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RESUMEN: La microbiota varia con el tiempo, por ello durante el
curso académico 2019-20, coincidiendo con la pandemia SARS-COV-2, se
evalud la evolucién de la misma en un aula de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Salamanca con la espectrometria de masas Matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight. Ademds, se comparé con otros
estudios, asi como con las directrices de la Comisién de la Comunidad
Europea de calidad del aire de interiores.

Tras el estudio se concluyé que dicha aula presentaba un grado de
contaminacién muy bajo, y que la mayoria de la microbiota era saprofitica.
Asimismo, de forma general se puede concluir que de forma cuantitativa
los hongos y de forma cuali-cuantitativa las bacterias no presentaban un
riesgo para la salud.

Por otro lado, entre las variables mas importantes encontramos la
afluencia de personas, la frecuencia de limpieza y la ventilacion. Finalmente,
este estudio recoge la poca normativa que existe sobre la calidad del aire en
interiores no industriales y no hospitalarios.

Palabras clave: MALDI-TOF; microbiota; pandemia; calidad micro-
bioldgica del aire de interiores.

Ediciones Universidad de Salamanca / FarmaJournal, vol. 7, num. 1 (2022), pp. 7-17

[7]


https://dx.doi.org/10.14201/fj
https://dx.doi.org/10.14201/fj
mailto:pfmg@usal.es

MARIA ALONSO; PEDRO E. MATEOS; FERNANDO SANCHEZ-JUANES
EVOLUCION DE LA MICROBIOTA EN UN AULA DE FARMACIA PRE Y POST PRIMERA
OLEADA DE LA PANDEMIA COVID-19

ABSTRACT: Microbiota varies over time, therefore during 2019-20
academic year, coinciding with the SARS-COV-2 pandemic, the evolution of
it was evaluated in a classroom of the Faculty of Pharmacy of the University
of Salamanca with mass spectrometry Matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight. In addition, this study was compared with others,
as well as with guidelines of the European Community Commission on
indoor air quality.

After the study, it was concluded that said classroom had very low
contamination degree and that most of microbiota was saprophytic.
Furthermore, it can be concluded that quantitatively fungi and quantitatively
and qualitatively the bacteria did not present a health risk.

On the other hand, the most important variables that were found were
the influx of people, the frequency of cleaning and ventilation. Finally,
this study shows off the lack of regulation that exists on air quality in
non-industrial and non-hospital interiors.

Keywords: MALDI-TOF; microbiota; pandemic; microbiological
indoor air quality.

(*) Ver la version extendida de este articulo en el siguiente enlace: https://documentomovil.usal.es/visor.
php?v=poster&{=94778905#1

1. INTRODUCCION

Hoy mds que nunca podemos hacer nuestra la frase “la vida es cambio”. Este
tultimo afio ha habido tantas modificaciones que, llegados a este punto, debemos
plantearnos si también la microbiota ambiental ha variado. Para percibirlo, este
proyecto se ha desarrollado en un periodo de un curso académico.

Atendiendo a esta hipétesis el presente trabajo aprovecha las ventajas de la
espectrometria de masas (EM) Matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight MALDI-TOF) para la identificacién de la microbiota, que nos permite
evaluar la evolucién de la misma de forma rdpida y precisa. Este trabajo presenta
una gran diferencia con el resto, que solo la evalia de forma cuantitativa o cuali-
tativa, pero mediante pruebas bioquimicas, no moleculares.

2. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es analizar cémo ha evolucionado, antes y después
de la primera oleada de la pandemia COVID-19, la microbiota de interior de un
aula de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca y comparar con
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otros estudios realizados, junto con las directrices de la Comision de la Comunidad
Europea (CCE) de calidad microbiolégica del aire de interiores.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Avrea de estudio

La zona de estudio agrupa el aula VI de la Facultad de Farmacia de la Univer-
sidad de Salamanca y el Laboratorio de pricticas de Microbiologia B06 del Edifi-
cio Departamental. El aula consta de una capacidad méxima de 120 alumnos,
sin ventanas, 2 accesos y las superficies se limpian regularmente. En el aula se
tomaron muestras durante 3 dias diferentes (19/10/2019, 28/02/2020 y 07/10/2020),
mientras que en el laboratorio fue un tnico dia (19/11/2020), durante periodos
de actividad lectiva.

