microbiota.



ABREVIATURAS UTILIZADAS

MDR (Multidrug-Resistant): microorganismo multirresistente.

ARGs: Genes de resistencia a antimicrobianos.

AS: Agar Sangre

BHI: Brain Heart Infusion

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crdnica

LBA: Lavado Broncoalveolar

MLNA: Modified Leeman Notman Agar

mMNGS: Secuenciacién metagendémica de Nueva Generacién

MH: Mdller-Hinton

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PM: Particulate Matter

RAM: Resistencia a los antimicrobianos

SDA: Sabouraud Dextrose Agar

THG: Transferencia horizontal de genes

UBNI: Unidad de Broncoscopia y Neumologia Intervencionista

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

UMH: Universidad Miguel Hernandez
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1. INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un fendmeno natural que aparece cuando un
microorganismo adquiere la capacidad de sobrevivir o proliferar en presencia de los medicamentos
utilizados para combatirlos, dificultando el tratamiento de las infecciones producidas y aumentando el
riesgo de propagacién, enfermedad grave y muerte. La RAM supone una amenaza global debido a que
reduce la eficacia de tratamientos que son esenciales para un gran nimero de pacientes, haciendo
mas peligrosas intervenciones médicas habituales, como las cirugias, los trasplantes o Ia

quimioterapia.

En 2023, aproximadamente una de cada seis infecciones bacterianas confirmadas por laboratorios
en todo el mundo resultaba ser resistente a los antibidticos. Ademas, entre 2018 y 2023 la resistencia
aumentd en mas del 40 % de las combinaciones patégeno-antibidtico analizadas, incrementandose
cada afio entre un 5-15 %. Desde la OMS estiman que la resistencia a los antibidticos es mayor en las
regiones del Sudeste Asiatico y Mediterraneo Oriental, donde 1 de cada 3 infecciones reportadas es
resistente mientras que en la regién africana resulta ser 1 de cada 5 infecciones [1]. En Europa la
estimacion mas reciente indica que aproximadamente 1 de cada 10 infecciones bacterianas notificadas
y confirmadas por laboratorio en 2023 presentaba resistencia a antibidticos [2]. Respecto al impacto
sobre la salud humana de la RAM, en 2021, a la resistencia bacteriana le fue directamente atribuible

alrededor de 1,14 millones de muertes y se asocié con 4,71 millones de fallecimientos a escala mundial

[3].
1.1. Los antimicrobianos

Un antimicrobiano es cualquier sustancia natural, semisintética o sintética capaz de inhibir el
crecimiento o eliminar microorganismos, incluyendo bacterias, hongos, virus y parasitos. Cada uno de
los compuestos farmacoldgicos catalogados en dicho grupo presentan un mecanismo de accidn que
consiste en alterar o bloquear alguna de las funciones esenciales de los microrganismos sensibles a
ellos, como por ejemplo la sintesis de la pared celular, proteinas o acidos nucleicos. En funcion del tipo
de microorganismo frente al que actlan, los antimicrobianos pueden clasificarse en antibidticos,
antifungicos, antivirales y antiparasitarios. Dentro de los antibidticos, segiin su mecanismo de accién,

estos pueden clasificarse en diferentes categorias [4,5]:

¢ Inhibidores de la sintesis de la pared celular (B-lactamicos, glucopéptidos).
¢ Inhibidores de la sintesis proteica (aminoglucdsidos, tetraciclinas, macrélidos).

¢ Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos (quinolonas, rifamicinas).



e Aquellos que interfieren con las vias metabdlicas (sulfonamidas).

1.2. Resistencia a los antimicrobianos

1.2.1. Mecanismos de resistencia

Los microorganismos pueden desarrollar diferentes mecanismos moleculares que les permiten
sobrevivir en presencia de los antimicrobianos [6]. Estos mecanismos pueden actuar reduciendo la
concentracion intracelular del farmaco, inactivandolo o modificando su interacciéon con la diana

terapéutica. Entre los principales mecanismos de resistencia destacan los siguientes:

En primer lugar, la produccion de estructuras bacterianas complejas capaces de extruir el
compuesto antimicrobiano fuera de la célula, también conocidas como bombas de eflujo, pueden
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.

En segundo lugar, la disminucidn de la permeabilidad de la membrana constituye un importante
mecanismo de resistencia bacteriana, al limitar la entrada del antimicrobiano en la célula. Este
mecanismo adquiere especial relevancia en las bacterias gramnegativas, cuya membrana externa
actua como una barrera adicional. En este contexto, las porinas desempefian un papel clave al regular

el paso de moléculas a través de dicha membrana.

Otra de las estrategias mas comunes y eficaces para hacer frente a la presencia de antibidticos es
la modificacidon enzimatica del compuesto. En este caso, las bacterias producen enzimas que inactivan
al antimicrobiano, afiadiendo fracciones quimicas especificas al compuesto que permiten la
inactivacién o destruccion de la molécula al completo, haciendo que el antibidtico sea incapaz de

realizar su funcion.

Finalmente, las bacterias pueden desarrollar otro sistema de proteccion para evitar la accion del
antibidtico interfiriendo en su sitio diana. Para lograrlo, se han desarrollado diferentes tacticas, como
la proteccidn del sitio diana, la cual funciona impidiendo que el antibiético alcance su sitio de unién, o

modificaciones puntuales del sitio diana que resultan en una menor afinidad por el antibiético [7].

Los determinantes genéticos responsables de estos mecanismos de resistencia pueden localizarse
tanto en el cromosoma bacteriano como en elementos genéticos méviles, facilitando su transferencia

entre microorganismos y contribuyendo a la diseminacion de la resistencia antimicrobiana.



1.2.2. Mecanismos de generacion de resistencias en los microorganismos

La resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno natural que surge a lo largo del tiempo debido
a cambios genéticos que se producen en los microorganismos. Los principales factores implicados en
la aparicidn y propagacién de resistencias son las mutaciones espontdneas y la transferencia horizontal

de genes.

Mutaciones espontdneas: Los microorganismos pueden desarrollar cambios aleatorios en su
secuencia de ADN mediante una serie de mutaciones puntuales que les otorguen resistencia frente a
algun antimicrobiano. Cuando estas alteraciones resultan beneficiosas en presencia de antibidticos, la
variante mutada tiende a multiplicarse y a sobrevivir, a diferencia de la que no haya sufrido dicha

mutacion [8].

Transferencia horizontal de genes (THG): Consiste en un proceso natural mediante el cual las
bacterias pueden adquirir informacién genética o intercambiar genes de resistencia entre si gracias a
la presencia de plasmidos y otros elementos genéticos moviles. Este es un mecanismo clave para la
rapida diseminacion de genes de resistencia a antimicrobianos en diversos ambientes y entre

diferentes especies bacterianas, incluso entre especies filogenéticamente distantes [6, 8,9, 10].

Los mecanismos mds comunes de transmision horizontal de genes son (Figura 1):

Transformacion: proceso por el cual las bacterias captan ADN extracelular que se encuentra libre
en el medio y estabilizado, y posteriormente lo integran en su genoma mediante recombinacién

homdloga [11].

