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Anti... biotics? Qui lluita contra qui?

“L'investigador pateix desil-lusions, els llargs mesos passats en una direccié equivocada, els
fracassos. Pero els fracassos s6n també Utils, perqué, ben analitzats, poden conduir a I'éxit. | per
l'investigador no existeix alegria comparable a la d’un descobriment, per petit que sigui...”

Alexander Fleming
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1.INTRODUCCIO

Sabem realment el que comporten els microorganismes a les nostres vides? Som conscients que no
sempre els microorganismes son patogens? En general s’acostuma a relacionar microbi amb malaltia

sense tenir en compte que alguns d’aquests ens poden ajudar i d’altres son necessaris per viure.

Els propis microorganismes poden generar substancies

guimigues que inhibeixin els efectes daltres bacteris
U " B patdgens. | aquest, entre d’'altres és el tema que ens ocupa
en aquest treball de recerca.

Universitat Autbnoma

El treball ha estat realitzat, en gran part, al Departament de
de Barcelona

Microbiologia i Genética, a la Unitat de Biologia de la
Facultat de Biociéncies de la Universitat Autonoma de
Barcelona, amb I'ajuda de professors i técnics especialitzats en la matéria. El conjunt forma part del
projecte ARGO organitzat per la universitat per a ajudar als alumnes en la realitzacié de les tasques

del treball de recerca de batxillerat.

1.1 Motivacions

El meu treball de recerca havia de ser, en totes les seves vessants relacionat amb el mén de la
farmacologia i/o la salut publica, ja que és per on vull encaminar els meus estudis posteriors.
Aprofitant I'avinentesa vam buscar, ja que l'institut en té referéncies, si al programa ARGO, que esta
molt relacionat amb la ciéncia i la investigacié hi havia quelcom similar i, efectivament el tema de
NOUS ANTIBIOTICS de l'apartat de microbiologia em va interessar molt. Es una sort i un privilegi
poder gaudir d'una estada a la Universitat tutoritzada, i poder treballar amb material adient amb gent
habituada a moure’s en aquest ambit.

Per aix0 el meu treball tracta sobre el mén dels antibiotics i les resisténcies que els bacteris en

provoquen.

1.2 Obijectius: pregunta inicial

La pregunta principal d’aquest treball de recerca és la segiient:

Perqué ens fem resistents als antibiotics?

Per a respondre-la hem hagut de fer certes recerques a nivell social i d’altres a nivell tedric per mitja
de llibres, articles i material que hem pogut trobar. | despres de plantejar aquesta pregunta en sorgeix

una altra:

Es possible trobar-ne de nous? Amb quins métodes?
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Pel que fa aquesta pregunta ja sabiem la resposta tot i que durant la realitzacié6 hem anat trobant

meétodes per a poder dur-ho a terme i la dificultat que aixd pot comportar.

Un cop plantejades aquestes preguntes calia fer una recerca i marcar uns objectius de treball. El

primer era respondre les qiestions i per a poder-ho fer s’havien de marcar altres objectius.

Haviem de buscar microorganismes productors d’antibidtics i veure si aquests tenien efecte sobre

qualsevol bacteri. Per tant la recerca queda estructurada de la seguient manera:

« Respondre a les preguntes plantejades anteriorment, acceptar, refutar, demostrar i/o
complementar les hipotesis.

e Aillar microorganismes productors d’antibiotics del sol.

« Realitzar un antibiograma per a observar sobre quins microorganismes fa efecte I'antibiotic.

« Utilitzar la metodologia i eines cientifiques per a arribar a les conclusions.

< Profunditzar, a peu de carrer, per quin motiu es produeixen tantes resisténcies.

Partint d’aquesta base, vam formular les hipotesis que podrien respondre les preguntes.

1.3 Formulacié d’hipotesis

Abans de realitzar cap experiment i comencar a treballar hem de tenir en compte que és el que estem
buscant i a on volem arribar. Per aquest motiu, hem de pensar una possible resposta per a la nostra
pregunta, és a dir, una hipotesis i a partir d'aqui, i un cop realitzada la recerca acceptar-les o refutar-

les.

El treball s’ha realitzat emprant la metodologia cientifica. Per tant, el que hem fet és que a partir de les
preguntes, que anomenarem problemes, intentarem reproduir alldo que volem observar tenint en
compte totes les variable i recordant que son hipotesis i no afirmacions i que per tant, poden ser

certes o falses.

