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SIGLES

AF: acid fusidic.

AMC: amoxicil-lina — acid clavulanic.
AMK: amikacina.

AMP: ampicil-lina.

AMX: amoxicil-lina.

ATM: aztreonam.

CECT: Col'leccio Espanyola de Cultius
Tipus.

CFM: cefexima.

CFZ: cefazolina.

CIP: ciprofloxacina.

CLI: clindamicina.

COL: colistina.

CTX: cefotaxima.

CV: Cristall Violeta.

CVC: Catéter Venos Central.

CXM: cefuroxima.

DAP: daptomicina.

DO: Densitat Optica.

ECDC: Centre Europeu de la Prevencio i
Control.

eDNA: DNA extracel-lular.

EPS: polimers extracel-lulars.

ERI: eritromicina.

EUCAST: “European Committe on
Antimicrobial Susceptibility Testing”.

ITU: Infeccid relacionada amb el Tracte
Urinari.

LVX: levofloxacina.

LZD: linezolid.

MCSL: Microscopi Confocal d’Escombra
Laser.

MDR: “Multidrug resistant”:
multirresisténcia.

MEM: meropenem.

MRSA: “Methicillin — Resistant S. aureus”.
MSSA: “Methicillin — Sensitive S. aureus”.
MUP: mupirocina.

NIH: “National Institute of Health”.

NIT: nitrofurantoina.

NOR: norfloxacina.

OXA: oxacilina.

PBS: “Phosphate Buffered Saline”.

PEN: penicil-lina.

PNAG: poli — N — acetilglucosamina.

RIF: rifampicina.

RM: Ressonancia Magnética.

RMN: Ressonancia Magnética Nuclear.
SAM: ampicil-lina — sulbactam.

STH: estreptomicina synergy.

SXT: trimetoprim — sulfametoxazol.

SYN: synergy.

TCY: tetraciclina.

TEC: teicoplanina.

TGC: tigecilcina.

TIC: ticarcilina.

TOB: trobamicina.

TSB: “Tryptic Soy Broth”.

TZP: piperacilina — tazobactam.

UPEC: soca E. coli uropatogénica.

VAN: vancomicina.



1. DADES DEL CENTRE

Aquest estudi s’ha realitzat a ['Institut d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili (IISPV),
concretament al grup d’Immunitat i Infeccié (INIM) en I'estada corresponen a les practiques
curriculars, des de gener fins maig de 2024.

L’'lISPV es tracta d’'un centre d’investigacié creat al 2005, amb l'objectiu d’integrar la
investigacio biomédica al Camp de Tarragona i les Terres de I'Ebre, per a millorar la qualitat
de vida dels pacients i la ciutadania en general. En aquest projecte participen diferents
hospitals de les dues regions, concretament; I'Hospital Universitari Joan XXIIl de Tarragona,
com a hospital de referéncia de la regio, 'Hospital Verge de la Cinta de Tortosa, I'Hospital
Universitari Sant Joan de Reus i 'Hospital Universitari Institut Pere Mata de Reus, juntament
amb la participacio de la Universitat Rovira i Virgili.

El grup INIM es tracta d’un grup de recerca especialitzat en I'estudi de malalties infeccioses
dirigit per la Dra. Anna Rull Aixa. Tot i que centren la seva activitat en la immunopatogénia del
VIH, també tenen altres arees d’investigaci6 com ara el COVID — 19 i les infeccions
nosocomials.

El meu treball ha sigut supervisat per la Dra. Anna Rull Aixa i la Dra. Alba Sanchez Morillo,
el qual ha consistit en avaluar la capacitat de formaci6 de biofilm juntament amb la resisténcia
antimicrobiana de soques aillades d’infeccions associades a I'Us de dispositius médics.

Parc Sanitari Joan XXIII
C/ Dr. Mallafré Guash, 4
Edifici D (Tarragones)
43005 Tarragona
Telefon: 977 29 58 00



2. RESUM | PARAULES CLAU

RESUM

Els biofilms son estructures tridimensionals formades per un agregat de microorganismes
envoltats per la seva matriu extracel-lular, que els confereix proteccié del medi exterior i
proporciona un micro-ambient caracteristic i singular pel seu desenvolupament i supervivéncia.
Pels bacteris patogens, la capacitat de formar biofilms és un mecanisme de viruléncia que els
permet desenvolupar estrategies d’evasio del sistema immunitari i de resisténcia als antibiotics.
Les infeccions provocades per microorganismes formadors de biofilms associats a dispositius
meédics suposen un problema molt greu pel sistema sanitari, ja que I'increment de la resisténcia
als antimicrobians suposa el fracas terapéutic, seguit de l'ampliaci6 de les estades
hospitalaries, comportant un elevat cost economic.

En aquest treball s’avaluen 30 soques bacterianes aillades de diferents dispositius medics
(catéters, sondes i protesis) i infeccions associades a la presencia de biofilm. Els dispositius
meés frequents son els catéters. El genere més frequent Gram-positiu és Staphylococcus
epidermidis, associat als catéters i les protesis, i el més frequent Gram-negatiu és Escherichia
coli associat a les sondes i les protesis. També es va avaluar la capacitat de formacié de biofilm
in-vitro, i la resisténcia als antibidtics d’us terapéutic de les soques, on s’han classificat en
soques no productores, productores febles, productores moderades i productores fortes, i
determinar la seva multirresisténcia. L'organisme S. epidermidis, presenta soques no capaces
de produir biofilm i altres amb capacitat feble, i totes multirresistents, i 'organisme E. coli,
presenta soques sense capacitat productora, amb produccié feble i moderada, i la meitat de

les soques multirresistents.

PARAULES CLAU

Bacteriemia, biofilm, dispositiu medic, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, infeccions
nosocomials, MRSA, MSSA, multirresisténcia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus i Staphylococcus epidermidis.



3. INTRODUCCIO

3.1 QUE SON ELS BIOFILMS?

El biofilm es defineix com una estructura tridimensional formada per un agregat de
microorganismes (bacteris, protozous, algues, fongs) envoltats per una matriu extracel-lular
polimerica “auto-secretada” i generalment altament hidratada (Flemming i Wuertz, 2019). Els
biofilms poden ser monoespecifics o estar constituits per diferents géneres i espécies, i poden
0 no, estar adherits a diferents tipus de superficies tant bidtiques com abiodtiques (Karygianni
et al., 2020). La capacitat de formar aquests tipus d’agregats constitueix una de les principals
estrategies d’adaptacidé dels microorganismes a ninxols amb condicions de vida extremes pel
que fa a l'estres hidric i osmotic, la pressio, la temperatura, el pH, I'exposicié a productes
quimics (per exemple, biocides i antibiotics) i, fins i tot, els permet superar condicions d’estrés
nutricional (Stewart et al., 2022).

Tot i que els bacteris han estat estudiats tradicionalment en condicions in-vitro com a
organismes unicel-lulars planctonics, la realitat és que la majoria dels bacteris es troben
formant agregats comunitaris en la majoria dels ambients dels ecosistemes terrestres i
aquatics. Els bacteris que formen la microbiota del cos huma no sén una excepcid. En les
ultimes décades s'han trobat biofilms en teixits que fa temps que es sap que alberguen
microbiota comensal, on els biofilms es poden trobar com agregats suspesos en el moc o altres
secrecions de I'hoste o pel contrari, es poden unir al propi teixit, normalment a una interficie
mucosa (Flemming i Wuertz, 2019).

El primer autor que va documentar un biofilm va ser Anthony van Leeuwenhoek (1632—
1723), a través de diferents observacions realitzades del material obtingut de la seva propia
boca, on va observar microorganismes agregats a les "esquerdes de les dents" i a particules
que va raspar de la seva llengua, sent la primera referéncia al desenvolupament de la placa
dental i a les comunitats microbianes normals de la mucosa de la llengua, fets que es van
descriure molts anys després pels dentistes. Posteriorment, al segle XIX, Louis Pasteur (1822—
1895) també va observar la preséncia d’agregats bacterians com a causa de l'acidesa
adquirida en la fermentacié del vi i en les “membranes viscoses” remogudes dels barrils de
vinagre conegudes com mere du vinaigre.

Durant el seguent segle, els microorganismes formadors de biofilms no van despertar
interés entre la comunitat cientifica, eren practicament desconeguts per la majoria dels
microbiolegs i en la recerca médica. El terme film (pel-licula), fent referéncia a I'adhesio,

I'agregacio i la multiplicacié bacteriana a les superficies, es va utilitzar per primera vagada en



microbiologia marina en el 1933, per distingir els bacteris adherits (séssils) dels bacteris
"planctonics” de vida lliure. En medicina, entre 1970 i 1978 es va establir per primera vegada
el vincle entre la infeccié pulmonar cronica i els agregats bacterians en pacients amb fibrosi
quistica. La primera imatge d’aquest biofilm va ser publicada a I'any 1977 i va demostrar la
presencia de Pseudomonas aeruginosa formant agregats en I'esput de pacients amb fibrosi
quistica (Heiby i Axelsen, 1973). Aquest descobriment, va incentivar la investigacié sobre la
preséncia d’aquesta estructura en altres parts del cos, identificant-se agregats bacterians en
I'oida mitjana, ferides, el tracte urinari i reproductiu i el sistema cardiovascular entre altres, tots
associats amb diferents estats infecciosos o amb malalties com el cancer (Perry i Tan, 2023).
Van ser Johanson i el seu equip els primers en evidenciar la presencia de biofilms en
dispositius médics a I'any 1972, fet que ha impulsat els microbiolegs a fer recerca en aquest
camp (Yadav et al., 2019).

Al 1985, Costerton va descriure aquestes agregacions de bacteris, anomenant-les “biofilm”,
i establint una relacié entre aquesta estructura i la resisténcia antimicrobiana, al avaluar la
susceptibilitat a diversos farmacs de bacteris planctonics i bacteris formadors de biofilm (Hgiby,
2017). Aquest fet, juntament amb I'evolucio de la microscopia cap a finals del S.XX, va
permetre observar i estudiar els biofilms monoespecifics i poliespecifics en cel-les de flux, o
mitjangant el marcatge de proteines amb fluorofors per visualitzar les mostres al microscopi
d’escombrat laser confocal. També es van desenvolupar altres métodes més senzills per
investigar biofilms, per exemple els assajos de tincions amb el tint cristall violeta (Hgiby, 2014).