Transduccién: consiste en la transferencia de genes bacterianos mediada por un bacteriéfago tras
infecciones sucesivas. EIl ADN bacteriano es integrado erréneamente en la capside del bacteriéfago.
Posteriormente, al infectar una segunda bacteria receptora, el bacteriéfago inyecta en ella este ADN

bacteriano y este logra integrarse correctamente en el genoma de la célula receptora [11].

Conjugacioén: consiste en la transferencia de ADN plasmidico mediante el pili y la maquinaria
conjugativa. Los plasmidos son elementos genéticos extracromosdmicos que se replican de forma
independiente y facilitan la diseminacién de genes entre bacterias, incluidos los genes de resistencia a
los antimicrobianos, favoreciendo su persistencia cuando aportan una ventaja adaptativa frente a la

célula huésped [11,12].
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Figura 1. Mecanismos de transmision horizontal en bacterias, obtenida de Evolutionary Biology: Genome

Evolution, Speciation, Coevolution and Origin of Life [13].

1.2.3. Propagacion de la resistencia a los antimicrobianos.

El uso inadecuado de antibidticos ejerce una presién selectiva que favorece la aparicién vy
expansion de bacterias resistentes. La prescripcion innecesaria, el uso injustificado de antibidticos de
amplio espectro, la automedicacién y el incumplimiento del tratamiento facilitan este proceso.
Mientras las bacterias sensibles son eliminadas o inhibidas, las resistentes sobreviven y se multiplican.
Asi, aumentan las cepas resistentes, disminuye la eficacia de los antibidticos y se dificulta el

tratamiento de las infecciones bacterianas.

Ambientes generadores de resistencia antimicrobiana

La generacion y propagaciéon de microorganismos resistentes puede producirse en diversos
entornos, entre los que destacan los hospitales y centros sanitarios, las aguas residuales y los sistemas

de produccion agropecuaria.

Hospitales y centros de salud: constituyen uno de los principales reservorios de microorganismos
resistentes debido al elevado consumo de antimicrobianos y a la elevada concentracion de pacientes
colonizados o infectados. Ademas, los residuos procedentes de secreciones, excreciones y materiales
clinicos pueden contribuir a la dispersidon de microorganismos resistentes y genes de resistencia en el

entorno hospitalario [14, 15].



Aguas residuales: representan otra fuente importante de residuos de antibidticos, residuos de
antifingicos y microorganismos resistentes en las aguas residuales procedentes de los hogares,
industrias farmacéuticas, entre otros. La eliminacién incompleta de estos compuestos durante los

procesos de depuracion favorece su liberacién al medio ambiente [16,17,18].

Agricultura, ganaderia y acuicultura: el empleo de manera intensiva de antimicrobianos en la
produccién animal (ganado y acuicultura) y en la agricultura, ya sea tanto como promotores del
crecimiento (produccidn vegetal) como para prevenir o tratar enfermedades, incrementa de forma

notable la presencia ambiental de microorganismos resistentes y de genes de resistencia [19, 20,21].

Vias de transmisién de microorganismos

La diseminacién de microorganismos, sean resistentes o no, puede producirse mediante
diferentes vias de transmisién, cuya relevancia depende del microorganismo, el entornoy la frecuencia

de exposicion.

En el dambito sanitario, el contacto directo con pacientes colonizados o infectados por
microorganismos y el contacto indirecto a través de las manos del personal, equipos, material sanitario

y superficies contaminadas constituyen mecanismos relevantes de transmision [22].

Fuera del hospital, la resistencia antimicrobiana también circula entre personas, otros animales,
alimentos y el medio ambiente, incluidos el agua, el suelo y los residuos. Esta interconexion ha dado
lugar a la perspectiva denominada “One health”, que consiste en un enfoque integrado en el cual se
reconoce que la salud humana, animal y ambiental estdn estrechamente relacionadas. Debido a esta
relacidn se promueve la colaboracion interdisciplinar con el objetivo de prevenir y controlar amenazas

como la resistencia a los antimicrobianos, las zoonosis y la contaminacidn ambiental [23].

Los aerosoles y bioaerosoles pueden transportar bacterias resistentes y genes de resistencia en
hospitales y otros entornos extrahospitalarios. No obstante, detectar genes de resistencia en el aire
no demuestra que existan microorganismos viables ni que haya transmisién o infeccion. Estos aspectos
deben evaluarse mediante estudios especificos. Por ello, el andlisis de bioaerosoles es necesario para
la vigilancia microbiolégica. Permite estudiar una posible via de dispersion de la resistencia

antimicrobiana, especialmente en el ambito hospitalario.



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. Segun el Center for Disease
Control and Prevention (CDC) un aerosol es una suspension de particulas sélidas o gotas liquidas en el
aire u otro medio gaseoso, incluyendo polvo, niebla, humos o gotas respiratorias [24]. Por su parte, un
bioaerosol es un aerosol que contiene material de origen bioldgico, ya sea viable o no viable, e incluye
bacterias, hongos, virus, esporas, polen, fragmentos celulares y diversos productos microbianos, como

toxinas [25].

Por lo general, estos pueden clasificarse segun su naturaleza, tamafio y método de generacion.
Si atendemos a 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 [26]. Segun su tamafo, se pueden clasificar en particulas grandes (100 um
>10 um) que duran poco tiempo en suspension en el aire y quedan atrapados en las vias respiratorias
altas, particulas medianas, también llamadas PMio (10 um> a >5 um) que se mantienen en el aire mas
tiempo y pueden llegar a la fraccidn toracica, o particulas finas o PMs (<5 um), que pueden llegar a los
alveolos y se mantienen mayor tiempo en suspension [27]. A nivel microbioldgico la cifra mas aceptada

es que los aerosoles <10 um alcanzan la fraccidon pulmonar tal y como se observa en la figura 2 [28].

<100 pm ———p
‘Inhalable’ fraction. 3
Can enter the throat:
Irritation

<10 pm
‘Thoracic’ fraction.
Past the bronchus:
Acute disease

<5 um —>

‘Respirable’ fraction. s

Can reach the alveoli: [ —\\
Chronic disease i

Figura 2. Clasificacion de los aerosoles en funcidn de su tamafio [28].

Esta exposicidn a los bioaerosoles, se vuelve mas peligrosa cuando los microorganismos presentes
en estos aerosoles contienen elementos de resistencia y dificultan su tratamiento. Ademas de su
presencia, estos elementos pueden transferirse de un microorganismo a otro mediante la

transferencia horizontal de genes [26].



Maniobras que pueden favorecer la dispersion de microrganismos por aerosoles

Los bioaerosoles se pueden generar 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 intubacién y extubacién
endotraqueal, la ventilacién no invasiva o manual y la broncoscopia, y son considerados como tales
por la Organizacion mundial de la salud (OMS) y el Centro para el Control y la Prevencién de

Enfermedades (CDC) [29].

La broncoscopia es una técnica que se emplea para investigar diversas patologias respiratorias,
como infecciones pulmonares, neoplasias, enfermedades intersticiales, hemorragias o anomalias
estructurales del arbol bronquial (Figura 3). Ademas, permite la obtencidon de muestras bioldgicas,
como el lavado broncoalveolar (LBA), cepillados o biopsias, que resultan fundamentales para el
diagndstico microbioldgico, citoldgico e histopatoldgico [30]. Gracias a la broncoscopia se consigue de
manera directa muestras procedentes del espacio alveolar y bronquial distal, proporcionando una
mayor sensibilidad diagndstica y una menor contaminacion de la biota orofaringea en comparacion

con otras muestras respiratorias convencionales [31].