PROBLEMA: Perqué ens fem tant resistents als antibi ~ otics? | és possible trobar-ne de

nous?

HIPOTESI 1: Potser fer un tractament incorrecte en I'Gs d’antibidtics incrementa les resisténcies

que es poden fer.

Sabiem des d'un comencament que aix0 era cert, perd per a poder treballar sobre una base

fonamentada cal tenir clars certs conceptes i ampliar-ne de nous.

HIPOTESI 2: Probablement es poden trobar en el sol nous antibiotics no sintétics.

Aquesta es la principal recerca del projecte ARGO, i tot i saber-ho, no teniem clar qui produia, aquest

antibiotic ni perqué.
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Si acceptavem aquesta hipotesi com a bona en sorgia una altra. Si aquest antibiotic produit realment

tenia efectes per a curar .

HIPOTESI 3: Potser aquests antibiotics nous tindrien efectes curatius amb qualsevol

microorganisme.

En un principi, no creiem que tingués efecte sobre tots els microorganismes ja que aix0 seria molt
improbable perque si fos capag d’inhibir el creiexement d’un individu del seu mateix genere i especie,

es destruiria a ell mateix. Per tant era qliestid d’esbrinar quins es veien afectats per I'antibiotic.

HIPOTESI 4: Potser el fet de seguir de manera correcta el tractament d’antibiotics faria que

aquest problema inicial es resolgués.

Un dels problemes actuals de la medicina és el mal Us dels antibiotics, causat per molts factors de la
societat; el fet que alguns metges els receptin sense ser de primera necessitat, els objectius
economics de les industries farmaceutiques i sobretot i en gran part, per el mal Us dels pacients. Esta
clar que si tots fossim prou responsables no tindriem aquest problema, perd creiem oportl veure fins

a quin punt la gent coneix la repercussié del problema.

Un cop formulades les preguntes amb les respectives hipotesis, ja ens podem endinsar en la recerca,

amb els dissenys d’experiments pertinents i la investigacio bibliografica per a trobar-ne una resposta.

2. METODOLOGIA

La intenci6é d'aquest treball , com ja s’ha dit abans, es treballar utilitzant en tot moment el métode
cientific, i per tant es va dissenyar un experiment que aportés proves per a acceptar o refutar les
hipotesis plantejades aixi com la investigacié prévia d’'una recerca bibliografica que fes referéncia a
tot el que s'anés posant en practica, és a dir, un fonament teoric que permetés seguir les tecniques i

entendre la teoria que es requeria en I'experiment. Aixi doncs, el treball consta de les seglients parts:

e Observacio i plantejament dels problemes. Primer de tot vam observar la informacié
que teniem i totes aquelles dades i resultats que el projecte ARGO ens havia
proporcionat durant els quinze dies de recerca a la UAB. A partir del que haviem
treballat i, buscant un fil cohesionant entre les experimentacions i un treball de recerca
de batxillerat, vam triar el tema i tot seguit es van plantejar els problemes i les seves

possibles hipotesis, sempre seguint el métode cientific.

« Recerca bibliografica. Es la part teodrica del treball en la que es recull una seleccié
d’'informacié relativa al tema, la qual fa referéncia a tot alld que intervindra
I'experimentacié. Amb la informacié seleccionada es pretenia entendre els conceptes

basics i fonamentals sobre microorganismes per tal que poguéssim realitzar les tasques
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a la universitat i un cop ja endinsats en el plantejaments del treball, es buscava una

amplia relacié amb els antibiotics:

e Com es poden obtenir.

e L'Gs que se'n fa.

e Com actua un antibiotic.

e Com es formen les resisténcies.

Part experimental. Es la part practica del treball. Seguint tots els passos correctament
s’hauria d’arribar a la solucid i a la resposta del nostre problema. Per a realitzar aquest treball

hem emprat metodologies diferents en funcié del que voliem respondre, aixi doncs:

Per a respondre les hipotesis 1 4:

* Informaci6 teorica.

e Realitzacio d'una enquesta.
a

« Obtenci6 i extracci6 de resultats.

4

* Valoraci6 i conclusions.

| per a respondre les hipotesis 2 i 3:

« Experiments relacionats amb la investigacio principal.