3.2. Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado fue agar nutritivo al 1,7 % y PCA (Atlas, 2010).

3.3. Toma de muestra

La toma de muestra se llev a cabo con un aspirador de aire Microflow para
placas Rodac de 6 cm previamente desinfectada la placa metélica con etanol 70°
y esterilizada con luz UV.

Las muestras se tomaron a la altura de las mesas utilizando 6 placas: 2 en la
mesa del profesor (Profesor 1y 2), otras 4 en la zona de los alumnos: 2 en mitad
del aula (Alumno mitad 1 y 2) y finalmente otras 2 en el acceso de la puerta trasera
(PT 1y2).

Los valores 6ptimos de flujo (1,5 L/s), tiempo (5 min), incubacién (28 °C,
durante 2 dias) y medio de cultivo (agar nutritivo 1,7 %) establecidos se basaron
en un ensayo previo realizado el 19/10/2019 y en base a las directrices de la CCE
(Wanner y Gravesen, 1993). En dicho ensayo, se probaron diferentes tiempos de
muestreo (5 min, 7,5 min y 10 min), temperaturas de incubacién (28 °C y 37 °C)
y medios de crecimiento [agar nutritivo y Plate Count Agar (PCA)] (Atlas, 2010).

3.4. Identificacion de microorganismos mediante EM MALDI-TOF

Se trata de una herramienta de diagnéstico para identificacién y caracterizacion
basado en la deteccidn de la masa de proteinas ribosomales de los microorganis-
mos. Se usé el método directo.
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Se marcaron las unidades formadoras de colonias (UFC) a identificar, que
estaban lo suficientemente aisladas para una correcta identificacion. Utilizando
una punta desechable de micropipeta, se pusieron por duplicado sobre la placa
metdlica. A cada celda se le afiadi6 1 pL de dcido férmico y, tras dejarlo evaporar, se
afiadi6 1 pL de matriz (dcido a-ciano-4-hidroxicinimico, HCCA), dejindose secar
la placa. Una vez secas todas las celdas, se introdujo dentro del EM MALDI-TOFE.

La obtencién de datos en forma de score permite determinar la probabilidad
de que la colonia puesta en la celda se corresponda con una entrada en la base de

datos del EM MALDI-TOFE.

3.5. Analisis de los datos

El software es MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) y la base es la 3.0 con
4111 entradas de microorganismos.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Andlisis de la carga microbiana (bacterias y hongos)

La primera toma de muestras (19/10/2019) se dedicé a poner a punto el resto
de toma de muestras. Por consiguiente, solo consideramos aquellas placas que
coincidian con los pardmetros optimos que se utilizaron en el resto de experi-
mentos, descartando el resto de placas (Figura 1).

E128/02/2020 se detecté la mayor cantidad de UFC/m? de bacterias y hongos
(Figura 1). El madximo para bacterias se obtuvo en la posicién “Profesor 27, 500
UFC/m’. Podria deberse a la presencia de basura en la papelera ubicada junto
a la mesa del profesor. Ademds, tras la reincorporacién a las aulas (07/10/2020),
este elemento continuaba presente en la misma ubicacién, aunque vacia, y como
consecuencia la carga microbiana descendi6 a 22 UFC/m’.

Tras la primera oleada (07/10/2020) las UFC/m’® descendieron en bacterias
y hongos. Podria atribuirse a protocolos de desinfeccion y/o a la menor ocupa-
ci6n de las aulas. Adicionalmente, hay estudios que afirman que la ventilacién
modifica la microbiota (Meadow et al., 2014). Sin embargo, y en nuestro caso,
la ventilacién no pudo realizarse al no existir ventanas en esta aula (Universidad
de Salamanca, 2020).

Por otro lado, el dia 07/10/2020 se detect6 la menor presencia de bacterias
en los entornos “Alumno mitad 1” y “PT 2”, con 14 UFC/m?. Este dia también
coincide con la menor manifestacién de hongos (0 UFC/m’).
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Figura 1. Evolucién de la cantidad de UFC/m? de bacterias en el aula VI de Farmacia (A).
Evolucién de la cantidad de UFC/m? de hongos en el aula VI de Farmacia (B).