Broncoscopia

—— Broncoscopio

‘ ~-‘: -
& =

Traquea

Bronquio r—

Cancer - -

§

Figura 3. Esquema de la realizacion de una broncoscopia. Imagen tomada de la pagina web del NIH [32].

El LBA ha adquirido durante los ultimos afios una importancia creciente en el proceso de
identificacion de microorganismos multirresistentes y en el estudio de la resistencia antimicrobiana,
especialmente en pacientes con neumonia grave, neumonia asociada a ventilacién mecanica e
inmunosupresion [33]. Ademads, la incorporacién de técnicas moleculares avanzadas, como la

secuenciacién metagendmica de nueva generacidon (mNGS), ha permitido mejorar significativamente



la deteccion precoz de bacterias, virus y hongos, asi como de genes asociados a resistencia

antimicrobiana [33].

Diversos estudios recientes han demostrado que las muestras de LBA presentan una elevada
capacidad diagndstica y una mejor correlacion clinica en comparacion con otras muestras
respiratorias, favoreciendo una optimizacion mas precisa del tratamiento antimicrobiano vy
contribuyendo consecuentemente a un mejor control de la resistencia bacteriana en el dmbito

hospitalario [34].

1.3. Microbiota y organismos patdégenos de las vias respiratorias

Como se ha comentado anteriormente, durante la realizacién del procedimiento de
broncoscopias, se provoca la expulsién de bioaerosoles, en los cuales se puede encontrar
microorganismos de la microbiota del sistema respiratorio del paciente. El microbioma pulmonar esta
compuesto de diferentes géneros de bacterias. Dentro de los géneros bacterianos mas presentes se
encuentran Pseudomonas, Streptococcus, Streptomyces, Proteus y Haemophilus. Aunque también se
pueden hallar géneros anaerobios especializado como es el caso de Prevotella, Veillonella y
Porphyromonas [35]. En el caso de los hongos también hay mucha diversidad, siendo los mas comunes
Malassezia, Candida, Saccharomyces, Penicillium, Dictyostelium y Fusarium, aunque también estan
presentes en menor medida Aspergillus, Davidiellaceae y Eurotium [35]. Un aspecto importante que
hay que destacar es que cada paciente tiene un microbioma pulmonar unico y de alta resiliencia, el
cual tiende a estar controlado por una o varias especies colonizadoras importantes, como

Pseudomonas, Staphylococcus, Stenotrophomonas o Achromobacter [35].

1.4. Resistencias antimicrobianas en entornos hospitalarios

Las resistencias antimicrobianas presentes en bioaerosoles han sido descritas en numerosos
estudios, que evidencian la existencia de microorganismos portadores de genes de resistencia en
particulas suspendidas en el aire de distintos entornos hospitalarios [36, 37, 38]. En particular, se ha
observado que los microorganismos procedentes de las vias respiratorias presentan una elevada
abundancia de genes de resistencia frente a tetraciclinas y al grupo MLSB (macrélidos, lincosamidas y
estreptograminas B) [36]. Recientes estudios han demostrado que los bioaerosoles hospitalarios
pueden albergar una importante carga de microorganismos patdgenos portadores de genes de
resistencia a los antimicrobianos (ARGs) lo que supone un potencial riesgo para la salud publica debido
a su posible contribucion en la transmisién de bacterias multirresistentes y en la aparicidn de

infecciones nosocomiales [39].



2. Antecedentes, hipétesis y objetivos

2.1 Antecedentes

El laboratorio de Micologia del departamento de Produccién Vegetal y Microbiologia de la
Universidad Miguel Hernandez (UMH), en colaboracion con el departamento de Fisica Aplicada de la
UMH, empezd hace seis afios una linea de investigacidon con el objetivo de conocer el riesgo que
presentaban el personal sanitario hacia los bioaerosoles. Este proyecto comenzd con la deteccidon de
SARS-CoV-2 en aerosoles en entornos con pacientes COVID-19. Esta linea de estudio prosiguié en anos
posteriores con la medicién del riesgo ocupacional que presentaban el personal sanitario

extrahospitalario, concretamente los que trabajaban en clinicas odontoldgicas.

Hace dos afios se amplio el estudio para conocer el riesgo ocupacional en ambientes clinicos. Para
ello se contd con la colaboracién del Hospital Universitario de San Juan y del Hospital Universitario del
Vinalopd. En dicho estudio se valord la carga y diversidad microbiana (bacterias, hongos y virus
respiratorios) a la que estaban expuestos el personal sanitario durante la realizacidon de broncoscopias.
El pasado afio se evalud la exposicidn de los profesionales sanitarios a microorganismos patégenos
resistentes a los antimicrobianos mediante el analisis de los bioaerosoles en las salas donde se

realizaban las broncoscopias.

En la presente anualidad, se pretende ampliar dicho estudio mediante el andlisis conjunto de
muestras de bioaerosoles y de LBA con el fin de determinar la posible concordancia entre los

microorganismos resistentes a los antimicrobianos detectados en ambas matrices.
2.2 Hipdtesis

Los bioaerosoles generados en entornos hospitalarios, especialmente en areas con elevada
produccién de particulas respiratorias, como las salas de broncoscopias, constituyen un reservorio
potencial de microorganismos resistentes a antimicrobianos. Se plantea que estos bioaerosoles
podrian contribuir a la dispersién aérea de microorganismos multirresistentes, contribuyendo a la
diseminaciéon de infecciones nosocomiales y de la resistencia antimicrobiana dentro del dmbito

hospitalario.
2.3 0bjetivos

El objetivo principal de este trabajo es caracterizar la microbiota y el perfil de resistencia en

bioaerosoles y muestras de LBA. Para ello, se plantean los siguientes objetivos especificos:



1. Cuantificar y caracterizar la carga microbiana viable presente en los bioaerosoles y en
muestras de LBA.

2. Determinar los perfiles fenotipicos de resistencia a los antimicrobianos de los
microorganismos aislados en ambos tipos de muestras.

3. Comparar los microorganismos identificados y sus perfiles de resistencia a los
antimicrobianos en bioaerosoles y muestras de LBA

4. Evaluar la posible asociacién entre los microorganismos identificados y sus perfiles de

resistencia a los antimicrobianos en funcién de la clinica de los pacientes.

3. Materiales y métodos

3.1. Disefio del estudio

Este estudio consiste en un trabajo prospectivo y observacional, en el cual se han obtenido
muestras de LBA y 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 24 de febrero del 2026 y el 9 de junio del 2026. Se
recogieron los aerosoles y muestras de LBA procedentes de aquellos pacientes que, a juicio clinico,
necesitaban una broncoscopia por motivos ajenos al estudio y que firmaron el consentimiento
informado para participar en el estudio. Se excluyeron del estudio aquellos pacientes 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 ese tipo de muestras. El andlisis de las muestras se realizé en
el laboratorio de Micologia Médica del departamento de Produccién Vegetal y Microbiologia de la

UMH en el campus de San juan (Alicante).
3.2. Consideraciones éticas

Este estudio ha sido aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario de San Juan y de
la Universidad Miguel Hernandez, cédigo COIR: TFG.GBI.CFR.EFG.251028. Todos los procedimientos
han sido disefiados de acuerdo con los principios éticos para la investigacién médica en seres humanos
(declaracion 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

Se toman dos tipos de muestras por paciente: el LBA y los aerosoles generados durante el
procedimiento de latoma del LBA (broncoscopia). Las muestras de LBA fueron obtenidas por el Servicio
de Neumologia mediante broncoscopia realizada segun la practica clinica habitual. Tras su recogida,
las muestras se etiquetaron mediante un cédigo alfanumérico para garantizar su anonimizacién y se

transportaron inmediatamente al laboratorio de microbiologia de la UMH para su procesamiento.