« Disseny de I'experiment.

a

e Breu introducci6 als coneixement que es farien servir.
4

» Obtenci6 de diferents mostres de sol.
a

« Preparaci6 de medis de cultiu.
4

« Realitzaci6 d’un banc de dilucions i recompte de microorganismes.
a

« Aillament de bacteris.
a

e Observacié i tincié de microorganismes.
a

e Observacié al microscopii a la lupa.
a



Anti... biotics? Qui lluita contra qui?

* Realitzaci6 de I'antibiograma.

4

e Observaci6 dels resultats obtinguts.
a

« Realitzaci6 de les conclusions.
3.  BASE TEORICA

3.1 Microbiologia

La microbiologia és I'estudi dels microorganismes, un grup ampli i divers d’organismes microscopics
que existeixen com a cél-lules aillades o associades. També inclou I'estudi dels virus, que so6n

microscopics pero no cel-lulars, és a dir, que no es consideren éssers vius.

Els organismes es divideixen en procariotes (eubacteris i arqueo bacteris) i en eucariotes (protists,
fongs, plantes, animals). Son capacos de realitzar els seus processos vitals de creixement, generacio
d’energia i reproduccio, independentment d’altres cel-lules siguin de la mateixa classe o d'una altra

diferent.

La ciéncia de la microbiologia

- Com a ciéncia biologica basica, la microbiologia proporciona algunes de les eines per a la
investigacié més oportunes per a estudiar la naturalesa dels processos vitals. Aix0 es deu a
que part de les ceél-lules microbianes comparteixen propietats bioquimiques amb les cél-lules
d’organismes pluricel-lulars, i el fet que puguin obtenir una elevada densitat en el cultiu al
laboratori, fa que siguin un model de coneixement de les funcions cel-lulars d’organismes
superiors.

- Com a ciéncia biologica aplicada, la microbiologia tracta de molts problemes practics
importants de la medicina, la agricultura i la industria. Moltes de les malalties més importants
de la espécie humana, els animals i les plantes, son produides per microorganismes. A més,
molts processos industrials i biotecnoldgics a gran escala, com la produccié d’antibiotics, es

basa en la utilitzacié de microorganismes.

Microorganismes com a cel-lules

La cél-lula és la unitat de vida fonamental. Una cél-lula és una entitat aillada d’altres cél-lules per una

membrana cel-lular que conté al seu interior diversos compostos y estructures subcel-lulars.

La membrana cel-lular es la barrera que separa linterior de la cél-lula amb I'exterior, a dins de la
membrana cel-lular es troben les diverses estructures i components que fan possible que la cél-lula
funcioni. Son estructures clau, el nucli o nucleotid on s’emmagatzema la informacié genetica (DNA),
necessari per a fer noves cel-lules i el citoplasma, on es troba la maquinaria per al creixement i altres

funcions cel-lulars.
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Totes les cel-lules estan formades per quatre tipus de components quimics; proteines, acids nucleics,
lipids, polisacarids. Cada tipus de cél-lula té una estructura i una mida definida. Una cel-lula és una

unitat dinamica, que realitza constants canvis reemplacant els seus components.

Els microorganismes i els seus ambients naturals

A la natura, les cel-lules viuen associades a altres en conjunts anomenats poblacions. El lloc on viu
una poblacié microbiana en un determinat ambient s’anomena habitat. Els microorganismes poden
trobar-se tant en ambients familiars com en indrets poc comuns, com aquells tant extrems que

es consideren inadequats per a formes de vida super  iors.

Les poblacions microbianes rara vegada viuen soles a la natura , normalment es relacionen amb

altres formes anomenades comunitats microbianes.  Sovint formen biofilms.

L’ impacte dels microorganismes sobre I'espécie humana

El control de les malalties infeccioses s’ha aconseguit per un coneixement integrat dels processos
infecciosos, per la millora de les practiques sanitaries i per el descobriment i Us dels agents

antimicrobians.

Tot i que vivim en un moén on molts microorganismes patdogens estan controlats, aquests poden ser

encara un risc important per a la supervivencia.