Actualment, es sap que els biofilms es troben en entorns hospitalaris, en l'instrumental
clinic, i en dispositius médics implantats, on I'agregacio de microorganismes adquireix altres
connotacions, ja que poden albergar agents patdogens causants d’infeccions que provoquen o
empitjoren els estats dels pacients amb malalties de base, a més de provocar la cronificacid
de malalties i ferides degut a l'elevada facilitat d’evasié del sistema immunitari i el
desenvolupament de resisténcia als antibiotics, el que provoca una disminucié de I'eficacia
dels tractaments convencionals. L'evasio del sistema immunitari s’aconsegueix perqué el
biofilm suposa un obstacle d’una certa grandaria que les cél-lules immunitaries, com ara els
macrofags, no poden fagocitar. També presenta altres sistemes, com ara induir un estat de
citotoxicitat als macrofags i aconseguir disminuir la quantitat de citocines alliberades per les
cél-lules immunitaries, evitar el reconeixement dels anticossos i per tant la resposta
immunitaria, encara que aquests mecanismes difereixen segons els taxons que formen el

biofilm, per exemple, en els biofilms formats per Pseudomonas aeruginosa, aquests poden
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alliberar ramnolipids a la matriu extracel-lular, que quan es produeix el contacte molécula —
cel-lula del sistema immunitari, indueixen la necrosi d’aquesta (Perry i Tan, 2023).

L’interior del biofilm esta condicionat per un microambient caracteristic, on les sub-
poblacions de bacteris interaccionen entre si, condicionant el propi procés d’agregacio i
I'estructura que adquireix el biofilm (Tolker-Nielsen, 2015).

Els bacteris presenten diferents mecanismes que permeten la comunicacio entre ells, que
depenen de senyals quimiques denominades autoinductors, els quals regulen I'expressio
génica bacteriana en un procés conegut com quorum sensing. Aquestes senyals varien segons
les espécies, alguns bacteris poden reconeixer diferents tipus de molécules i altres s6n molt
meés selectives i especifiques. El quorum sensing li permet a un bacteri coordinar i
desenvolupar diferents funcions dins de la coldonia, com poden ser: I'esporulacio, la
bioluminesceéncia, la virulencia, la conjugacid, la comunicacio cél-lula — cél-lula, que els permet
desencadenar mecanismes de competéncia o col-laboracié i, a més, sén essencials per a la
formacio del biofilm. Per exemple, algunes especies al detectar el quorum sensing d’altres
poden millorar els seus factors de viruléncia, com ara Burkholderia cepacia i P. aeruginosa,
bacteris que de vegades coinfecten els pulmons dels pacients amb fibrosi quistica.
Experimentalment es va demostrar que B. cepacia incrementa la produccié de certs factors de
viruléncia com proteases i siderofors en presencia d’autoinductors extracel-lulars produits per
per P. aeruginosa. Altres assajos in-vitro van trobar que Porphyromonas gingivalis i
Streptococcus goronii utilitzen el mateix autoinductor per formar biofilms mixtes de relacio
simbiodtica que provoca periodontitis severa per coinfeccio.

El desenvolupament del biofilm esta controlat per diversos factors com ara son els
mecanismes de regulacié géenica dels bacteris expressats com a canvis fenotipics (Rather et
al., 2021) coneguts com a resposta activa, i les condicions ambientals conegudes com a
resposta passiva (Zafer et al., 2024). Els factors de resposta activa també engloben diversos
factors de viruléncia intrinsecs de cada organisme que determinen la capacitat de formacié de
biofilm, principalment formats per molécules d’adhesié necessaries per a que es doni la
interaccid substrat — bacteri que inicia la formacié del biofilm. Convé destacar que els factors
de patogenicitat que condicionen la formacié del biofilm també modularan la resposta
immunitaria en els pacients i la fermesa de l'estructura del biofilm (Karygianni et al., 2020).
Alguns dels factors de viruléncia que participen en la formacié del biofilm sén els pili tipus 1V i
V, el flagel, els EPS (substancies polimeériques extracel-lulars), la capsula que poden formar
algunes espécies, conferint-lis resisténcia sérica, i els gens de resisténcia als antibiotics, entre
altres (Perry i Tan, 2023).
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La formacié del biofilm es pot resumir en cinc etapes: adhesio, agregacio, creixement,
maduracio i dispersio (Fig. 1). En la primera etapa es produeix I'adhesié dels bacteris a una
superficie, on a més s’agreguen entre ells per donar lloc a I'etapa de creixement i establiment
del biofilm, finalment la colonia s’estableix a la superficie permetent 'excrecié dels components
que formen el biofilm. Seguidament en I'etapa de maduracio, aquesta estructura adquireix una
forma de “bolet”. Finalment, gracies a diversos factors com ara la falta de nutrients, que porta
a relacions de competicié entre els bacteris de l'interior, I'estrés mecanic i les condicions
ambientals, es dona la dispersio del biofilm on s’allibera el contingut interior (Jamal et al., 2018;
Rather et al., 2021; Sauer et al., 2022; Zafer et al., 2024).
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reversible irreversible i establiment del del biofilm biofilm
agregacio biofilm

Figura 1. Fases de formacié del biofilm: adhesio, agregacid, establiment, maduracio i dispersio.
Modificada de Rather et al., 2021.

Els principals components que constitueixen la matriu del biofilm sén substancies
polimériques extracel-lulars (EPS), les quals participen en la formacio d’un microambient
quimicament favorable a linterior del biofiim permetent el creixement de les colonies
bacterianes (Rather et al., 2021). També confereixen proteccio, resisténcia i consisténcia a
I'estructura (Karygianni et al., 2020).

Tot i que l'estructura i la composicié dels EPS varia segons la disponibilitat nutricional, el
tipus d’hoste i els tipus d’organismes que formen el biofilm, generalment, els EPS engloben
polisacarids, proteines extracel-lulars, DNA i RNA extracel-lular, lipids i molécules surfactants
(Fig. 2). A més l'aigua de l'interior del biofilm és la responsable de que aquest estigui altament
hidratat i contribueix al correcte flux i manteniment dels nutrients (Rather et al., 2021).

Els EPS també es consideren factors de viruléncia, ja que per a sintetitzar I'estructura del

biofilm, els microorganismes han de ser capagos d’alliberar a I'exterior aquestes molécules. A
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mes, en el cas dels EPS d’'estafilococs, com ara eDNA i PNAG (poli-N-acetilglucosamina)

participen en la colonitzacié de I'hoste i la resisténcia antimicrobiana (Karygianni et al., 2020).
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Figura 2. Composicio de I'interior del biofilm. Modificada de Karygianni et al. (2020).

3.2 TECNIQUES PER L’ESTUDI DE BIOFILMS

L’estudi dels biofilms requereix d’'una recerca interdisciplinar degut a la complexitat
estructural i quimico-fisica, necessitant métodes quimics analitics, biolodgics i d’enginyeria per
a poder ser avaluats (Herrling et al., 2019). El seu estudi, és molt important ja que permet
conéixer meés sobre la seva estructura, composicio, naturalesa i ajuda a desenvolupar noves
maneres de combatre’l.

Existeixen diverses técniques per I'avaluacié dels biofilms al laboratori, com la ressonancia
magneética nuclear (RMN), I'is de microscopis, per exemple el microscopi optic, el microscopi
confocal d’escombrat laser (MCSL), el microscopi electronic d’escaneig (SEM), i nous métodes
com la tomografia de coherencia optica, imatges de biofilm multidimensionals i la ressonancia
magnética (RM) que és capag de determinar si els biofilms son produits per una unica especie
(monocultiu) o per varies (biofilm multiespécie) i aporta informacio sobre les molécules
d’adhesio (Herrling et al., 2019).

Les técniques emprades en recerca per produir i quantificar in-vitro el biofilm soén els
experiments amb placa de microtitulacié juntament amb I'is d'un tint com el cristall violeta,
I'aparell de Robin format per un tub connectat a un corrent de medi continu on es formara el
biofilm, el reactor de flux per goteig, el dispositiu rotatiu de biofilms i el dispositiu de fluids
(Azeredo et al., 2017).
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La produccio i avaluacié dels biofilms també es realitza en models animals al laboratori, en
organoides de dos dimensions (monocapa) i organoides conservats en un sistema microfluidic,
perque s’ha vist que el tropisme dels bacteris té un paper molt important en la formacié de
I'estructura (Perry i Tan, 2023).

Tot i que els biofilms s’han estudiat des de moltes décades amb metodes rudimentaris, la
seva investigacio ha evolucionat fins actualment on s’han desenvolupat técniques innovadores
per continuar fent recerca d’aquesta estructura. De cara al futur, és necessari continuar amb

aquesta investigacio per aprendre a combatre’ls, sobretot en 'ambit médic i hospitalari.

3.3 EL BIOFILM EN CLINICA

La primera incidéncia que es va trobar sobre la presencia de biofilms a l'interior del cos
huma va ser gracies a I'analisi de mostres de pacients amb fibrosi quistica als pulmons. Hui en
dia, es sap que els biofilms es poden formar en diferents parts del cos per exemple, I'aparell
respiratori, urinari, digestiu, auditiu i cardiovascular, el ossos, I'aparell bucal i les ferides.

El “National Institute of Health” (NIH) estima que del 80 % de les infeccions nosocomials,
el 65 % estan associades a la presencia d’un biofilm (Struelens et al.,2022 b; Jamal et al.,
2018). Per exemple, més del 60 % dels pacients amb ferides croniques sofrira infeccions
relacionades amb la formacio de biofilms, suposant un elevat impacte per al sistema sanitari i,
juntament amb les implicacions en la salut de la poblacié. (Cercenado et al., 2015).

L’'impacte al cos huma dels biofilms implica una disminucio de I'eficacia dels tractaments
antibiotics, I'evasid del sistema immunitari mitjangant diverses estratégies propies del biofilm,
com ara disminuir la fagocitosi de les cél-lules del sistema immunitari entre altres, un retras en
la cicatritzacié de ferides on s’ha vist que la presencia de biofiims esta relacionada amb la
cronificacié d’aquestes, i recentment s’ha relacionat la presencia dels biofilms en alguns
cancers, com ara en el tracte gastrointestinal. Les infeccions croniques es caracteritzen per la
persisténcia de microorganismes formadors de biofilm que mostren resisténcia al sistema
immunitari del pacient i al tractament administrat (Cercenado et al., 2015). A més, existeix una
preferencia per part dels bacteris a I'hora de formar el biofilm en els érgans, com per exemple
P. aeruginosa al tracte respiratori inferior o Escherichia coli provocant infeccions en el tracte
urinari (Perry i Tan, 2023).