Para la toma de muestra de los bioaerosoles, se emplearon muestreadores personales de
aerosoles (10 L/min) equipados con filtros de cuarzo de 37 mm y entrada PMjo, conectados a una
bomba de aire portatil (Figura 4). El dispositivo se coloco sobre la ropa del personal de neumologia,
situando el filtro a la altura del pecho y la bomba en un bolsillo con el fin de evaluar los
microorganismos exhalados por los pacientes que alcanzaban al profesional durante la realizacién de
la broncoscopia (Figura 5). Una vez finalizada la actividad, el filtro se retird y almacend en colectores
estériles y herméticos previamente etiquetados para su transporte al laboratorio. Cada filtro contenia
la muestra de aire correspondiente a un Unico paciente. Los muestreadores registraron el tiempo de

exposicién, el volumen, la temperatura y la humedad relativa del entorno.

Figura 4. A) Captador de aire “Personal Impactors Model 200”. B) Cabezal PM10. C) Filtros de cuarzo.

Imagen de la web de Fisher Scientific [40].

Figura 5. Colocacién del captador de aire para la toma de muestras.



3.4. Datos o variables del estudio

Durante la toma de muestras se registraban las siguientes variables. Por un lado, estan los datos
referidos al paciente: Edad, Sexo, Fumador Si/no, Sospecha diagnostica, Diagnodstico clinico,
Diagnéstico microbioldgico y Tratamiento del paciente. En el caso del tratamiento se buscaba saber si
el paciente estaba en tratamiento con antimicrobianos, medicacidon quimioterapica o corticoides
(incluyendo los inhalados debido a que las muestras del paciente procedian del arbol bronquial). Por
otro lado, estan los datos referidos al muestreo de los bioaerosoles: duracién del procedimiento, la

temperatura de la sala, la humedad relativa de la sala y el volumen de aire total recogido.
3.5. Procesadoy cultivo de las muestras

3.5.1. Lavado broncoalveolar (LBA)

El LBA (4-6 mL) se distribuyé en 4 tubos Eppendorf® de 1.5 mL y se centrifugaron durante 5
minutos a 5000 rpm. Se eliminé el liquido sobrenadante necesario para obtener un volumen de unos
0.5 mL. Posteriormente, la muestra se homogeneizé para proceder a su cultivo en diferentes medios
microbioldgicos. Se inocularon 0,1 mL de muestra en placas de agar sangre (AS), agar Brain Heart
Infusion (BHI), agar Sabouraud dextrosa (SDA) y Modified Leeman Notman Agar (MLNA). El resto se
almacené a -20°C. Las placas inoculadas se incubaron en condiciones de aerobiosis a 37 °C durante un

periodo de 48 a 72 horas.
3.5.2. Procesado y cultivo de los filtros

Una vez en el laboratorio de Micologia Médica de la UMH, el filtro se dividié en 4 fragmentos: 2
de ellos se cultivaron para la deteccidon de bacterias en medios de AS, y BHI. El tercer fragmento se
dividié a su vez en dos partes, uno para la deteccion de hongos en (SDA) y el otro para cultivarlo en
medio MLNA. Por ultimo, el fragmento restante se almacend a— 20 °C para estudios posteriores (Figura

6). Las placas, se incubaron a 37 °C en aerobiosis durante 48-72 horas.

Procesado del filtro

B Agar sangre
BHI
M Almacenacion

Sabouraud Dextrose Agar

B MLNA



Figura 6. Esquema de procesado de filtros.

3.6. Analisis crecimiento microbiano

Una vez cultivada las muestras tanto de bioaerosoles como de LBA, se procedié a la evaluacidn
del crecimiento de colonias bacterianas y fungicas en los medios empleados (AS, BHI, SDA y MLNA). Se
realizé un conteo de las colonias y para la identificacion de estas, se realizd un primer andlisis
macroscépico de la forma, color y nimero de colonias en cada filtro. Una vez registrados estos datos,
se procedié al aislamiento de cada una de las colonias para su estudio mediante microbiologia clasica

(tincién y cultivo) y biologia molecular (PCR y secuenciacién).

3.6.1. Deteccion de resistencias a antibidticos

Todos los aislamientos fueron testados para la deteccidn de resistencia a la ampicilina mediante
su aislamiento en un medio BHI suplementado con ampicilina, que pertenece a la familia de los
antibioticos B-lactamicos. Aquellas cepas que fueron resistentes a la ampicilina se les realizé un estudio
adicional de sensibilidad antimicrobiana con el fin de evaluar la posible presencia de multirresistencia.
Para ello, se seleccionaron entre cinco y siete antibidticos representativos de diferentes familias

antimicrobianas, entre las que se incluyeron las siguientes:

Ciprofloxacino (1 pg): Pertenece a la familia de las quinolonas

- Eritromicina (15ug): Pertenece a la familia de los macrdlidos

- Fosfomicina (200 pg): Pertenece a la familia de las fosfomicinas

- Gentamicina (30 pg): Pertenece a la familia de los aminoglucdsidos

- Ceftriaxona (30 ug): Pertenece a las cefalosporinas de 32 generacion

- Tetraciclina (30 ug): Pertenece a la familia de las tetraciclinas

- Sulfametoxazol/trimetroprim (20 ug): Es una combinacién del sulfametoxazol que forma
parte de la familia de las sulfonamidas, con el trimetroprim que forma de la familia de las

Diaminopirimidinas.

La sensibilidad o resistencia de las bacterias a los agentes antimicrobianos fue valorada mediante
el método de difusion en placa de Kirby-Bauer. Tras inocular la cepa a estudio en un medio de Miiller-
Hinton (MH), se colocaron discos de antibidticos de concentracidén conocida y se incubaron durante 24
horas a 37 °C. Se realizé la mediciéon del didmetro de los halos de inhibicién, que segun criterios

estandarizados de interpretacidn, pueden ser resistentes (R), sensibles (S) o de sensibilidad intermedia



(). Los resultados del antibiograma se interpretaron siguiendo los puntos de corte establecidos por

EUCAST.

3.7. Identificacién de microorganismos

Extraccion del DNA de bacterias o levaduras

La extraccidon de DNA de las colonias bacterianas y de las levaduras se realizd mediante el uso de
la matriz comercial InstaGene™ de Bio-Rad. Brevemente, el protocolo consiste en resuspender una
colonia en 150 L de matriz Instagene™ en un tubo Eppendorf® estéril. Posteriormente se agita y se
incuba a 56°2 C durante 10 minutos y después a 100°2 C durante otros 8 minutos. Finalmente se
centrifuga a 5000 rpm durante un minuto y se recoge el DNA, el cual se encuentra situado en el
sobrenadante para su posterior amplificacion. La identificacidon de los hongos filamentosos se llevé a

cabo mediante la observacién macroscdpica y microscépica de las colonias.