Per tant, els microorganismes encara constitueixen series amenaces per a la existéncia humana. No
obstant, cal destacar que la major part dels microorganismes no son perjudicials per a I'home. De fet,

la gran majoria son en realitat beneficiosos i porten a terme processos d’enorme valor per a la

societat.
1900 2000
Gripe y Enfermedades 281
neurmnonia g I coronarias D
Tuberculosis E | Cancer /:205
Gastroenteritis | Em{bohage;ebral ==
nfermedades
b I oulmonares 1
g Accidentes R |
Embolia cerebral | 1 Gripe y 3
Enfermedades P E | neumonia -
renales Diabetes [E=g
Accidentes . |
SIDA =]
Céncer EEEE Suicidio EE|
Enfermedades
inkantilas B Cirrosis hepatica |_]
Difteria ] Homicidio |
0 100 200 0 100 200
Muertes por cada 100 000 habitantes Muertes por cada 100 000 habitantes

FIGURA 1: Al quadre es mostren les 10 causes de mort més importants de I'any 1900 i del 2000. En

vermell es representen les malalties microbianes i les que no ho sén es mostren de color verd.
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Creixement de poblacions bacterianes

El creixement es defineix com un augment del nombre de cél-lules microbianes d’'una poblacié. La
velocitat de creixement és el canvi en el nombre de cél-lules o en la massa cel-lular experimentat per
unitat de temps. Durant el cicle de divisié cel-lular, tots els components estructurals de la ceél-lula es
dupliquen. L' interval per a la formacié de dues ceél-lules a partir d'una es suposa una generacio i el

temps que aix0 triga a ocorrer temps de generacio.

Molts bacteris tenen temps de generacié compresos entre 1-3 hores, pero unes quantes creixen molt

rapidament i es divideixen en tan sols 10 minuts.

Corba de creixement

La corba de creixement dels bacteris pot dividir-se en diferents fases anomenades; fase de laténcia,

fase exponencial, fase estacionaria i fase de mort.

- Fase de laténcia : Quan s'inocula una poblacié en un medi fresc, per norma general el
creixement no comenca immediatament, sin6 que triga un periode de temps que constitueix la
fase de latencia.

- Fase exponencial : En general, les cél-lules en creixement exponencial estan en l'estat
fisiologic més sa i per aix0,s0n les més recomanades per als estudis enzimatics i estructurals.

- Fase estacionaria : El que generalment succeeix és que un nutrient essencial del medi de
cultiu s'utilitza i passa a ser factor limitant del creixement o bé s’acumulen en el medi alguns
productes de desfet fins a nivells inhibidors que fan que el creixement exponencial decaigui.
En aquesta fase no hi ha ni augment ni descens net del nombre de cel-lules

- Fase de mort: Si la incubacié continua després de que la poblacio hagi assolit la fase
estacionaria, les cél-lules poden continuar vives i metabolicament actives, perd també poden

morir. Si aix0 succeeix, es diu que la poblacio esta en fase de mort.

3.2 Antibiotics

El terme antibiosi, vol dir, literalment, “anar en contra de la vida”, i fa referéncia a interaccions
d'antagonisme entre microorganismes. Els antibidtics son els responsables de l'antibiosi i tenen la
funcié de dificultar o impedir la proliferacié d’altres microorganismes perjudicials o competidors per a

ells.

Un antibiotic es defineix com una substancia quimica produida per un microorganisme que es capag

de matar (bactericides) o inhibir el desenvolupament d’altres microorganismes (bacteriostatics).
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Les penicilines eviten la formacio d'enllagos entre mol-lecules
a la membrana cel-lular.

Les sulfamides substitueixen I'acid perminobenzoici
eviten que els enzims produeixin 'essencial acid folic

Enzims | 4
APAB + X ——= Acid folic

. Les tetraciclines bloguejen I'alliberacio d'aminoacids
per a la fabricacié d'aminoacids.

Aminoacids

_ Els macrolids eviten que els aminoacids s'uneixin per
a formar proteines.

Els aminoglucosids provoquen la formacié de
protines anomales.

Proteines

e | g quinolones malmeten I'ADN
impedeixen que els bacteris es reprodueixin.

FIGURA 2: El dibuix mostra com actuen els antibiotics dins d’'una cél-lula.

Els microorganismes productors d’antibiotics es troben normalment al sol. Entre els bacteris que
produeixen antibidtics els més comuns soén els géneres Bacillus i Streptomyces . Entre els fongs, els

més comuns sén els géneres Penicillium i Aspergillus.

El descobridor dels antibiotics va ser Alexander Fleming I'any 1928 mentre cultivava un bacteri i se li

va contaminar la placa, provocant que el fong produis un antibiotic per defensar-se; la penicil-lina.