Els principals bacteris que produeixen aquestes infeccions associades a biofilms s6n
del geénere Staphyloccocus (Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus aureus),
Pseudomonas (P. aeruginosa), Escherichia (E. coli) Klebsiella (K. pneumoniae), a més a més
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de bacteris anaerobis, micobacteris i alguns fongs, com Candida albicans (Del Pozo, 2018;
Sharma et al., 2019) (Fig.3).
En els hospitals, els biofiims no nhomés es poden trobar a l'interior de pacients, siné

també en dispositius médics, contribuint al desenvolupament de les infeccions nosocomials.

3.4 IMPACTE | PROBLEMATICA DELS BIOFILMS EN DISPOSITIUS MEDICS

Actualment, en I'ambit hospitalari s’utilitzen una gran quantitat de dispositius meédics per tal
de tractar malalties. Segons el “Center for Disease Control and Prevention” (CDC) s’empren
més de 150 milions de catéters vasculars i sobre 5 milions d’'implants cada dia (Yadav et al.,
2019). Els bacteris procedents d’infeccions nosocomials i del microbioma propi del pacient,
tenen la capacitat de sintetitzar biofilms a 'interior d’aquests estris. La seva presencia promou
el deteriorament i mal funcionament del dispositiu, lligat a greus consequéncies pel pacient,
com ara I'extraccié del dispositiu o el tractament amb antibidtics, suposant un elevat cost
economic per a la societat i el sistema sanitari (Rather et al., 2021).

La capacitat dels microorganismes per sintetitzar biofilms en dispositius médics es deu
gracies al material que forma els dispositius, sent majoritariament, els polimers. Per exemple,
en el cas de les lents de contacte, I'adhesié dels microorganismes depen principalment de la
quantitat d’aigua disponible i el tipus de polimer (Jamal et al., 2018). Aixi doncs, s’ha investigat
molt la contaminacioé dels dispositius, concloent que les principals causes de contaminacio que
condicionen la formacio de biofilms en els dispositius medics son la baixa higiene per part dels
practicants, una incorrecta desinfeccio de la pell del pacient, I'aigua contaminada i els bacteris
suspesos en I'ambient hospitalari (Yadav et al., 2019).

Els dispositius colonitzats per microorganismes capagos de sintetitzar biofilm sén els
catéters vasculars, les valvules cardiaques o0 marcapassos, les sondes urinaries, les protesis
articulars i biliars, les lents de contacte, el tub endotraqueal i els implants mamaris (Jamal et
al., 2018). Els catéters vasculars son els dispositius médics més emprats en pacients. Sols en
els Estats Units s’utilitzen 150 milions de catéters per I'administracioé de fluids intravenosos,
medicaments i altres productes com els necessaris per la hemodialisi. La colonitzacié dels
dispositius pot arribar a provocar bacteriemia en el 30 % dels casos, infeccidé disseminada que
provoca la mort entre el 12—-25 % dels pacients. De manera general, s’estima que entre el 15—
30 % de les infeccions nosocomials que donen lloc a bacteriemies sén provocades per la
presencia de biofiims en catéters. S’estableix com a bacteriémia el procés pel qual els

microorganismes colonitzadors de dispositius medics o altres infeccions, aconsegueixen
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penetrar al torrent sanguini del pacient, sent capagos de disseminar-se per tot el cos. Tot i que
s’han establert estratégies de prevencio, aquestes infeccions depenen del tipus de catéters, el
lloc d’insercio, el periode de temps a l'interior del pacient i I'experiéncia del personal medic,
entre altres (Cercenado et. al, 2015).

La colonitzacio dels dispositius médics esta condicionada per la mobilitat, localitzacio i
la capacitat d’adhesio dels microorganismes. Els biofilms que es formen als dispositius médics
poden ser, al igual que en la natura, monoespecifics o de multiespécie, fet determinat pel temps
de permanéncia a l'interior del pacient (Jamal et al., 2018). Els principals microorganismes
colonitzadors son aquells que provenen de la microbiota del propi pacient, com ara S.

epidermidis, E. coli i Candida spp.(Caldara et al., 2022) (Fig.3).

INFECCIONS RELACIONADES AMB DISPOSITIUS INFECCIONS RELACIONADES AMB TEIXITS
MEDICS
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Figura 3. Representacio de les principals infeccions associades a dispositius médics i les principals
infeccions relacionades amb teixits, juntament amb els organismes prevalents en cada infeccio i
dispositiu médic (Caldara et al., 2022; Percival et al., 2015; Perry i Tan, 2023; Special Issue Characteristics of

Biofilms on Indwelling Medical Devices, n.d.; Yadav et al., 2019). Imatge creada amb Biorender.com

Les infeccions associades a la presencia de biofilm en dispositius médics es solen tractar
amb farmacs sintetitzats amb antibiotics, que poden estar formats per un sol tipus d’antibiotic
o per varius tipus. Tot i que tenen un paper molt important en estadis inicials de la infeccioé on
el biofilm encara no esta madur penetrant més quantitat de farmac, s’apliquen un conjunt
d’antibidtics de manera preventiva (Del Pozo, 2018). El motiu de la seva administracio és per
la baixa eficacia que presenten front aquest tipus d’infeccions, a consequéncia de les

resisténcies desenvolupades pels microorganismes gracies a la presencia de I'estructura del
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biofilm, impedint o disminuint I'entrada del farmac a l'interior. Existeixen diversos factors que
participen en la disminucio de la penetracié dels farmacs a l'interior del biofilm, com ara
I'elevada densitat de cél-lules a l'interior de I'estructura, la funcié protectora de la matriu del
biofilm, I'estructura 3D del biofilm i la generacid de gradients de pH, nutrients, electrons i
productes de rebuig que indueixen estrés als bacteris de l'interior provocant I'activacié de rutes
d’adaptacio i mutacions espontanies que els confereixen resistencia als antibiotics.

L’estrategia establerta per combatre aquest tipus d’infeccions, comencga per I'extraccid
fisica del biofilm, sempre que es pugui, i la posterior aplicaciéo d’'un tractament d’antibiotics.
Quan aix0 no és possible, I'eliminacio total de la poblacio bacteriana de I'interior de I'estructura
no sempre s’aconsegueix, ja que els bacteris persistents son forga resistents als antibiotics de
tractament convencional.

Els antibidtics sén molécules quimiques amb propietats bactericides o antimicrobianes
produides per bacteris i fongs (Lima et al., 2020). Poden ser d'origen natural (extret de
I'organisme productor) o sintétic (produit al laboratori), per aquest motiu es consideren farmacs
semi-sintétics (Lima et al., 2020). A meitat de segle XIX, Alexander Fleming va descobrir el
primer antibidtic, la penicil-lina i el seu efecte antibacteria, produida pel fong Penicillium
notatum. Al'any 1939, Howard Walter i Ernst Boris van aconseguir obtenir la estructura quimica
de la penicil-lina G, a més d’escalar la seva produccié industrial, aconseguint la seva
comercialitzacié com a farmac (Uddin et al., 2021). No obstant, anys després es van detectar
les primeres resisténcies microbianes, que han augmentat exponencialment al llarg dels anys
fins hui en dia, suposant una problematica de forga major. Existeix una gran varietat
d’antibiodtics, classificats en 13 families segons la seva estructura quimica i molécular de qual
deriven (Taula A1 d’annexos) (Ahmed et al., 2017). S’estima que els bacteris associats a un
biofilm sén entre 100 — 1000 vegades més resistents als antibidtics respecte als bacteris
planctonics (Sharma et al., 2019). Segons les ultimes xifres del 2024 del ECDC (Centre
Europeu de la Prevencid i Control), la majoria d’'infeccions nosocomials s’associen a bacteris
super-resistents (71 %), els quals provoquen al voltant de 90.000 morts per any en la Unid
Europea. No obstant, segons el ECDC, el 50 % d’aquestes infeccions es podrien evitar si es
realitzaren de forma correcta els protocols de prevencio als hospitals.
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4. HIPOTESI | OBJECTIUS DEL TREBALL

Degut a I'impacte sanitari i economic que suposen les infeccions bacterianes, especialment
les associades a la formacioé de biofilms en dispositius médics, juntament amb la resistencia
microbiana, hi ha una elevada necessitat d’investigar en aquest camp. La ECDC estima que
en Europa 3,2 milions de pacients han patit una infecci6 nosocomial provocada tant per
infeccions bacterianes en teixits del cos, com les associades a I'existéncia d’un biofilm en
dispositius medics, i d’entre ells 37.000 pacients han mort. Els tractaments relacionats amb
aquests tipus de infeccions tenen un cost elevat, o que suposa una carrega per el sistema
sanitari, les dades per I'any 2021 reflecteixen una despesa al voltant dels 10.000 euros per
pacient.

Tenint en compte aquesta problematica, linterés i la repercussié de la resistencia
antimicrobiana en el sistema de salut, el nostre principal objectiu ha estat estudiar els bacteris
aillats d’infeccions associades a I’us de diferents dispositius médics per determinar la
seva capacitat de produir biofilm in-vitro i determinar la susceptibilitat in-vitro als
antibiotics d’us més freqilient en clinica. La hipotesi d’aquest treball es centra en que
I'ambient del biofilm que es forma en els dispositius médics propicia el desenvolupament de la
resisténcia als antibiotics.

Per complir amb l'objectiu principal, i demostrar la hipotesi establerta, es plantegen els
seguents objectius secundaris:

- Aillar i identificar bacteris a partir de dispositius medics procedents de pacients amb

infeccions relacionades amb I'Us d’aquests dispositius.

- Determinar la capacitat de produccio de biofilm in-vitro d’aquest microorganismes.

- Determinar la susceptibilitat in vitro als antibiotics d’us frequent en clinica de les soques

aillades.

- Correlacionar les dades cliniques i les dades experimentals obtingudes.
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5. METODOLOGIA

5.1 SOQUES INCLOSES EN L'ESTUDI

En aquest estudi es van avaluar 30 soques aillades d’infeccions associades a l'us de

dispositius medics, procedents de pacients de I'Hospital Universitari Joan XXIII (HJ23) de
Tarragona, processades i liofilitzades pel “Laboratori Clinic ICS, Camp de Tarragona i Terres
de I'Ebre” del HJ23 (Taula 1). Previament, els especialistes del laboratori, van realitzar la
tecnica de microdilucié per avaluar la resisténcia i la sensibilitat de les soques als tractaments
d’antibiodtics convencionals. La informacio de la qual es va partir inclou, el tipus de soca, el
dispositiu médic de procedéncia i I'informe de sensibilitat i resisténcia als antibiotics.
Les soques es van conservar a -80 °C fins al moment de realitzar els diferents assaigs. La
reactivacio de les soques es va realitzar en el medi solid Agar Sang (bioMériexux SA, Franga)
mitjangant la técnica de sembra per esgotament amb I'objectiu d’obtenir colonies aillades. Les
plaques van ser incubades per 24 hores a 37 °C (£ 2 °C), i a partir de aquests cultius es van
preparar els indculs pels assajos in-vitro.