Amplificacién de DNA bacteriano y fungico

Para amplificar la regiéon V1-V3 del gen 16S rRNA en bacterias y la region ITS1-5,85-ITS2 en hongos
se realizd una PCR convencional. Las regiones amplificadas se muestran en la Figura 7, mientras que

las condiciones de reacciény los cebadores empleados se recogen en las Tablas 1y 2, respectivamente.
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Figura 7. Region del genoma en el que se muestra donde hibridan los cebadores y la region que amplifican
en hongos (izqg.) y bacterias (dcha). Fuentes: Modificado de Fukuda et al. ] UOEH 2016, Modificado de Krystin
GenoHub blog 2023.

Tabla 1. Cebadores de la amplificacién de las regiones seleccionadas de bacterias y hongos



Primer Regioén hibridacion Secuencia Referencia Fragmento

Bac-F (27F) 16S rRNA AGAGTTTGATYMTGGCTCAG Kim et al. 2012 515pb

Bac-R (512R) 16S rRNA TTACCGCGGCKGCTGGCAC Kim et al. 2012 515pb
ITS1 18S RNA gene TCCGTAGGTGAACCTGCGG Ferrer et al. JCM 2001 500-850 pb
7ITS47W [ ;;RNA gene 1 TCC;GC:T;TA:GC ) I;rr;r et al. JCM 2001 | SOO»SSpr

Tabla 2. Protocolo de amplificacion por PCR llevado a cabo para la amplificacién bacteriana

Numero de ciclos Temperatura Tiempo | Proceso
1 95°C ‘ 5 min Desnaturalizacién inicial
95 °C 30 seg Desnaturalizacién
40 55-%C 1 min Hibridacion sonda
72 °C 1 min Extension
1 T2NE 5 min Extension final

Electroforesis y secuenciacion del DNA

Para verificar el éxito de la amplificacién, los productos de PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2 % preparado en tampdn TBE. La electroforesis se realizd durante
30 minutos a 100 V. La amplificacidn se considerd satisfactoria cuando se observé una banda de

aproximadamente 500 pb en el caso de las bacterias y de entre 400 y 700 pb en el caso de los hongos.

Secuenciacidn Sanger

Previamente a la secuenciacion, los productos de PCR fueron purificados para eliminar el exceso
de cebadores y dNTPs no incorporados. Para ello, se empled el kit ExoProStar™ (lllustra™) que combina
una exonucleasa de tipo | capaz de degradar DNA monocatenario residual y una fosfatasa alcalina que

elimina los dNTPs libres presentes en la reaccion.

Una vez purificados, los productos de PCR se enviaron a una empresa externa (STABVIDA) para su

secuenciacion por el método Sanger.



Identificacion de las cepas por biologia molecular

Las secuencias obtenidas (regién V1-V3 del gen 16S rRNA, aproximadamente 450-500 pb) fueron
comparadas mediante BLAST con la base de datos GenBank (NCBI). La asignacion taxondmica se realizd
considerando el mayor porcentaje de identidad y cobertura de alineamiento. No obstante, debido a la
elevada conservacidon de esta regidn entre especies filogenéticamente préximas, la identificacién a
nivel de especie debe interpretarse como una identificacion presuntiva en aquellos casos en los que

varias especies presentaron porcentajes de identidad equivalentes.

4. Resultados

Entre el 24 de febrero de 2026 y el 9 de junio de 2026, se recogieron un total de 16 pares de
muestras de pacientes, constituidos por bioaerosoles y muestras de LBA, obtenidas durante la
realizacion de broncoscopias en la UBNI (Unidad de Broncoscopia y Neumologia Intervencionista) del
hospital de San Juan de Alicante. De las 16 muestras recogidas, Unicamente se pudieron procesar 15,
debido a que la muestra correspondiente al paciente 2 se deshidraté por un problema técnico con el

incubador. Por ese motivo dicha muestra fue excluida de los andlisis posteriores.

Con el fin de verificar que, ni los filtros ni su manipulacion durante la preparacién de los
muestreadores constituian una fuente de contaminacion microbioldgica, se realizaron cuatro
controles negativos. Para ello, los filtros se colocaron en los muestreadores y se sometieron al mismo
procedimiento aplicado para las muestras experimentales, con la excepcidén de que la bomba de aire
permanecié desconectada. Posteriormente, los filtros se procesaron y cultivaron en los distintos
medios microbioldgicos. En todos los casos, los cultivos resultaron negativos, confirmando la ausencia

de microorganismos viables asociados a los filtros o a su manipulacion (figura 8).
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Figura 8. Controles negativos aerosoles.



Durante el muestreo de los bioaerosoles generados durante las broncoscopias, se registraron
diversos pardmetros ambientales y operativos, cuyos valores medios y sus correspondientes

desviaciones estdndar se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resumen de variables en los aerosoles

Variable Media + Desviacidn estandar
Tiempo (min) 8,26 + 2,78
Volumen (L) 82,98 = 27,78
Temperatura (°C) 20,47 + 1,41
Humedad relativa (%) 48,17 = 10,65

4.1 Anilisis de las variables clinicas del estudio

Con el objetivo de caracterizar la poblacién del estudio, se recopilaron variables clinicas y
demograéficas de los pacientes sometidos a broncoscopia, incluyendo la edad, el sexo, el habito

tabaquico y el diagndstico clinico. La distribucién de estas variables se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Resumen de los datos de los pacientes.

Variable Frecuencia Porcentaje
Hombres (H) | 8 53,33 %
Género Mujeres (M) 7 46,67 %
Total (Género) 15 100 %
Edad (afos) 63,73 +17,50 | =
No fumador 5 33,33%
ke w fl Exfumador 9 60,00 %
Habito tabaquico
Fumador 1 6,67 %
Total (Hbito tabaquico) 15 100 %
| Total (Global) 15 | 100%

Durante la realizacion de las broncoscopias por parte del servicio de Neumologia se reconocieron
un total de 13 sospechas clinicas diferentes. Estas se agruparon en tres categorias principales: procesos
neopldsicos pulmonares, procesos infecciosos y otras patologias respiratorias. Dentro del grupo de
procesos neoplasicos se incluyeron diagndsticos como ndédulo pulmonar, adenocarcinoma, neoplasia
pulmonar y hemoptisis de origen oncoldgico. El grupo de procesos infecciosos comprendié cuadros
como neumonia e infiltrados pulmonares de posible origen infeccioso. Finalmente, en la categoria de
otras patologias se incluyeron enfermedades respiratorias crénicas como la enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (EPOC), las bronquiectasias y otras afecciones (Figura 9).



Distribucion de los diagnésticos clinicos
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Figura 9. Grafica donde se muestran las sospechas clinicas agrupadas por procesos
neoplasicos pulmonares, procesos infecciosos y otras patologias.