El descobriment de nous antibidtics ha constituit la dedicaci6 essencial de gran nombre de
microbidlegs de la industria farmacéutica. La gran majoria de descobriments es concentren en el
génere Streptomyces que es troba predominant en el sol. Els antibiotics naturals es fabriquen a partir

d’'organismes que es produeixen a la natura.
Per a poder ser utilitzats com a medicaments cal que els antibiotics compleixin tres requisits:

- Especificitat: actuar contra el bacteri causant de la infeccié que volem tractar.
- Elevada activitat: ser efectius a concentracions baixes.

- Baixa toxicitat: ser poc toxiques o innocues per a les nostres ceél-lules.

El nostre treball es centra en la importancia del descobriment de nous antibiotics, la necessitat de fer-

ne un Us responsable, i investigar les técniques per a trobar-ne.

3.3 Resisténcia als antibiotics

Les conseqiiéncies de I'adaptacié microbiana als antibiotics constitueix un problema important per a

la humanitat.
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Els metges es veuen moltes vegades forgats a receptar medicaments que curin el més rapid possible,
ja que la gent no es sol poder permetre estar de baixa massa temps, ja sigui per motius de comoditat

0 bé economics. Tanmateix els antibiotics es fan servir per a curar infeccions dels animals de consum.

Molécula
. . . e L'estructura de les parets del
Les cél-lules produeixen . del farmac. : ;
5 H bacteri canvia per a que les
mé molécules de les & :
drogues no puguin entrar.
afectades per als i

farmacs, com I'APAB.

Els bacteris fabriquen enzims
que destrueixin el farmac.

Els bacteris produeixen
muolécules que desallotgen
als farmacs de la cél-lula.

FIGURA 3: El dibuix posa de manifest de quina manera es creen resistencies.

La dificultat de trobar nous farmacs deriva del fet que els bacteris es reprodueixen amb gran velocitat,
hi ha una possibilitat real que entre els milions de bacteris que es formen en el mén, un d’aquests pot
mutar geneticament. Si aquesta modificacio afecta a una de les dianes molecular dels antibiotics, pot
ser que les cel-lules es tornin resistents i tots els bacteris que resultin de la reproduccié d'aguest

també ho siguin.

La resisténcia adquirida consisteix en I'aparicié de soques resistents a un o més antibiotics
en una espeécie que fins aleshores era sensible ala  seva acci6. Aquest tipus de resistencia és
un problema sanitari cada cop més important. A més, els gens alterats responsables de la

resisténcia dels farmacs es poden transferir d'un b acteri a un altre.

3.4 Empreses farmacéutigues i sensibilitzacid

Un dels problemes que podem observar derivat de les resisténcies és que

, N AR ﬁEt
costa molt trobar nous antibiotics. L’ investigacid té uns costos molt PUEDEN DES

1 Y . Ant-biotu:o
elevats i per posar al mercat un farmac calen moltes probes, anys i Im

processos legals per a posar-los a la venta sense risc cap a la poblacié.

Témalos sdlo cuando y como

Per aquest motiu, des del govern espanyol s’intenten fer campanyes de | e ios recete tu médico.

sensibilitzaci6 amb el lema; “PUEDEN DEJAR DE CURAR”, per via s S i
escrita, radiofonica, televisiva i cinematografica. FIGURA 4: Campanya de
I'estat.
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3.5 Sequretat al laboratori

Treballar al laboratori té un risc i per aixo s’ha de vigilar.
S’han de tenir en compte la necessitat de tenir determinats elements:

- Extintors, manegues, dutxa d'emergéncia, rentaulls, detector de fum, alarma, mantes

antiincendis, sortides d’emergéncia.

Es molt important treballar en les condicions adequades; Treballar amb ordre i netedat, no tenir
objectes personals al voltant de les mostres, procurar no tenir a la vora productes que puguin vessar i

no tenir un excés de material a la zona de maniobra.
En un laboratori no es pot menjar, no es pot fumar i no es pot correr.
Per a la manipulacié de productes quimics cal saber sempre uns parametres:

- Lafitxa de seguretat, I'etiqueta del producte.

Les solucions preparades als laboratoris han de tenir sempre un etiquetat de seguretat redactada per
la persona que I'ha preparat. Es aconsellable no acumular reactius, consultar la seguretat del
producte, no pipetejar amb la boca, evitar el contacte amb els aerosols, esterilitzar tot el material

emprat abans i després, classificar els productes en quatre grups de risc.