4.2. Andlisis de la biodiversidad bacteriana

Se identificaron mediante EM MALDI-TOF un total de 124 colonias, de las
cuales se pudo identificar certeramente el género del 32,26 % de las muestras y un
16,13 % de forma probable. Sin embargo, este porcentaje bajé al 4,84 % cuando se
trat6 de identificar a nivel de especie. Aquellos que no pudieron ser correctamente
identificados (46,77 %) pudo deberse a que la muestra era insuficiente, cultivo
mixto y/o que el perfil obtenido no se encontrase en la base de datos.
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Un dato a resaltar es que el 40,91 % (27/66) del total de muestras identificadas
con score superior a 1,700 corresponden a la especie Micrococcus luteus (Figura
2). Ante este hecho, se estableci6 la hipotesis de la relacidn con las practicas
de laboratorio de la asignatura de Microbiologia, ya que es una de las especies
utilizadas. Para confirmarla, se analizé la presencia de bacterias en el laboratorio
de pricticas, identificando como especie dominante Kocuria rhizophila, especie
también identificada en el aula, pero no habia Micrococcus luteus. Por otro lado,
Micrococcus es un género que no esporula, pero es muy abundante en la piel y
mucosas de humanos y siendo Gram+ puede perdurar mds tiempo por su estruc-
tura, explicando su presencia en las 3 sesiones y su poca distorsion en el estudio.
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Figura 2. Evolucién de la microbiota del aula a lo largo del tiempo.

4.3. Clasificacion
4.3.1. Arbol filogenético

Destaca el orden Micrococcales, que es el més extenso con al menos 7 especies
diferentes, seguido por Caryophanales, que tiene 5 especies dentro de las especies de
bacterias identificadas con un score superior a 1,700 (Reimer et al., 2015; Reimer et
al., 2019).
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4.3.2. Clasificacién segin riesgo de infeccion

Ninguna de las especies identificadas aparecen en el RD 664/1997 (Real
Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccidn de los trabajadores contra
los riesgos relacionados con la exposicidn a agentes biolégicos durante el trabajo.
Boletin Oficial del Estado, n.° 124,24 de mayo de 1997). No obstante, tal y como
se indica en el articulo 3-A del Anexo II del citado RD, “su no inclusién no les
clasifica automdticamente en la tipologia de grupo 1 (riesgo bajo)” (Real Decreto
664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicidn a agentes bioldgicos durante el trabajo. Boletin
Oficial del Estado, n.° 124,24 de mayo de 1997). De hecho, tras una investigacién
bibliogrifica la gran mayoria de ellos pueden ser patégenos oportunistas (Pekala
et al., 2018; Joron et al., 2019; Farifa et al., 2013).

4.3.3. Clasificacion segin tincién de Gram y capacidad de esporular

El 87,88 % del total de las muestras son Gram+, mientras que Unicamente
el 12,12 % son Gram-. Dentro de los Gram+ solo el 4,55 % son esporulados y
no hay ningin Gram- esporulado. La prevalencia de las bacterias Gram+ puede
deberse a la resistencia conferida por la diferencia en la composicién y estructura
de la pared celular y la mayor cantidad de peptidoglicano (Soto et al., 2009).

4.4. Factores que varian la carga microbiana
4.4.1. Transito y presencia estudiantil en el entorno de estudio

Atendiendo a los grupos que utilizan/utilizaban de manera habitual esta aula y
sabiendo el nimero de integrantes, podemos estimar aproximadamente el trdnsito
de personas por dia y semana del aula.

Con el objetivo de extraer los datos més fidedignos, se ha llevado a cabo la
comparativa de las zonas “Profesor 1” y “PT 27, las mis alejadas del aula (Figura
3). Hay una clara evidencia de una relacion proporcional entre la cantidad de
las UFC/m’ de bacterias y hongos con el total de personas que pasan durante la
semana. Dicha variable influye mds en la concentracién de bacterias, lo cual se
refleja en otros estudios (Soto Pino et al., 2009).
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Figura 3. Evolucién de la carga microbiana en las zonas “Profesor 17 y “PT 2” segin
tipo de microorganismo (A). Total de personas por semana que transita por el aula (B).

4.4.2. Ventilacién

Ediciones Universidad de Salamanca /

La Facultad de Farmacia es uno de los edificios con peor ventilacién de la
Universidad de Salamanca, ya que el aire recircula, sin tomar aire del exterior, ni
ventanas (Universidad de Salamanca, 2020). Esto puede justificar que, pese a la
reduccién de aforo del 94,05 % respecto a antes de la pandemia, la concentracion
de UFC/m’ no ha disminuido tanto como se podria esperar.
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4.4.3. Limpieza de las aulas

La desinfeccion de las aulas se realiza con lejia al 0,1 %, alcohol de 70° para
la mesa del profesor, escobas y retirada de contenido de papeleras. La mayor
diferencia entre el periodo previo y posterior a la primera oleada es la mayor
frecuencia de limpieza.