Los resultados del diagndstico microbiolégico de las muestras de LBA, realizados por el Servicio
de Microbiologia del Hospital Universitario de San Juan de Alicante, permitieron identificar un total de
seis diagndsticos microbioldgicos diferentes. El hallazgo mas frecuente fue la presencia de microbiota
orofaringea habitual, principalmente en aquellas muestras procedentes de pacientes con sospecha de
patologia no infecciosa. Por el contrario, en las muestras correspondientes a pacientes con sospecha
de infeccidén respiratoria se aislaron microorganismos potencialmente patdgenos, entre los que
destacaron Staphylococcus aureus, asi como Candida albicans (Tabla 5). Respecto a los tratamientos
previos a la realizaciéon de la broncoscopia, se observd que la mayoria de los pacientes recibian

tratamiento antibidtico, corticoides o una combinacién de ambos.

Tabla 5. Relacién entre diagndstico clinico, diagndstico microbioldgico y los tratamientos de los pacientes
previo a la broncoscopia.



Diagnéstico clinico Diagnéstico microbiolégico Antibiéticos

Candida albicans + Pneumocystis jirovecii

Staphylococcus aureus No Si

Neumonia Microbiota orofaringea habitual Si Si
Microbiota orofaringea habitual No Si

Microbiota orofaringea habitual Si No

Pseudomonas aeruginosa No No

Aspergillus spp. + Haemophilus influenzae No No

Ca'ncer/neoplasia }(stf;ﬁi”:;xi‘:a:i g:}i)crobiota orofaringea escasa No No
pulmonar Microbiota orofaringea habitual No No
Microbiota orofaringea habitual No No

Microbiota orofaringea habitual Si No

Asma Microbiota orofaringea habitual No Si
EPOC Microbiota orofaringea habitual Si No
Bronquiectasia Microbiota orofaringea habitual Si Si
Infiltrado pulmonar ~ Microbiota orofaringea habitual No Si

4.2 Deteccidon de microorganismos por cultivo

A partir de las 15 parejas de muestras de LBA y bioaerosoles, se obtuvo un total de 77 aislamientos
microbioldgicos en las muestras de LBA (37 aislamientos en AS, 23 en BHI, 12 en SDAy 5 en MLNA) y
68 aislamientos en las muestras de aerosoles (27 aislamientos en AS, 29 en BHI, 11 en SDAy 1 en

MLNA).

4.2.1. Carga microbiana por filtro (UFC/filtro)

Para calcular la carga microbiana por filtro, se procedié de distinta manera en el caso de bacterias
y de hongos por presentar diferente especificidad en el crecimiento en los medios de cultivo. En el
calculo de la carga bacteriana se tuvo en cuenta que hay especies que crecen en todos los medios y
otras que no lo hacen en ninguno. En primer lugar, se contd el nimero de colonias que crecieron en
los dos medios de cultivo para bacterias (ASy BHI) y se multiplicé por dos ya que cada uno correspondia

a % del filtro. La carga bacteriana promedio se estimé en 7,47 UFC/filtro.

Para el célculo de la carga fungica, dado que los hongos identificados son capaces de crecer en
los cuatro medios utilizados, se sumé el nimero de colonias obtenidas en cada uno de los medios (1/4
AS+1/4 AN + 1/8 BHI + 1/8 SAB) y se multiplico por 4/3. De este modo, se minimiza el error estadistico

ya que el niumero de colonias obtenidas fue bajo. La carga fingica media se estimé en 2,67 UFC/filtro.



Si sumamos ambos resultados obtenemos la carga microbiana (bacterias y hongos) por filtro,
que fue de 10,14 UFC/filtro. Este valor se divide entre el volumen de aire muestreado en m3 (un
promedio de 0,083 m? por filtro), para obtener el valor de UFC por volumen de aire muestreado. De

esta forma, se ha obtenido un promedio de 122,13 UFC/m?3.
4.2.2. Identificacion de los aislamientos bacterianos y fungicos

Durante el desarrollo de este estudio se identificaron un total de 57 aislamientos bacterianos,
distribuidos en 20 géneros diferentes. El género mas frecuentemente aislado fue Staphylococcus, que
representé la mayor proporcidn de los microorganismos recuperados. Seguido de Bacillus,
Streptococcus, Neisseria, Micrococcus y Streptomyces. Gran parte de ellos fueron Gram positivos
(75,44 %) frente al 24,56 % de Gram negativos. La presencia de una amplia diversidad de géneros

bacterianos pone de manifiesto la complejidad de la microbiota presente en las muestras analizadas.

Atendiendo solo a las muestras de LBA el género mds representativo seria el de Streptococcus
(20,59%) seguido de Staphylococcus (17,65%), Neisseria (14,71%). En general, el 64,71 % fueron Gram
positivos y el resto Gram negativos. Entre las bacterias identificadas en las muestras de LBA se
encontraron Serratia marcescens (Figura 10), Enterobacter quasihormaechei, Staphylococcus aureus,

Rothia mucilaginosa, Neisseria perflava, Bacillus cereus y Pseudomonas spp.
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Figura 10: Detalle del cultivo en agar sangre del LBA obtenido del paciente 4 donde se
observan dos colonias de Serratia marcescens.

En cuanto a las muestras de bioaerosoles el género mas abundante fue Staphylococcus (39,13%)
seguido de Bacillus (17,39%), también se aislaron otros géneros como Micrococcus, Streptomyces,
Cellulosimicrobium y Erwinia. A nivel de especies se identificaron, Staphylococcus coagulasa negativos
(S. epidermidis, S. hominis, S. caprae), Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Micrococcus luteus,
Kocuria rhizophila, Dermacoccus nishinomiyaensis, Erwinia tasmaniensis, Faucicola osloensis y Niallia

nealsonii. En general, el 91,3 % fueron Gram positivos y el resto Gram negativos (8,7%).

En cuanto a los aislamientos fungicos, el género identificado con mayor frecuencia fue Aspergillus

sp. detectandose en seis muestras de aerosoles (Figura 11). Por su parte, Candida albicans se identificd



en una muestra de LBA. Ademas, se detectd un aislamiento perteneciente al género Fusarium y otro
al género Magnusiomyces, ambos procedentes de muestras de LBA. Estos resultados evidencian la
presencia de diversos hongos potencialmente relevantes desde el punto de vista clinico tanto en las

muestras respiratorias como en los bioaerosoles analizados.

Figura 11. Filtro correspondiente a los aerosoles obtenidos durante la broncoscopia del paciente 9 en
medio BHI. Se aprecian dos colonias de Aspergillus niger.

4.3 Caracterizacion de los perfiles de resistencia antimicrobiana

Considerando conjuntamente los aislamientos procedentes de las muestras de LBA y de
bioaerosoles, se identificaron un total de 53 cepas resistentes a la ampicilina. De estas, 6 cepas (4,5 %)

presentaron un perfil de multirresistencia.