Per a evitar riscos s’ha de seguir un pla de manteniment adequat, consultar les instruccions, avisar de
les anomalies detectades al personal de seguretat, separar els residus de forma correcta i fer servir

material de proteccioé personal (EPI).
Pel que fa la normativa de treball i bioseguretat microbioldgica cal tenir en compte els segiients punts:

« Es obligatori I'Gs de bata i portar els cabells recollits.

* No esta permeés beure, menjar o fumar.

* No es pot abandonar una practica a mitges, ni entrar o sortir del laboratori durant la realitzacio
d'aquesta.

* No es poden utilitzar les pipetes amb la boca.

« Sutilitzaran sistemes volumeétrics automatics quan el producte quimic sigui perillgs.

e S'utilitzara el material de proteccié adient, corresponent amb el grau de perillositat de la
practica.

« Es descontaminara amb autoclau el material reutilitzable que hagi estat en contacte amb
microorganismes.

e Se separaran ordenadament els residus en contenidors adequats segons el tipus de residu.

« Es obligatori netejar-se les mans amb sab6 desinfectant en sortir del laboratori.

« S’han de desinfectar amb etanol les superficies on s’ha treballat.
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4. PART EXPERIMENTAL

4.1 Material emprat

FIGURA 7: Cobreobjectes FIGURA 8: Tubs d’'assaig igradeta

FIGURA 9: Medis de cultiu en pols FIGURA 10: Estuf a
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FIGURA 11: Bec Bunsen FIGURA 12: Autoclau

FIGURA 13: Vas de precipitats i agitador FIGURA 14: Micropipeta

FIGURA 15: Sonicador FIGURA 16: Nansa de Di gralsky
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FIGURA 17: Cabina de fluxe laminar FIGURA 18: Pinces

FIGURA 19: Vortex FIGURA 20: Pipeta Pasteur

FIGURA 21: Erlenmeyer FIGURA 22: Parafilm
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4.2 Experimentacio

4.2.1 Metodes de recompte

El recompte del nombre de microorganismes d'una mostra pot calcular-se, d’'una banda,
determinant el nombre de microorganismes que creixen en un determinat medi de cultiu
desenvolupant colonies visibles (recompte viable) i d'una altra banda, comptant les cél-lules o
agrupacions de cel-lules que es poden observar en la mostra mitjangant técniques microscopiques
(recompte directe ).

Técnigues de dilucié i calculs

En condicions adients de creixement, els bacteris es multipliquen i donen lloc a poblacions tan
grans que sovint esdevé necessari diluir-les per tal d’obtenir colonies aillades que es puguin
comptar. Per aix0 és necessari barrejar una petita quantitat de mostra amb un volum d’aigua o bé
una dissolucio salina (Ringer)

Una dilucié simple es calcula de la segiient manera:

Volum de mostra
Dilucio =

Volum total (mostra dilunent)

Per exemple, la dilucié de 1 ml de mostra en 9 ml de diluent equival a:

| s’escriu 1:10

1+9 10

L'experiéncia ens demostra que les dilucions s6n més exactes si es fan series de petites dilucions
que fent-ne una de gran. El conjunt d’aquestes dilucions s’anomena dilucié seriada , i la dilucié total
és el producte de cadascuna de les dilucions de la série. Per exemple, si diluim 0.5 ml de mostra en

4.5 ml de diluent, i llavors 0.5 ml d'aquesta primera dilucié en 4.5 ml de diluent, la diluci6 final sera:

X ' = 6 1:100
5 5 100
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Per facilitar els calculs, la dilucié s’escriu utilitzant notacié exponencial. En I'exemple anterior, la

dilucié final 1:100 s'escriura 102 o també -2. Per fer una dilucié seriada, cal procedir com s’indica a

continuacio:

FIGURA 23: Material per a la dilucio.

[

Tenim cada mostra de microorganisme en el seu tub d’assaig corresponent amb Ringer.
Pipetejar en condicions esteérils (al costat del bec Bunsen) la mostra en el tub diluent.
Barregem el contingut.

Agafem 0.5 ml de la diluci6 feta anteriorment i els introduim en un altre tub amb 4.5 ml de
diluent.

Repetim aquest procediment 4 vegades. Cada vegada que agafem el volum amb la pipeta
hem de canviar aquesta, perqué no passin més microorganismes dels desitjats.

A I'lltim tub semblara que no hi tinguem res més que Ringer perd sera on hi haura menys
bacteris i aix0 fara que un cop sembrats podem distingir les colonies més facilment.