A partir d’aquests cultius també es va generar la col-lecci6 de soques del treball. Les
colonies es van conservar per criocongelacio a -80 °C en 500 yL de medi de cultiu liquid TSB
i glicerol (50%).

Les soques controls utilitzades van ser; d’Escherichia coli (CECT 943) (control positiu)
productora de biofilm i Staphylococcus epidermidis (CECT 231) no productora (control negatiu)
(Allkja et al., 2020). Les soques van ser adquirides liofilitzades a la Col-leccié Espanyola de
Cultius Tipus (CECT) de la Universitat de Valencia. El medi liquid TSB es va utilitzar com a

blanc.

5.2 PREPARACIO DE LINOCUL, CREIXEMENT EN PLACA | AVALUACIO DE LA
PRODUCCIO DE BIOFILM

La capacitat productora de biofilm de les soques analitzades es va realitzar mitjangant
assajos fent servir microplaques de 96 pouets, basat en diversos protocols descrits préviament
(Allkja et al., 2020; Coffey i Anderson, 2014; O'Toole, 2010) (Fig. 4). Un dels avantatges
d’aquest protocol és la seva simplicitat, ja que requereix poc material de laboratori, i es poden
avaluar varies mostres en un unic assaig (Coffey i Anderson, 2014).
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Taula 1. Soques aillades i avaluades en aquest estudi.

Espécies bacterianes Nombre Fenotip (n) Dispositius d’on provenen
d’aillats clinics (n)
Aerococcus urinae 1 - Sonda orina permanent (1)
Enterococcus faecium 2 - Catéter venos dialisi (1)
- Sonda orina permanent (1)
Staphylococcus aureus 2 - Catéter venos periféric (1)
- Catéter venos dialisi (1)
Staphylococcus epidermidis 8 MDR (3) Catéter venos central (3)
MDR (1) Catéter venos dialisi (1)
MDR (2) Catéter arterial (2)
MDR (1) Catéter venos jugular (1)
MDR (1) Protesi articular (1)
Staphylococcus hominis 2 - Catéter arterial (1)
- Catéter Port — a — Cath (1)
Citrobacter koseri 2 - Sonda orina permanent (1)
- Protesi biliar (1)
Enterobacter cloacae 3 - Catéter venos dialisi (1)
- Catéter arterial (2)
Escherichia coli 4 MDR (1) Sonda orina permanent (3)
- Protesi biliar (1)
Klebsiella pneumoniae 1 MDR (1) Catéter arterial (1)
Morganella morganii 1 - Sonda permanent (1)
Proteus mirabilis 1 MDR (1) Sonda orina permanent (1)
Pseudomonas aeruginosa 2 MDR (1) Sonda orina permanent (2)
Serratia marcescens 1 MDR (1) Catéter venos central (1)

Multirresisténcia (MDR).
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Figura 4. Representacio dels diferents passos de la técnica per avaluar la formacio de biofilms (Creada
amb BioRender.com).

Es va fer us tant de medis solids com liquids preparats seguint les recomanacions del
fabricant. EI medi solid que es va utilitzar per la obtencio de cultius dels bacteris va ser 'Agar
Sang (bioMériexux SA, Franca) i el medi liquid el TSB (Tryptic Soy Broth) (OXOID, Regne Unit)
pels assaigs en microplaca. Per preparar el medi liquid TSB es van dipositar 7,5 g en 200 mL
d’aigua miliQ. Paral-lelament també es va preparar PBS (Phosphate Buffered Saline) 1x, per
realitzar els rentats, mitjangant la dissolucié d’'una pastilla de PBS (Fisher BioReagents, Estats
Units) en 200 mL d’aigua miliQ. Finalment, tots els medis de cultiu i dissolucions es van
esterilitzar a I'autoclau, durant 20 minuts a una pressio de 1 kg/cm?.

Per comencar amb el protocol, primerament es va realitzar la preparacié dels medis liquids,
on es va d’introduir 5 mL de medi liquid TSB a tubs de 10 mL, un per soca problema i blancs.
Seguidament, mitjangant un densitometre (Biosan, Letonia), es va mesurar la terbolesa de la
suspensio cel-lular introduint colonies (una a una) fins obtenir una suspensié bacteriana amb
una lectura de 0,5 McFarland. Aquesta quantitat equival a 1,5-108 cels/mL aproximadament,
per tub. El valor de densitat optica 0,5 és un valor molt estandarditzat, basat en un procediment
molt reproduible que s’ha establert com el més adequat per a realitzar aquest protocol
(Stepanovic et al., 2007).
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Es van preparar les dilucions 1:100 en tubs eppendorf amb 396 uL del medi de cultiu i 4 uL
del indcul. Despreés es procedeix amb 'addicié de 200 pL del indcul a la placa de 96 pouets, i
la posterior incubacié d’aquesta a 37 °C durant 24 hores (Di Domenico et al., 2016). En cada
placa es van avaluar 8 soques. De cada soca es van preparar indculs per duplicat, i es van
avaluar per triplicat cadascun. Els controls es van col-locar per quadruplicat, tant el positiu
(formador) com el negatiu (no formador), i els blancs, pouets només amb medi de cultiu (Fig.
5).
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Figura 5. Imatge representativa de la distribucio de les soques (S), els controls positiu (C*) i negatiu (C-

) i els blancs (TSB). El nUmero de sota identifica la réplica (Creada amb BioRender.com)

L’avaluacio de la formacio biofilm es va a realitzar utilitzant la tincié amb el colorant cristall
violeta (CV). La quantificacio dels biofilms en els pous es va mesurar amb I'espectrofotometre.
Aquest procediment es va comencgar decantant el medi de la placa per eliminar els bacteris
lliures en el medi, amb cura de no despendre el biofilm. Seguidament, es van realitzar tres
rentats consecutius amb 200 yL de PBS (Allkja et al., 2020). Es va fixar el biofilm amb calor
incubant la placa a 60 °C durant 30 minuts. Després, es va tenyir el biofilm amb CV a 1% i es
va incubar a temperatura ambient durant 20 minuts. Es va descartar I'excés de CV. Despreés,
es van realitzar tres rentats de PBS, per poder afegir 200 yL d’acid acétic 33% que va
solubilitzar el biofilm. Es va incubar la placa a temperatura ambient durant 20 minuts en agitacié
(O’'Toole, 2010; Coffey i Anderson, 2014). Finalment, es va mesurar la densitat optica (DO) a
570 nm de cada pou mitjangant I'espectrofotometre Varioskan Lux (Thermo Scientific, Estats
Units) (Di Domenico et al., 2016).
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Per a classificar les soques segons el grau de formacié de biofilm, es van seguir el seguents
criteris on es va comparar les densitats optiques (DO) obtingudes per cada soca amb la del
control negatiu (DOc) (Di Domenico et al., 2016; Stepanovic et al., 2007):

- SOCA NO FORMADORA - DO < DOc : la DO de la mostra és més petita que la DO

del control negatiu.

- SOCA FORMADORA FEBLE - DOc < DO = 2* DOc : la DO de la soca és més gran
que la DO del control negatiu, pero menor o igual que la DO del control negatiu
multiplicat per dos.

- SOCA FORMADORA MODERADA - 2*DOc < DO < 4* DOc: el valor de la DO de la
soca és major que el doble del valor del control negatiu, perd és menor que el quadruple
del valor del control negatiu.

- SOCA FORMADORA FORTA - DO > 4* DOc: el valor de la soca és major que el
quadruple del valor del control negatiu.

5.3 DETERMINACIO DE LA SENSIBILITAT ALS ANTIBIOTICS

Les probes de susceptibilitat dels microorganismes als antibiotics van permetre conéixer si
els microorganismes son resistents o no enfront a certs antibiotics en condicions in-vitro
(Cercenado et al., 2015).

La resisténcia a antibiotics de cada soca es va avaluar amb la técnica de microdilucio
(MicroScan WalkAway plus, Beckmaan — Coulter©, CA, EUA) seguint les recomanacions de
'EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) al laboratori Clinic ICS
Camp de Tarragona del Hospital Universitari de Tarragona Joan XXIII (HJ23). La técnica de
microdilucié és una técnica rutinaria d’avaluacié de la resisténcia dels microorganismes als
antibiotics. Consisteix en el creixement microbia de la soca d’interés en un medi liquid que
conté diferents concentracions dels antibiotics (March-Rossell6, 2017).

Els antibiotics avaluats son els farmacs més comuns per tractar infeccions bacterianes, tant
associades a biofilms com no (Taula 2). També es va determinar la multirresisténcia, referint-
se a la resisténcia d’almenys un dels antibiotic de tres o més families d’antibiotics (Cercenado
etal., 2015).
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5.4 ANALISI ESTADISTIC

El tractament de dades dels valors de I'absorbancia, consisteix en:

1- Eliminacié dels “outliers” (valors que difereixen significativament dels altres).

2
3
4

Calcul de la mitjana dels duplicats.
Calcul de la mitjana dels triplicats.

Calcul de la desviacio estandard.

L’analisi estadistic es va realitzar mitjangant el programa IBM PSPPIRE Statistics versio

PSPP-1.4.1-2.dgm, el qual ha permés realitzar I'analisi de taules creuades mitjangant el test

chi Square (X?), i obtenir les frequencies dels resultats obtinguts. Els valors de p < 0,05 es van

considerar estadisticament significatius.

Taula 2. Antibiotics utilitzats per probes de susceptibilitat in-vitro.

Familia

Antibiotic

Aminoglucosids

Ciprofloxacina, estreptomicina  synergy,

levofloxacina i norfloxacina.

gentamicina  synergy,

Betalactamics

Ampicil-lina, amoxicil-lina, amoxicil-lina — acid clavulanic, aztreonam,
cefepima, cefixima, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima cefuroxima,

ertapenem, imipenem, meropenem, oxacil-lina, penicil-lina, piperacil-lina

— tazobactam, tetraciclina i ticarcil-lina.

Glucopeéptids

Amikacina, gentamicina i tobramicina.

Lincosamides

Teicoplanina i vancomicina.

Macrolids

Eritromicina

Oxazolidinona

Tetraciclina i tigeciclina.

Quinolones

Clindamicina i syercyd.

Sulfonamida

Linezolid.