El andlisis de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos procedentes de las muestras de
LBA mostré que, de los 72 aislamientos bacterianos, 26 (36,1 %) mostraron resistencia a la ampicilina.
Entre estos aislamientos ampicilina resistentes, 4 presentaron un perfil de multirresistencia, por lo
tanto, un 5,5% de los aislados de LBA mostraron MDR. Por su parte, de los 62 aislamientos bacterianos
recuperados de las muestras de aerosoles, 27 (43,5 %) fueron resistentes a la ampicilina. De ellos, 3

aislamientos mostraron resistencia a tres o mas familias de antimicrobianos (Figura 12).
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Figura 12. Flujo sobre las muestras recogidas en el estudio, sus aislamientos microbianos y las resistencias
a antibidticos que presentaron, AMPR: resistente a ampicilina. MDR resistencia a 3 o mas familias de
antibidticos.
Estos resultados evidencian una elevada proporcién de bacterias resistentes a B-lactamicos tanto
en las muestras de LBA como en los bioaerosoles, asi como la presencia de microorganismos
multirresistentes en ambos tipos de muestras. Las cepas MDR en LBA fueron Bacillus cereus,

Enterobacter quasihormaechei, Serratia marcescens y Streptococcus mobilis (Figura 13). Las cepas

MDR en aerosoles fueron a Bacillus cereus, Staphylococcus hominis y Faucicola osloensis (Figura 14).
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Figura 13. Mapa de calor de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana obtenidos para los aislamientos
bacterianos identificados a partir de las muestras de LBA. El color rojo indica resistencia al antibiético, el amarillo
corresponde a sensibilidad aumentada a la exposicion (categoria intermedia o sensible con incremento de la
exposicidn) y el color verde indica sensibilidad al antimicrobiano. Los asteriscos sefialan las cepas MDR.
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Figura 14. Mapa de calor de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana obtenidos para los aislamientos
bacterianos identificados a partir de las muestras de aerosoles. El color rojo indica resistencia al antibiético, el
amarillo corresponde a sensibilidad aumentada a la exposicidn (categoria intermedia o sensible con incremento
de la exposicion) y el color verde indica sensibilidad al antimicrobiano. Los asteriscos sefalan las cepas MDR.

En cuanto a las coincidencias en los perfiles de resistencia a antimicrobianos entre los aislados en

LBA y los aislados en los bioaerosoles, solo hemos encontrado en un paciente donde se aislé Bacillus

cereus en ambos tipos de muestras y con el mismo patrén de resistencias antibiéticos (Figura 15).



Figura 15. Antibiograma de Bacillus cereus aislado de LBA (izq.) y del bioaerosol (dcha.).

Los resultados de los antibiogramas mostraron un perfil de resistencia igual en ambos
aislamientos. Concretamente, las cepas fueron resistentes a ampicilina, ceftriaxona y sulfametoxazol-
trimetoprim, mientras que presentaron sensibilidad frente a ciprofloxacino, gentamicina y tetraciclina.
Esta coincidencia tanto en la identificacién microbiolégica como en el perfil de resistencia sugiere una
posible relacién entre los microorganismos presentes en el arbol respiratorio del paciente y aquellos

detectados en los bioaerosoles generados durante la broncoscopia.

4.4 Relacion entre los microorganismos y el perfil de resistencia en funcién de la

clinica de los pacientes.

Se observé que 13 de los 15 pacientes presentaron al menos un aislamiento resistente a
ampicilina, y cuatro pacientes albergaron microorganismos multirresistentes. Las muestras donde se
identificaron las bacterias MDR (Bacillus cereus, Enterobacter quasihormaechei, Serratia marcescens y
Streptococcus mobilis) correspondian a pacientes con distintos diagndsticos clinicos, incluyendo
neumonia, cancer de pulmén e infiltrado pulmonar. Asimismo, la mayoria de los pacientes con
aislamientos resistentes habian recibido tratamiento antibiético previo o se encontraban bajo
tratamiento antimicrobiano en el momento de la broncoscopia (Tabla 6). No se realizaron analisis

estadisticos debido al reducido tamafio muestral.

Tabla 6. Relacién entre datos demograficos, diagndstico clinico, tratamiento y RAM



(AMP Ren ;MDRen

N° Sexo Tabaco Diagnéstico clinico Corticoides Antimicrobiano previo Antibiético LBA? LBA? Especies MDR Antibioticos Resistentes
1H Exfum  Neumonia Si Si Meropenem Si Si Bacillus cereus Ampiclling, Cefiriaxongly
Sulfametoxazol
. . . Ciprofloxacino + " Enterobacter Ampicilinia, Eritromicina
3H Exfum  Neumonia si si P si si G Y

amoxicilina/clavulanico quasihormaechei Ceftriaxona

4H Exfum  Cancer de pulmén No No Si Si Serratia marcescens Ampicllina, Tetraciclinasly

Ceftriaxona
5H Exfum  Asma No Si Azitromicina Si No
6H No Neumonia No Si Amoxicilina/clavulanico No No
TH Exf Cancer pulmon No No Si No
8H Exfum  Neumonia No si Bfibizvns si No

azitromicina

9M No Cancer de pulmén No No Si No
10M No Cancer pulmon No No Si No
11 M No Neumonia Si No Si No
12 H Exfum  Cancer pulmén Si No Si No
13 M Exfum EPOC Si No Si No
14 M No Cancer pulmoén No No No No
15 M Exfum  Bronquiectasia Si Si Meropenem Si No

Ampicilina, Ceftriaxona,
16 M Fum Infiltrado pulmenar ~ No Si Levofloxacino Si Si Str mobilis Ciprofi ino y
Sulfametoxazol

5. Discusidon

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar la microbiota y los perfiles de resistencia a los
antimicrobianos presentes en bioaerosoles generados durante broncoscopias y compararlos con los
detectados en muestras de LBA. Los resultados obtenidos confirman la presencia de una elevada
diversidad microbiana tanto en las muestras clinicas como en los aerosoles recogidos durante el
procedimiento, incluyendo microorganismos pertenecientes a géneros descritos habitualmente en el

microbioma respiratorio humano y otros asociados a infecciones oportunistas o nosocomiales.

La carga microbiana detectada en los bioaerosoles durante las broncoscopias confirma que este
procedimiento genera aerosoles con microorganismos viables. Estos resultados son consistentes con
los descritos por Gémez-Sanchez et al., [41] quienes estimaron una exposicion media de 98,94 UFC/m3
durante la broncoscopia y observaron un incremento de la carga microbiana respecto a las muestras
ambientales previas al procedimiento, reforzando el papel de la broncoscopia como procedimiento

generador de bioaerosoles y el potencial riesgo de exposicién para el personal sanitario.

Uno de los hallazgos mas relevantes fue la recuperacién de 145 aislamientos microbioldgicos, de
los cuales 134 correspondieron a bacteriasy 11 a hongos. La presencia predominante de géneros como
Staphylococcus, Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas o Enterobacter coincide con estudios previos

que describen una elevada diversidad bacteriana en las vias respiratorias y en los bioaerosoles



hospitalarios, asi como la deteccidon de hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Candida, y

Fusarium [33].

Respecto a la resistencia antimicrobiana, el 39,6 % de los aislamientos bacterianos resultaron
resistentes a la ampicilina y aproximadamente el 6 % presentaron un perfil de multirresistencia. Estos
resultados ponen de manifiesto que los microorganismos resistentes forman parte tanto de la
microbiota respiratoria de los pacientes como de los bioaerosoles. Aunque la resistencia a B-lactamicos
es un fendmeno ampliamente descrito en microorganismos ambientales y clinicos, la deteccidn de
cepas multirresistentes en aerosoles adquiere especial relevancia debido a su potencial papel en la

diseminacién de resistencias dentro del entorno hospitalario.