4.5. Legislacion

Actualmente, no existe una legislacién sobre la calidad microbiolégica del aire
en Espafia, aunque AENOR tiene una norma (UNE 171330-1:2008) (AENOR,
2008) que trata sobre la calidad ambiental de interiores. Sin embargo, la CCE
ha planteado cinco categorias diferentes para evaluar el nivel de contaminacién
microbiana en el aire interior de entornos no industriales. Estas categorias se basan
en el rango de valores obtenidos en ambientes interiores y no en una evaluacién
de riesgos para la salud (Wanner ez al., 1994).

Finalmente, determinamos la calidad microbiolégica del aire segtin los crite-
rios establecidos en las directrices vigentes. Se aprecia una sutil diferencia entre
el grado de contaminacién del aire antes de la pandemia en comparacién con la
muestra de octubre de 2020 (pasa de un grado de contaminacién bajo a muy bajo).

4.6. Comparativa

Los datos de nuestro estudio se cotejaron con los resultados obtenidos por la
Universidad de Murcia (Soto Pino ez al., 2009) y de Jimma, Etiopia (Hayleeyesus
y Manaye, 2014), cuyo procedimiento es similar al nuestro, excepto en el método
de identificacién, ellos utilizaron pruebas bioquimicas, nosotros moleculares.

En todos los casos, los géneros predominantes son Micrococcus y Staphylo-
coccus. Adicionalmente, en estos dos estudios destaca la presencia de Streprococ-
cus. En nuestro ensayo no ha sido posible su identificacion al no trabajar a la
temperatura ideal de crecimiento de este género, es decir, temperaturas cercanas a
los 37 °C (BacDive; BacDive, 2015). Debido a ello no se puede descartar su pres-
encia en el entorno. En general, en los estudios predominan las bacterias Gram+
que generalmente pertenecen a la microbiota saprofitica de nuestras mucosas y
piel. Por otro lado, dentro de los Gram- no hay un género compartido por los
tres estudios, por ejemplo, el género Pseudomonas solo se identific6 en nuestro
estudio y en el de Murcia.

Adicionalmente, al compartir individuos de caracteristicas similares se
analizé con un mayor detalle el estudio realizado por la Universidad de Murcia.
Ambos aislaron los siguientes géneros en una proporcién similar: Acinetobacter,
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Psendomonasy Corynebacterium. Ademis, se observé la asociacion directa entre
el niimero de ocupantes y la concentracién bacteriana, aumentando la carga micro-
biana (Figura 3). Igualmente revelaron una concentracién microbiana aérea con
un nivel de contaminacién bajo-intermedio segun las categorias establecidas por la
CCE en 1993 (Wanner ez al., 1994). Sin embargo, el estudio de la Universidad de
Jimma clasificé la calidad microbiolégica del aire en un grado de contaminacién
alta (Hayleeyesus y Manaye, 2014).

5. CONCLUSIONES

El aula VI de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca cumple
el estindar a nivel europeo presentando un grado de contaminacién muy bajo
en general.

Una gran parte de las bacterias identificadas forman parte de la microbiota
saprofitica de nuestra piel, mucosas y tracto respiratorio superior, con predomi-
nancia de Gram+, que de forma general no presentan un peligro para la salud.
Ademis, el hecho de que no haya una gran concentracion de bacterias y hongos,
per se, también supone un indicador de que no hay un riesgo sanitario elevado.

Una de las variables principales de cambio en la microbiota es la afluencia de
personas junto con la frecuencia de limpieza y ventilacién. No obstante, no se
aprecian diferencias en cuanto a concentracion o evolucién de la microbiota entre
la zona del profesor y alumnos.

El control de la carga microbiana del aire es un factor importante para esta-
blecer por cualquier institucién. Sin embargo, este estudio también refleja que
hay poca normativa que regule la calidad microbiolégica del aire en interiores no
industriales y no hospitalarios.

AGRADECIMIENTOS: A Marta Trujillo Toledo por la ayuda proporcionada

para realizar este estudio.
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