Tetraciclina

Trimetoprim — sulfametoxazol.

Altres

Acid fusidic, colistina, daptomicina,

nitrofurantoina i rifampicina.

fosfomicina, mupirocina,
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6. RESULTATS

Es van avaluar 30 soques procedents de diferents dispositius meédics, de les quals el 50%
son Gram-positives i I'altra meitat son Gram-negatives.

Les 30 soques avaluades van ser identificades com A. urinae (n=1; 3 %), C. koseri (n=2; 7
%), E. cloacae (n=3; 10 %), E. coli (n=4; 13 %), E. faecium (n=2; 7 %), K. pneumoniae (n=1; 3
%), M. morganii (n=1; 3 %), P. aeruginosa (n=2; 7 %), P. mirabilis (n=1; 3 %), S. aureus (n=2,;
7 %), S. epidermidis (n=8; 27 %), S. hominis (n=2; 7 %) i S. marcescens (n=1; 3 %) (Fig. 6 i
Annexos).

L’organisme identificat amb major frequencia en aquest treball és S. epidermidis (27 %)
(Gram-positiu) seguit d’ E. coli (13 %) i E. cloacae (10 %)(Gram-negatius).

GRAM NEGATIU GRAM POSITIU

M. morganii
K. pneumoniae 3%

3%

P. mirabilis
3% S. epidermidis
S. marcescens 27%
3%
C. koseri
7%
‘ S. aureus
P. aeruginosa \‘\\ 7%
7% ‘\.
\‘\
S. hominis
E. cloacae 7%
10% O
A. urinae
E. coli E. faecium 3%

13% 7%

Figura 6. Distribucio de les soques aillades segons I’espécie bacteriana.

La Figura 7a, representa els dispositius dels quals procedeixen les soques estudiades, on
més de la meitat (n=17; 53,1 %) provenen de cateters, un 31,3 % (n=10) provenen de sondes
i també de protesis (n=3; 9,4 %), on es pot observar que els dispositius d’'on es van aillar més
soques van ser els catéters. En la Figura 7b, es poden observar les espécies identificades en
els diferents dispositius. Respecte a les espécies que s’han aillat dels diferents tipus de
catéters, es pot observar una gran prevalenca de S. epidermidis (n=7; 41 %), seguida d’altres
organismes com ara E. cloacae (n=3; 17 %), S. aureus (n=2; 12 %) i S. hominis (n=2; 12 %).
Les espécies amb menor prevalenga van ser E. faecium (n=1; 6 %), K. pneumoniae (n=1; 6 %)

i S. marcescens (n=1; 6 %).
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Quant a les diferents soques aillades de sondes, es pot observar que E. coli (n=3; 30 %)
és I'espécie amb una major representativitat, seguida de P. aeruginosa (n=2; 20 %). Finalment,
també es troben presents altres espécies com ara M. morganii (n=1; 10 %), A. urinae (n=1; 10
%), P. mirabilis (n=1; 10 %), C. koseri (n=1; 10 %) i E. faecium (n=1; 10 %).

Amb referéncia a les protesis, les principals espécies que es van aillar d’aquest tipus de
dispositiu médic son S. epidermidis (n=1; 33 %) procedent d’'una protesi articular, E. coli (n=1,
34 %) i C. koseri (n=1; 33 %) procedents d’'una infeccid provocada per un biofilm de
multiespécie, perd avaluada per separat (mateix pacient). Aquestes també es van aillar de
catéters i sondes. Per tant, no hi ha cap soca exclusiva avaluada procedent de protesis.
Existeix certa prevalenca d’aillament de les espécies bacterianes en els dispositius medics
(Fig. 7b).

L’especie S. epidermidis no s’ha trobat en sondes, sinG només en catéters i protesis. El
mateix passa amb E. coli i C. koseri, les quals procedeixen de protesi i sondes, en aquest
estudi. També hi ha altres organismes, com E. faecium, aillats de catéters i protesis que no
es troben en sondes. Com es pot veure en la Figura 7b, no s’ha treballat amb cap soca que
es trobi en els tres dispositius.

Es van avaluar també els organismes dels diferents tipus de catéters (Fig. 7e), on el més
comu entre els diferents catéters és S. epidermidis, el catéter vends central (n=3), el catéter
venos dialisi (n=1), el catéter vends jugular (n=1) i el catéter arterial (n=2). El segueixen S.
hominis, al catéter Port — a — Cath (n=1) i al catéter arterial (n=1), i S. aureus al catéter venos
periféric (n=1) i al catéter venos dialisi (n=1).

Existeixen diferéncies significatives (p-valor = 0,033) entre el tipus de bacteris Gram
negatius/Gram-positius i el dispositiu del qual s’han aillat. Com es pot observar en la Figura
7¢ no hi ha cap organisme Gram-positiu que sigui comu entre les protesis i les sondes. En la
Figura 7d tampoc hi ha cap organisme comu Gram-negatiu entre les protesis i els catéters.
Per contra, no es va trobar significanga entre els bacteris i els tipus de dispositiu (p-valor =
0,152).

6.1 CAPACITAT PRODUCTORA DE BIOFILM

Es va determinar la capacitat productora de les soques, classificant-les segons si son

productores o no de biofilm, i si tenen una producci¢ feble, moderada o forta.
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Aixi doncs, com es pot veure en la Figura 8, es van obtenir 11 soques (30 %) no
productores de biofilm, 12 de les soques (40 %) van ser productores febles, 4 soques (13 %)
amb produccié moderada i 5 soques (17 %) amb produccio forta.

PROTESI
Protesi
10%
C. koseri S. epidermidis
E. coll
Son(ia Catéter
A. uri E. cl
33,3% 56,7% M. nuvom;;:nﬁ K. p::::;nm
P. mirabilis S. aureus
P. aeruginosa E. faecium S. hominis
S. marcescens
a) b)
SONDA CATETER
GRAM negatiu
GRAM positiu %
PROTESI
PROTESI
C. koseri
S. epidermidis E. coli
g' m'org;nii E. cloacae
- o S. aureus > mirabilis K. :
Aluriiae Edideciun S. hominis P. aeruginosa S. F::é:';’:;:
c) SONDA CATETER ) o2l CATETER
E. faecium
E. cloacae
Cateéter
vends dialisi
Catéter S. aureus Catéter venos
venoés central periféric
S. marcescens
S. epidermidis
Catéter Cat:t_e:::::‘rt -
venés jugular S. hominis
e) Cateéter
arterial
S. hominis
E. cloacae

K. pneumoniae

Figura 7. a) Percentatge de soques segons el dispositiu médic del qual s’ha aillat. b) Distribucio de
espeécies segons el dispositiu medic. c) Distribucio de les espécies segons els diferents tipus de catéters.
d) Distribucié de les espécies Gram-positives segons els dispositius médics dels quals s’han aillat. e)

Distribucioé de les espécies Gram-negatives segons els dispositius meédics dels quals s’han aillat.
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Figura 8. Representacio dels percentatges de soques no productores, productores febles,

productores moderades i productores fortes.

S’afirma que hi ha una major quantitat de soques amb produccié feble (n=12) i no
productores (n=11) avaluades.

En la Figura 9 es pot observar la capacitat productora de biofilm de cada espécie
bacteriana, classificada segons si és Gram-positiva o Gram-negativa. Respecte el grup de
bacteris Gram-positius, I'organisme S. epidermidis, presenta una produccié de biofilm feble
(n=5; 62,5 %) i sense capacitat productora (n=3; 37,5 %), S. aureus presenta tant produccio
moderada (n=1; 50 %) com produccio feble (n=1; 50 %), S. hominis presenta una soca no
productora de biofilm (n=1;50 %) i una soca amb producci6 feble (n=1;50 %), E. faecium
presenta una soca de produccio forta (n=1; 50 %) i una soca de produccio feble (n=1; 50 %), i
A. urinae té una produccio feble (n=1; 100 %).

D’altra banda, en referéncia al grup dels bacteris Gram-negatius, les soques de P.
aeruginosa presenten una produccié forta (n=2; 100 %). E. cloacae presenten tant produccié
feble (n=1; 33,3 %) com soques que no soOn capaces de produir biofilm (n=2; 67 %). E. coli
presenta soques amb produccid moderada (n=2; 50 %), amb produccié forta (n=1; 25 %) i
sense produccio (n=1; 25 %), i C. koseri presenta producci6é forta (n=1; 50 %) i produccid
moderada (n=1; 50 %). De Klebsiella pneumoniae nomeés es va avaluar una soca que no era
capag de produir biofilm (n=1; 100 %), al igual que M. morganii (n=1; 100 %) i S. marcescens
(n=1; 100%) amb una soca amb produccio feble. Finalment, la soca de P. mirabilis, sense
capacitat productora de biofilm (n=1; 100 %).

Sense deixar de banda els resultats anteriors, cal remarcar que, excepte I'organisme E.
faecium que presenta una soca de produccio forta i S. aureus amb una soca de produccid
moderada, generalment els organismes Gram-positius tenen una produccié feble o sén no
productors. En canvi, en el grup dels Gram-negatius hi ha més variabilitat en la capacitat de
productora de biofilm entre les soques avaluades, respecte I'altre grup in-vitro.
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Figura 9. Capacitat productora de biofilm de les espécies avaluades en aquest treball.

Aixi doncs, en la Figura 9 es pot observar que hi ha una clara tendéncia en la produccié
feble de biofilm en els bacteris Gram-positius (p = 0,025). També hi ha una predominanca de
soques amb produccid forta al grup de bacteris Gram-negatius. No obstant, aquesta és I'linica
tendéncia, ja que les diferents correlacions realitzades, comparant el tipus de Gram i els
diferents tipus de capacitat de producci6 de biofilm de cada organisme no sén significatives (p-
valor > 0,05).

6.2 AVALUACIO DE LA SENSIBILITAT ALS ANTIBIOTICS

Es va realitzar I'avaluacié de la susceptibilitat als antibiotics obtinguts de cada soca,
mitjangant el métode de microdilucio. Com es pot observar de forma global en la Figura 10,
les soques presenten major sensibilitat front a la gentamicina (GEN) amb una eficacia del 65,6
%, i per contra, aquestes presenten més resisténcia a I'amikacina (AMK) amb un 46,8 %, sent
el farmac menys eficag.