Los microorganismos multirresistentes identificados pertenecieron a géneros con una reconocida
importancia clinica, como Enterobacter, Serratia y Bacillus. En particular, la identificacién de
Enterobacter quasihormaechei y Serratia marcescens resulta de interés debido a que ambas especies
han sido descritas como patdgenos oportunistas asociados a infecciones nosocomiales y poseen una
elevada capacidad para adquirir y mantener mecanismos de resistencia antimicrobiana. La deteccidn
de estas especies en pacientes sometidos a broncoscopia refuerza la importancia de la vigilancia

microbioldgica en procedimientos respiratorios invasivos.

Uno de los resultados mas interesantes del estudio fue la coincidencia observada en el paciente
1, en el que se identificé Bacillus cereus tanto en la muestra de LBA como en la muestra de aerosoles,
presentando ademas perfiles de resistencia similares. Aunque este hallazgo no permite demostrar de
forma concluyente una transmision directa, si constituye una evidencia preliminar de que algunos
microorganismos presentes en el arbol respiratorio inferior pueden ser aerosolizados durante la
broncoscopia y alcanzar el entorno inmediato del personal sanitario. Este resultado es coherente con
trabajos previos que han demostrado incrementos significativos de la carga microbiana ambiental

durante procedimientos broncoscopicos [42].

Por otra parte, la mayoria de los pacientes incluidos en el estudio recibian tratamiento antibidtico,
corticoideo o0 ambos. Este hecho debe tenerse en cuenta al interpretar los resultados microbioldgicos,
ya que la exposicién previa a antimicrobianos puede modificar la composicién de la microbiota

respiratoria y favorecer la seleccidn de microorganismos resistentes.

La relacién entre el diagnéstico clinico y los hallazgos microbiolégicos mostré que los aislamientos
de microorganismos potencialmente patégenos fueron mas frecuentes en pacientes con neumonia o

cancer de pulmdn, mientras que en pacientes con EPOC, bronquiectasias o asma predomind la



detecciéon de microbiota habitual. Estos resultados sugieren que la presencia de microorganismos
resistentes o potencialmente patdgenos puede estar relacionada con la enfermedad subyacente y con

la exposicidn previa a tratamientos antimicrobianos.

No obstante, el estudio presenta algunas limitaciones. En primer lugar, el tamafio muestral fue
reducido, lo que limita la capacidad para establecer asociaciones estadisticas robustas entre variables
clinicas y microbiolégicas. En segundo lugar, la identificacién de microorganismos se basd en una
secuencia parcial del gen 16S rRNA (V1-V3), aunque esta metodologia permite una identificacién fiable
del género y, en muchos casos, de la especie, algunas identificaciones especificas deben considerarse
presuntivas y requeririan técnicas de mayor resolucién para su confirmacion. Al basarse el estudio
fundamentalmente en métodos de cultivo, es posible que parte de la diversidad microbiana presente
en las muestras no haya sido detectada. Finalmente, la coincidencia observada entre microorganismos
aislados en LBA y aerosoles se evalué mediante identificacion fenotipica y perfiles de resistencia, pero
no mediante técnicas moleculares de alta resolucion que permitieran confirmar la identidad clonal de

los aislamientos.

A pesar de estas limitaciones, este trabajo aporta evidencia sobre la presencia de
microorganismos resistentes y multirresistentes en los bioaerosoles generados durante
broncoscopias, apoyando la hipdtesis de que estos procedimientos pueden contribuir a la dispersién
de microorganismos procedentes de las vias respiratorias de los pacientes. Los resultados obtenidos
refuerzan la necesidad de continuar investigando el papel de los bioaerosoles hospitalarios en la
epidemiologia de la resistencia antimicrobiana y en la proteccidn de los profesionales sanitarios

expuestos a este tipo de procedimientos.

6. Conclusionesy proyeccion futura

6.1 Conclusiones

e Se evidencid una elevada diversidad microbiana en las muestras de LBA y en los
bioaerosoles generados durante las broncoscopias, con un total de 145 aislamientos
bacterianos y fungicos.

e Los bioaerosoles mostraron un predominio marcado de bacterias Gram positivas,
especialmente del género Staphylococcus. Mientras que en los hongos destacd
Aspergillus.

e Se detecté una elevada proporcion de aislamientos resistentes a ampicilina,

representando aproximadamente el 40 % de los aislamientos bacterianos obtenidos.



e Un4,5% de los aislamientos presentaron perfiles de multirresistencia, incluyendo especies
de relevancia clinica como Enterobacter quasihormaechei y Serratia marcescens, lo que
refuerza la preocupacion por la propagacion de cepas resistentes en entornos clinicos.

e La coincidencia de Bacillus cereus entre LBA y bioaerosol con perfiles de resistencia
similares en ambas matrices, es compatible con una posible aerosolizacion de
microorganismos procedentes del arbol respiratorio durante la broncoscopia.

e Son necesarios estudios con un mayor nimero de pacientes y el empleo de técnicas
moleculares de alta resolucidén para confirmar la relacién entre los microorganismos

presentes en las vias respiratorias y aquellos detectados en los bioaerosoles hospitalarios.

6.2 Proyeccidn futura

El presente trabajo constituye un estudio preliminar dentro de un proyecto de investigacion mas
amplio centrado en la evaluacién del riesgo de transmisidn de patdgenos y genes de resistencia a
través de bioaerosoles en entornos clinicos. Los resultados obtenidos han permitido validar la
metodologia de muestreo y procesamiento de muestras de bioaerosoles y lavado broncoalveolar, asi

como demostrar la presencia de microorganismos resistentes y multirresistentes en ambas matrices.

Como continuacién de esta linea de investigacion, se prevé ampliar el nimero de pacientes y de

muestras analizadas con el fin de obtener una mayor potencia estadistica y determinar con mayor
precision la relacién entre los microorganismos presentes en el arbol respiratorio y aquellos

detectados en los bioaerosoles generados durante las broncoscopias.

Ademas, el proyecto incorporard técnicas de biologia molecular, incluyendo PCR, secuenciacion

de librerias y secuenciacidn gendmica, para la identificacion de genes de resistencia antimicrobianay
de elementos genéticos mdviles implicados en su transferencia horizontal. Estas herramientas
permitiran confirmar la relacion genética entre los aislamientos detectados en las muestras clinicas y
ambientales, asi como evaluar la posible dispersion de genes de resistencia a través de los

bioaerosoles.

Para profundizar en la bisqueda de microorganismos resistentes con el objetivo de mejorar la

proteccion del personal sanitario se deberian considerar otras pruebas invasivas donde se producen
bioaerosoles como por ejemplo las gastroscopias. También seria interesante evaluar la persistencia

temporal de los microorganismos en el aire en las salas tras la realizacién de estos procedimientos

médicos invasivos. Con todo esto se lograria obtener una vision mas representativa y ampliada de la

diversidad microbiana, de los perfiles de resistencia y del riesgo de exposicion profesional.



Y por ultimo estudiar la viabilidad de los microorganismos en el aire y su capacidad de
diseminacion en distintos contextos clinicos podria ofrecer informacién valiosa para implementar
medidas de control mas eficaces con el fin de reducir el riesgo tanto para el personal sanitario como

para los pacientes que vayan a ingresar o que se encuentren en el hospital.
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