No obstant, cal ressaltar (Fig. 11) que la majoria de soques avaluades, tant Gram-positives
com Gram-negatives presenten resisténcia en front a I'antibidtic amoxicil-lina — acid clavulanic
(AMC), principalment S. epidermidis (Penicil-lina (PEN): n=8, amoxicil-lina — acid clavulanic
(AMC): n=8, oxacil-lina (OXA) n=8, ciprofloxacina (CIP): n=7, levofloxacina (LVX): n=7,
amikacina (AMK): n=5, gentamicina (GEN): n=7, tobramicina (TOB): n=7, teicoplanina (TEC):
n=1, eritromicina (ERI): n=8, tetraciclina (TCY): n=1, clindamicina (CLI): n=7, trimetoprim —

sulfametoxazol (SXT): n=5 i mupirocina (MUP): n=8) que com es pot observar, és resistent a
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meés de la meitat d’antibidtics analitzats. També E. cloacae (ampicil-lina (AMP): n=3,
amoxicil-lina — acid clavulanic (AMC): n=3, piperacil-lina — tazobactam (TZP): n=3, aztreonam
(ATM): n=3, cefoxitina (FOX): n=3, cefotaxima (CTX): n=3, ceftazidima (CAZ): n=3, cefepima
(FEP): n=2 i ertapenem (ETP): n=2), que resistent sobretot a antibiotics de la familia dels
betalactamics, i altres soques com ara d’E. coli (ampicil-lina (AMP): n=2, amoxicil-lina — acid
clavulanic (AMC): n=1, ciprofloxacina (CIP): n=2, norfloxacina (NOR): n=2 i trimetoprim —
sulfametoxazol (STX): n=2), S. hominis (penicil-lina (PEN): n=1, amoxicil-lina — acid clavulanic
(AMC): n=1, oxacil-lina (OXA): n=1 i acid fusidic (AF): n=2), S. marcescens (ampicil-lina (AMP):
n=1, amoxicil-lina — acid clavulanic (AMC): n=1, cefuroxima (CXM): n=1, cefoxitina (FOX): n=1
i colistina (COL): n=1) i M. morganii (amoxicil-lina — acid clavulanic (AMC): n=1, ciprofloxacina
(CIP): n=1, colistina (COL): n=1 i ampicil-lina — sulbactam (SAM): n=1), resistents a diferents
tipus d’antibiotics.
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Figura 10. Representacio de la susceptibilitat i la resisténcia de les mostres analitzades a diferents
antibiotics. AF (acid fusidic)) AMC (amoxicilina — acid clavulanic), AMK (amikacina), AMP (ampicilina), AMX (amoxicilina), ATM
(aztreonam), CAZ (ceftazidima), CFM (cefixima), CFZ (cefazolina), CIP (ciprofloxacina), CLI (clindamicina), COL (colistina), CTX (cefotaxima),
CXM (cefuroxima), DAP (daptomicina), ERI (eritromicina), ETP (ertapenem), FEP (cefepima), FOS (fosfomicina), FOX (cefoxitina), GEH
(gentamicina synergy), GEN (gentamicina), IPM (imipenem), LVX (levofloxacina), LZD (linezolid), MEM (meropenem), MUP (mupirocina), NIT
(nitrofurantoina), NOR (norfloxacina), OXA (oxacil-lina), PEN (penicil-lina), RIF (rifampicina), SAM (ampicil-lina — sulbactam), STH
(estreptomicina synergy), SXT (trimetoprim - sulfametoxazol), SYN (synergy), TCY (tetraciclina), TEC (teicoplanina), TGC (tigecilcina), TIC

(ticarcilina), TOB (tobramicina), TZP (piperacilina — tazobactam ) i VAN (vancomicina).

Per altra banda, la penicil-lina (PEN), a I'igual que l'anterior antibiotic, no presenta cap
efecte antibacteria front una gran quantitat de soques de Staphylococcus (S. epidermidis, S.

aureus i S. hominis), i una soca de M. morganii.
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Figura 11. Avaluacio de la resisténcia de les soques avaluades de diversos antibiotics, AF (acid fusidic),
AMC (amoxicilina — acid clavulanic), AMK (amikacina), AMP (ampicil-lina), ATM (aztreonam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLI
(clindamicina), COL (colistina), CTX (cefotaxima), CXM (cefuroxima), ERI (eritromicina), ETP (ertapenem), FEP (cefepima), FOX (cefoxitina),
GEN (gentamicina), IPM (imipenem), LVX (levofloxacina), MEM (meropenem), MUP (mupirocina), NIT (nitrofurantoina), NOR (norfloxacina),
OXA (oxacil-lina), PEN (penicil-lina), SAM (ampicil-lina — sulbactam), STH (estreptomicina synergy), SXT (trimetoprim - sulfametoxazol), SYN
(synergy), TCY (tetraciclina), TEC (teicoplanina), TIC (ticarcilina), TOB (tobramicina) i TZP (piperacil-lina — tazobactam )(Amr-Santa-Cruz-
Siglas, n.d.).

Cal considerar també la ciprofloxacina (CIP), on sobretot les soques de S. epidermidis son
resistents i també altres d’E. coli, P. aeruginosa, E. faecium, P. mirabilis i M. morganii, pero
amb menys frequencia. L'antibidtic gentamicina (GEN), no presenta efecte terapéutic enfront
organismes Gram-positius, concretament S. epidermidis, E. faecium i E. faecalis i una soca
Gram-negativa, M. morganii.

Finalment també es pot observar que els organismes Gram-negatius, com ara E. coli, E.
clocae, C. koserii S. marcescens, i una soca d’E. faecium, son resistents a I'ampicil-lina (AMP).

Per tant, es pot considerar que, la majoria de soques Gram-positives presenten un major
percentatge de resisténcia als antibidtics avaluats respecte els Gram-negatius, i que S.
epidermidis (Gram-positiu) és l'organisme que presenta més resisténcies als antibiotics
avaluats.

Seguidament, es va realitzar la determinacié de les soques multirresitents, terme que
s’atribueix a qualsevol soca que sigui resistents com a minim a un antibidtic de tres o més
families (Cercenado et al., 2015). Com es pot observar en la Figura 12, es pot destacar dels

bacteris Gram-positius, S. epidermidis (n=7) com a organisme amb més soques
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multirresistents. En canvi, dels organismes Gram-negatius, es pot destacar principalment E.
coli i E. cloacae amb dos soques multirresistents, respectivament.

En aquest estudi, les soques multirresistents representen el 40,6% del total (n=13), front un
59,4% (n=19) de soques no multirresistents, fet que es justifica amb la correlacié significativa

entre el tipus d’'organisme i la multirresisténcia que presenta (p-valor = 0,034).

n multirresisténcia
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Figura 12. Multirresisténcia de soques aillades d’infeccions associades a I'is de dispositius meédics.
S’indica el nombre total de soques amb color verd i el nombre total de soques multirresistents amb color
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Figura 13. Relacié entre la capacitat productora de biofilm i la multirresisténcia de les soques
analitzades. Les barres representen el percentatge de la capacitat de produccié de biofilm de cada soca.
En verd: no produccié de biofilm; en taronja: produccié feble; en groc: produccié moderada; i en rosa:

produccio forta. Les linies de color lila representen el percentatge de multirresisténcia de cada soca.
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Finalment, es va estudiar la relacid entre la capacitat productora de biofiim i la
multirresisténcia de les soques, representada en la Figura 13. Per els organismes Gram-
positius, les soques estudiades de S. epidermidis, tenen produccio feble o no produccié de
biofilm, i presenten un percentatge elevat de multirresisténcia, concretament un 100 %, i dels
organismes Gram-negatius estudiats, E. coli presenta una produccié moderada, forta i algunes
soques no presenten produccio, amb un percentatge de multirresistencia del 50 %.

7. DISCUSSIO

Actualment una gran part de les infeccions nosocomials s’associen a la presencia d'un
biofilm, tant en dispositius médics com teixits humans. En I'ambit hospitalari els biofilms
s’associen a infeccions persistents, les quals no responen de forma eficag als tractaments amb
antibiotics convencionals. Per aquest motiu, aquest treball es va centrar en I'avaluacio de la
capacitat productora de biofilm i la resisténcia antimicrobiana de 30 soques procedents
d’'infeccions associades a I'us de dispositius médics, especialment els catéters, les sondes
urinaries i les protesis.

Tot i que, es va avaluar la mateixa quantitat de soques Gram-positives i Gram-negatives,
la variabilitat és baixa, ja que més de la meitat de soques Gram-positives pertanyen a S.
epidermidis, fet que coincideix amb les dades que exposa Percival et al. (2015), on descriu que
el 80 % de les infeccions associades a materials hospitalaris sén provocades per S.
epidermidis. A més, segons Percival et al. (2015), S. aureus i S. epidermidis sén els dos
microorganismes del génere Staphylococcus majorment relacionats amb la formacio de
biofilms en dispositius médics, gracies a I'elevada facilitat a I'nora d’adherir-se a superficies
per formar biofilms (Socohou et al., 2020). Respecte els organismes aillats Gram-negatius, E.
coli és el de major frequéncia en aquest treball. La prevalenga d’aquesta especie coincideix
amb el reportat per altres autors (Yadav et al., 2019), afirmant que tant E. coli com S.
epidermidis juguen un paper molt important en les infeccions produides en dispositius médics.
No obstant, segons Percival et al. (2015), també s6n molt comuns K. pneumoniae i P.
aeruginosa, aillades en aquest treball, pero amb menor frequéncia.

En aquest estudi, més de la meitat de les soques procedeixen d’infeccions produides per
microorganismes relacionats amb catéters, seguit de les sondes i amb menor frequencia, les
protesis. Les protesis no presenten organismes propis formadors de biofilms, fet que pot ser
degut al baix nombre de soques analitzades. La classificacio de les soques analitzades segons

si son Gram-positives 0 Gram-negatives presenta una correlacio significativa amb el tipus de
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bacteris i el dispositiu del qual s’aillen. Segons Jamal et al., (2018), la part del dispositiu on
s’adhereixen els bacteris és molt important, ja que els bacteris Gram-positius i Gram-negatius
presenten diferents preferéncies donades pels factors de viruléncia intrinsecs de cada
organisme que els permet formar biofilm a les parets dels dispositius (Caldara et al., 2022). A
mes, el microambient format a I'interior del dispositiu médic propicia la formacio de biofilm, fet
demostrat en I'estudi realitzat per Fernandez-Barat et al. (2018) sobre MRSA (“Methicillin-
resistant Staphyloccus aureus”) en tubs endotraqueals. Els organismes Gram-negatius, com
ara P. aeruginosa i K. pneumoniae, tenen més tendéncia en trobar-se en ambients liquids, on
sén capacos de sintetitzar biofilm, i per tant es podran observar en sondes urinaries o al lumen
dels catéters. En canvi, els organismes Gram-positius, com ara S. aureus i S. hominis
aconsegueixen formar biofiilm en la superficie externa del dispositiu. Aquests autors
(Fernandez-Barat et al. 2018) també recalquen la importancia del temps d’incubacio del
dispositiu a 'interior del pacient, ja que, a major temps, més probabilitat que hagi colonitzacié
de bacteris i la preseéncia de biofilm.

Els catéters tenen un paper molt important i diari en 'ambit hospitalari, emprats per a
'administracio de fluids (Cercenado et al., 2017). Per aquest motiu, en aquest treball, s’han
aillat una gran quantitat de soques procedents d’infeccions de catéters, coincidint amb I'estudi
sobre MRSA i MSSA realitzat per Piechota et al. (2018), on els catéters es posicionaven com
a segon dispositiu amb més incidéncia, després del tub endotraqueal (no avaluat en aquest
treball). Els organismes colonitzadors d’aquest dispositiu, son S. epidermidis, present en quatre
tipus de cateters diferents (catéter vends dialisi, catéter vends central (CVC), cateter venos
jugular i catéter arterial), S. aureus aillat en diferents tipus (cateter vends periféric i catéter Port
— a — Cath), i S. hominis en els catéters arterials i els catéters Port — a — Cath. Dadi et al.,
(2021) van concloure que el catéter amb major possibilitat de colonitzacié bacteriana i major
incidencia de biofilm fou el catéter arterial, seguit del CVC i el catéter vends jugular, fets que
coincideixen amb aquest estudi.

Diferents autors (Cercenado et al., 2015; Dadi et al., 2021; Ferreira et al., 2019) van establir
que els microorganismes amb major prevalenga en les infeccions relacionades amb cateters
sén organismes comensals (formen part de la microbiota de la pell), que aconsegueixen
penetrar a l'interior del dispositiu provocant infeccions nosocomials, com ara S. epidermidis i
K. pneumoniae (Struelens et al., 2022 b,), aixi com organismes comuns en el ambient
hospitalari, com ara E. cloacae i S. aureus, classificats com a organismes oportunistes, amb
una elevada capacitat per formar biofilm.
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Les sondes urinaries, al igual que els catéters, també s6n molt comuns i amb funcions
importants per al pacient, com ara recollir la orina durant I'estancia hospitalaria (Percival et al.,
2015b). Yadav et al. (2019) confirmen I'impacte de les infeccions relaciones amb el tracte
urinari (UTI) com a principal motiu de morbiditat i mortalitat dels pacients hospitalitzats. L’estudi
presentat per Percival et al. (2015) suggereix que el 10 % dels pacients als quals se’ls
introdueix una sonda urinaria, desenvolupa aquest tipus d’infeccions amb el perill que el
pacient pugui desenvolupar una bacteriemia (Caldara et al., 2022; Percival et al., 2015b), sent
molt important una prévia valoracio de la necessitat d’'una sonda urinaria i establir el temps
d’us del dispositiu a I'interior del pacient, on es recomana el menor temps possible per evitar
infeccions, tot i sabent la dificultat que suposa pels hospitals (Dadi et al., 2021). El principal
organisme aillat de sondes en aquest estudi és E. coli, seguit de P. aeruginosa, A. urinae i C.
koseri . Aquests resultats coincideixen amb dades d’altres estudis recents, on es demostra la
predominanga d’E. coli en les infeccions UTI i la presencia d’altres organismes com ara P.
aeruginosa, P. mirabilisi S. aureus, aillades també en el nostre estudi (Dadi et al., 2021; Yadav
et al., 2019). Al igual que en els catéters, la colonitzacié de les sondes es pot donar per
organismes comensals com E. coli, que formen part de la microbiota intestinal, i aconsegueix
penetrar al dispositiu gracies a les mucoses propies de la bufeta i la zona rectal (Percival et al.,
2015a), o per part d’organismes presents en l'ambient hospitalari amb una elevada
patogenicitat, com per exemple P. aeruginosa. A més, segons Niveditha et al. (2012),
existeixen algunes soques amb un grau de patogenicitat forca elevat com la soca UPEC (E.
coli uropatogénica), responsable de la majoria d’infeccions relacionades amb el tracte urinari.
No obstant, en aquest treball no s’han realitzat una identificacié del tipus de soques i per tant,
no es pot afirmar la presencia de la soca UPEC. A més, altres autors afirmen (Percival et al.,
2015b; Yadav et al., 2019) que P. mirabilis és capag de bloquejar el pas de liquid al llarg del
tub formant taps de calci i fosfat de magnesi que afavoreixen I'adhesio d’altres bacteris per
formar biofilm, provocant infeccions que poden derivar en greus consequencies per al pacient.

No obstant, com s’ha esmentat abans, el material que forma el dispositiu i el temps
d’incubacié a l'interior del pacient és determinant en la formacié de biofilm i la resolucio de les
infeccions (Percival et al., 2015). Els catéters formats per materials com ara teflé o poliureta
sén més propensos a l'adhesié de bacteris i la posterior formacié de biofilm, en canvi els
formats per altres materials com el polietile sbn menys propensos, afirmant que el material del
dispositiu és una variable essencial per disminuir la presencia de biofilm (Dadi et al., 2021).
Segons Percival et al., (2015), en una cohort de pacients amb cancer, van identificar biofilm

després de 24 hores de la introduccio del catéter, concloent que és necessari considerar la
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necessitat d’utilitzar un dispositiu médic, aixi com I'estat del pacient i el temps de d’incubacid
a l'interior del pacient. D’altra banda, les sondes estan formades per latex o silicona, materials
que permeten I'adhesio dels bacteris, i, juntament amb el flux d’orina, es dona I'ambient
perfecte amb ions, polisacarids i glicoproteines, que afavoreixen la formacioé de biofilm i per
tant, UTls (Caldara et al., 2022; Percival et al., 2015b).

Finalment, l'dltim dispositiu avaluat en aquest estudi sén les protesis, concretament la
protesi biliar i la protesi articular, amb soques no propies d’aquest dispositiu, sind6 també
presents en catéeters i sondes. Respecte a les protesis biliars, la revisié de Caldara et al. (2022),
va relacionar alguns organismes de la microbiota intestinal, com a causants de biofiims en
aquest dispositiu, amb la presencia de Bacillus, Enterococcus spp. i Estafilococcus spp.,
coincidint amb els organismes d’aquest treball (E. colii C. koseri). Segons Caldara et al. (2022);
Dadi et al., (2021) els organismes més comuns en aquest tipus d’infeccions sén S. aureus, S.
epidermidis (Staphylococcus spp.) i E. faecalis, coincidint amb les soques aillades en aquest
treball. A més, aquests autors també afirmen que la colonitzacié polimicrobiana és prou comu
en aquests dos dispositius, fet que es corrobora amb les dues soques aillades del mateix
pacient corresponent a la protesis biliar.

Els resultats de I'avaluacié de la capacitat productora de biofilm es poden comparar amb
I'estudi realitzat per Folliero et al., (2021), on la classificacié de les soques coincideix en els
organismes S. marcescens, K. pneumoniae, E. coli i E. faecium. Existeix una correlacid
significativa entre la producci6 feble i els bacteris de Gram-positius, ja que hi ha un major
nombre de soques de S. epidermidis que tenen una produccio feble. Per contra, la correlacio
realitzada sobre la capacitat de produccio de biofilm i el tipus de bacteris Gram-positiu vs Gram-
negatiu no és significatiu, possiblement per la baixa quantitat de soques analitzades. Segons
I'analisi realitzat tampoc és significativa la correlacio entre la resistencia bacteriana i la formacio
de biofilm. També cal recalcar, que en aquest estudi no s’ha realitzat la identificacié de les
soques, i els resultats obtinguts no es poden comparar de forma adequada amb el treballs

previs.

Gracies a l'analisi de la susceptibilitat bacteriana als antibiotics, s’han observat les
tendéncies de resisténcia i multirresistencia en les soques avaluades. Staphylococcus
epidermidis és resistent a un gran varietat de antibiotics, concretament a la familia de
quinolones (CLI i SYN), les tetraciclines (SXT), alguns de la familia dels glucopeptids (GEN i
TOB), els betalactamics (AMP, OXA i TZP), els aminoglucosids (CIP i LVX) i altres antibiotics

com ara la mupirocina i la eritromicina, coincidint amb I'estudi de Socohou et al. (2020). A més,
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és tracta d’'una espécie generalment multirresistent, caracteristica que ve donada per la gran
quantitat d’infeccions que provoca, les quals son tractades amb antibidtics convencionals. Tres
de les quatre soques de Staphylococcus. aureus, son resistents a la penicil-lina. No obstant,
en aquest treball no s’ha avaluat la resisténcia a la metilcil-lina, a diferéncia de I'estudi realitzat
per Tahaei et al.(2021), on classifica les soques de S. aureus segons si son MRSA o MSSA.
En aquest estudi E. coli presenta resisténcia front diversos antibidtics de la familia dels
aminoglucosids (CIP i NOR), front alguns de la familia dels betalactamics (AMP i AMC) i el
trimetoprim — sulfametoxazol (tetraciclina), sent dues soques multirresistents, resultats que
coincideixen amb l'estudi de Folliero et al. (2021). Els resultats confirmen que P. aeruginosa
és resistent a la ciprofloxacina i levofloxacina (aminoglucosids), cefepima, ceftazidima,
imipenem, meropenem i piperacilina — tazobactam (betalactamics) i la trobamicina
(glucopéptids), i una soca és multirresistent. També es va avaluar E. cloacae, que és resistent
a quasi tots els antibiotics de la familia dels betalactamics (AMP, AMC, TZP, ATM, FOX, CTX,
CAZ, FEP i ETP) i a més, dos soques son multirresistents. Es va trobar una significanga entre
la multirresisténcia i el tipus d’organisme, la qual justifica les resisténcies propies de cada
organisme, i la propia naturalesa del biofilm com estructura de proteccio, on el seu
microambient permet que els bacteris que el formen desenvolupen resisténcies front als
antibiotics que s'utilitzen per tractar les infeccions.

Com es pot veure la quantitat de soques multirresistents en aquest treball és el 40,6 % del
total, nombre considerablement elevat, que aviva la necessitat de continuar investigant sobre
el biofilm i trobar nous tractaments efectius.

No obstant aix0, aquest estudi també presenta limitacions, comencgant pel baix nombre de
soques avaluat, afectant a la robustesa dels resultats obtinguts, continuant per la dificultat que
suposa extrapolar els resultats de la determinacio dels métodes in-vitro a una situacio in-vivo,
ja que és forga complicat reproduir I'ambient in-vivo on es formen els biofilms als hospitals.
Aquest fet suposa que, aquest métode no pugui reflexar la situacio real del que realment ocorre
a l'interior dels dispositius médics, i condemna a que els resultats estiguin condicionats a
variables incontrolables. La continuada congelacio i descongelacio de les soques per avaluar-
les també afecta a la produccié in-vitro del biofilm.

Finalment, en aquest treball els biofilms multiespécie s’han avaluat separadament, i per tant
no s’han obtés resultats conjunts perque la seva avaluacié implica un procediment diferent a
seguir, juntament amb els resultats diferents de la determinacié de la capacitat productora, ja

que hi hauria que tenir en compte processos com el quorum sensing.
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Existeix una gran necessitat de trobar alternatives als tractaments convencionals, com ara
nous antibiotics o aplicar I'us d’adjuvants per facilitar I'entrada a l'interior del biofilm. Algunes
propostes sén I'Us de nanoparticules com adjuvants, o la inhibicio del quorum sensing (Sharma
et al., 2019). Recentment, es planteja la combinaci6 de particules naturals amb antibiotics o
I'us d’anticossos monoclonals capagos de bloquejar les molécules d’adhesid, i aixi evitar la
formacié de biofilm (Raafat et al., 2019; Zafer et al., 2024).

8. CONCLUSIONS

En les mostres procedents de I'Hospital Universitari Joan XXIIl s’han aillat i identificat un
total de 13 espécies formadores de biofilm en dispositius medics: A. urinae, C. koseri, E.
faecium, E. cloacae, E. coli, K. pneumoniae, M. morganii, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. aureus,
S. epidermidis, S. hominis i S. marcescens.

El nostre estudi confirma que el microorganisme amb major prevalenga relacionat amb
infeccions associades a catéters i protesis és S. epidermidis, i que I'organisme associat a
infeccions en sondes és E. coli. S'assegura a meés, que el dispositiu amb una major incidéncia
en formacio de biofilms és el catéter.

Els organismes amb una produccio forta de biofilm in-vitro sén: C. koseri, E. coli, E. faecium
i P. aeruginosa, i els organismes no productors de biofilm in-vitro en aquest estudi son E.
cloacae, E. coli, K.pneumoniae, P. Mirabilis, S. epidermidis, i S. hominis. Cal destacar que les
soques d’E. coli presenten una produccio de biofilm in-vitro de moderada a forta i algunes
soques sense capacitat de produir biofilm. Les soques de S. epidermidis poden produir biofilm
amb capacitat feble.

Respecte la determinacio de la susceptibilitat als antibidtics d’us general, es pot concloure
que l'antibidtic amb una major eficacia per tractar infeccions associades amb biofilm a
dispositius meédics, és la gentamicina, i el menys efectiu és 'amikacina.

L’organisme amb una major quantitat de soques multirresistents és S. epidermidis, i el que
menys son C. koseri, E. faecium, S. aureus i S. hominis.

Finalment, no és poden extrapolar els resultats obtinguts de la capacitat productora de
biofilm a partir de I'avaluacio in-vitro d’aquestes soques, perque les condicions in-vivo no es
poden reproduir totalment al laboratori amb el métode escollit. Respecte la susceptibilitat dels
bacteris enfront als antibiotics, aquestes dades si es poden extrapolar, ja que el protocol seguit

no presentava un biaix tant elevat com en I'anterior determinacio.
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Aixi doncs, es pot concloure que gracies a l'avaluacié de 30 soques procedents de
dispositius médics, es pot confirmar la hipotesi plantejada préviament, I'ambient del biofilm que
es forma en els dispositius medics propicia el desenvolupament de la resisténcia als antibiotics.

9. AVALUACIO PERSONAL

El meu Treball Final de Grau s’ha realitzat amb els resultats obtinguts de les practiques
curriculars realitzades a I'equip d’investigacio Infeccio i Immunitat de I'Institut d’Investigacié
Sanitaria Pere Virgili. Per mi ha sigut un repte que m’ha permés ampliar el meu coneixement
sobre la biotecnologia, concretament la microbiologia.

El coneixement previ que tenia d’aquest camp era prou pobre, ja que només havia realitzat
les practiques de 'assignatura de Microbiologia de la carrera. Alli vaig poder aprendre el més
essencial del laboratori de microbiologia. No obstant, en les practiques realitzades associades
al TFG, he pogut aprendre a treballar de forma autonoma al laboratori de microbiologia, on he
aprés I'us i la importancia d’autoclavar els materials, fer els medis requerits de I'experiment i
realitzar el protocol acuradament mantenint les condicions d’asépsia en tot moment.

També he pogut adonar-me’n de I'elevada dificultat a I'hora d’obtenir resultats robustos per
defensar la investigacio, ja que si aquests son erronis s’ha de buscar I'error i un motiu, per
repetir 'experiment corregint — lo.

Sobretot, la realitzacié d’aquest treball m’ha permes endur-me una petita experiéncia del
que seria treballar en el mén de la recerca, que mai oblidareé.

Considero que he pogut adquirir una gran quantitat de coneixement de les practiques
realitzades i d’aquest treball, que m’ha permés créixer com a biotecnologa de cara al meu futur

professional.
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11.ANNEXOS

També es van avaluar dos soques procedents de mostres de sang i d’orina. La mostra de
sang es va aillar S. aureus i a la mostra d’orina E. faecalis.

Per una banda la soca S. aureus va ser determinada com a no productora de biofilm
després de l'avaluacié i no presenta multirresistencia, i la soca E. faecalis també va ser

determinada com a no productora i tampoc presenta multirresistencia.
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Taula A1. Resum de les caracteristiques més importants de cada familia d’antibiotics.

Familia Subgrup
Aminoglicosids
Betalactamics Penicil-lina

Cefalosporines

Monobactamics

Carbapenems

Inhibidors de les

betalactamases

Anfenicols

Glucopéptids

Mode d’accio

S’uneix al ribosoma i provoca la

produccié de proteines anomales.

Capacos d’inhibir la sintesi
completa de peptidoglica,
provocant I'activacio dels enzims

autolitics i la mort de la cél-lula.

Unio irreversible a les
betalactamases inhibint la seva
accio de degradaci6 de I'antibiotic,
i bloquejant la resisténcia.
Interferéncia en la sintesi proteica
bacteriana, unint-se al ribosoma
impedint la correcta traduccio.
Inhibicié de la formacioé de la paret

bacteriana.

Microorganismes
susceptibles
Bacils Gram-negatius i

Mycobacterium tuberculosis.

Son efectius contra bacteris Gram-
positius i Gram-negatius .
Enterococs, Listeria

monocytogenes i estafilococs.

Bacteris Gram-negatius anaerobis
i Pseudomonas spp.
Bacteris Gram-positius, bacteris

Gram-negatius i anaerobis.

Bacteris Gram-positius,

Streptomyces venezuelae.

Cocs Gram-positius i alguns bacils

Gram-positius.

Exemples

Amicacina, gentamicina,

tobramicina.

Ampicil-lina, i amoxicil-lina
ticarcil-lina.

Cefazolina, cefepima,
cefotaxima, cefoxitina,
ceftazidima i cefuroxima.

Aztreonam.

Ertapenem, imipenem i
meropenem.
Amoxicil-lina—acid clavulanic,
ampicil-lina—sulbactam i

piperacil-lina—tazobactam.

Cloramfenicol

Teicoplanina i vancomicina.



Lincosamides

Macrolids

Nitroimidazols

Oxazolidinones

Quinolones

Rifamicines

14 atoms, 15

atoms, 16 atoms.

Interferéncia del procés de
traduccié mitjangant la unié a la
unitat gran del ribosoma.

Inhibir la sintesi proteica unint-se al

ribosoma.

Internalitzacié al citoplasma de la
cél-lula per a que la seva hidrolisis
doni lloc a una molécula reduida
que produeix dany al DNA.
Inhibicié de la traduccié unint-se a
les dos subunitats del ribosoma,
provocant un bloqueig total.
Inhibeix l'activitat de la DNA girasa
i la topoisomerasa 5, (duplicacio i

transcripcié del genoma).

Inhibir la RNA polimerasa.

Actiu front a bacteris Gram-positius

i microorganismes anaerobis.

Comparteixen espectre bacteria
amb les penicil-lines. També contra
Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, entre
altres.

Bacteris anaerobis, protozous, H.

pylori, i E. coli i Klebsiella spp.

Ampli espectre bacteria. Sobretot

contra bacteris Gram-positius.

Tres generacions: la primera és
especifica de Gram-negatius, la
segona Gram-positius i Gram-
negatius, i la tercera té un gran
potencial, sobretot per tractar
infeccions urinaries.

Bacteris Gram-positius i gram-

negatius.

Clindamicina i lincomicina.

Azitromicina, claritromicina i

eritromicina.

Benzinidazol, metronidazol i

tinidazol.

Linezolid i Tedizolid.

Acid nalidixic, ciprofloxacina,
levofloxacina, moxifloxacina i

norfloxacina

Rifabutina i rifampicina.
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Sulfonamides

Tetraciclines

Miscelania

Acid fusidic

Daptomicina

Fosfomicina

Mupirocina

Nitrofurantoina

Inhibir la sintesi d’acid folic.

Impedir que el ribosoma es pugui
unir al RNA de transferéncia,
mitjancant la seva uni6 a la
subunitat petita del ribosoma.
S’uneix al factor d’allargament G i
inhibeix la sintesi proteica.
Formar canals a les membranes
dels bacteris Gram-positius,
provocant la sortida d’ions potassi
(K*) i la mort de la cel-lula.
Bloquejar la sintesi dels precursors
del peptidoglica.

Activitat bactericida, bloquejant la
sintesi de proteines.

Inhibicio de la sintesi proteica.

Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp.,
Meningococcus spp...

Bacteris Gram-positius i Gram-

negatius, micobacteris i protozous.

S. aureus, Clostridium spp. i
bacteris anaerobis

Bacteris Gram-positius, S. aureus
resistent a la meticil-lina (MRSA) i

alguns pneumococs.

Bacteris Gram-positius i Gram-
negatius.

Streptococcus spp. i
Staphylococcus spp.

Bacteris Gram-positius i Gram-

negatius.

Cotrimoxazol (combinacié de
trimetoprim i sulfametoxazol) i
sulfadiazina.

Doxiciclina, tigeciclina i
tetraciclina.

Acid fusidic.

Daptomicina.

Fosfomicina.

Mupirocina.

Nitrofurantoina.
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