De les dilucions seriades se sembren 0.1 ml sobre la placa, distribuint-los amb la nansa de
Digralsky. La sembra ha de ser el maxim de rapid possible per evitar que la mostra quedi

acumulada en un mateix lloc, i aixi poder observar bé les colonies.

FIGURA 25: Extensié amb la nansa de Digralsky. FIGURA 26: Placa de Petri amb una sembra.
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* Les plaques es posen a la temperatura
Optima i, un cop passat el temps
necessari, dos o tres dies, es fa un
recompte del nombre de coldnies,
utilitzant les plagues que tinguin entre 30

i 300 colonies.

FIGURA 27: Recompte del nombre de colonies.

Els resultats s’expressen en unitats formadores de colonies per mil-limetre (cfu/ml) segons la formula

seguent:
nombre de colonies
cfu/ml=
dilucio acumulada x volum sembrat
Mostres a
1 mi determinar

Dilucié ——
1 mi 1mi 1ml 1ml 1ml

Y Y M M

9ml de
medi

1/10 1/100 1/10°  1/10% 1/10° 1,'1%6
(o) @o® (oH (o ([1eH (107

Passar a placa mostres de 1 ml

W

1159 17 2 k. les colonies comptades.
Masses colonies colonies colonies  colonies  colonies
per comptar

159 x 10% = 1,50 x 10°
Recompte Factor Cél-lules (unitats formadores
de placa de . de coldnies) per mil-lilitre de

dilucio mostra original

FIGURA 28: Esquema d'una dilucié amb
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4.2.2 Tinci6é de Gram

Quan s’observa un microorganisme al microscopi es veu sense color i és dificil apreciar la seva
morfologia, tamany i a vegades agrupacié. Per aix0 cal utilitzar tincions que posin de manifest les
caracteristiques dels microorganismes i, en casos adients, facin visibles determinades estructures.
La tincié simple més corrent és la tinci6 amb blau de metile, amb la qual es pot determinar
rapidament la forma, el tamany i I'agrupacio dels bacteris més comuns.

La tinci6 diferencial més utilitzada és la tincid de Gram. Es una tincié diferencial perqué els
bacteris poden representar dues coloracions (blava o vermella) depenent de la diferent composicié
i estructura de la seva paret. A més a més, existeixen diferéncies fisioldgiques entre els bacteris
segons la tinci6 de Gram que presentin. Els bacteris Grampositius sén més resistents a I'accio
d’enzims que els Gramnegatius.

Les técniques de tincid més habituals s’'apliquen a frotis de mostres previament fixades a la flama.
El frotis es prepara estenent la suspensié de bacteris per la superficie del portaobjectes de forma
gue al fixar-la per escalfament a la flama acabi formant una pel-licula fina i homogeénia.

Per a preparar la tincié de Gram cal seguir els segiients passos:

e Fem un frotis i el fixem amb la flama. Un frotis és I'extensié que es realitza sobre un
portaobjectes d’'una mostra o cultiu amb I'objectiu de separar al maxim possible els
microorganisme, ja que si apareixen agrupats en la preparacié és molt dificil obtenir una
imatge clara i nitida. Aquest frotis ha de ser fixat posteriorment al vidre del portaobjectes per
poder aplicar els métodes de tincid6 que permeten l'observacié al microscopi dels bacteris
sense que la mostra sigui arrossegada en els successius rentats. La fixacié d’'una extensio
bacteriana fa que els bacteris quedin inactivats i adherits al vidre alterant el minim possible la
morfologia bacteriana i les possibles agrupacions de cél-lules que hi pogués haver. Per a

preparar el frotis cal seguir els segiients passos

1. Es col-loca una petita gota d'aigua al centre
del portaobjectes nou, ja que quan es treballa
amb microorganismes la majoria del material
que s'utilitza es fica a I'autoclau per matar els
microorganismes i es llenca. Es necessaria
molt poca quantitat d’aigua, per la qual cosa
es pot usar un comptagotes per tal de facilitar

la tasca i que no caigui més aigua de la

desitjada. Aquesta aigua sera sempre aigua
destil-lada. FIGURA 29: Frotis a la flama.
2. Flamejar la nansa de Kolle al Bec Bunsen, prendre, en condicions aséptiques, una

petita quantitat de cultiu bacteria en medi solid i transferir a la gota d’aigua. Remoure



Anti... biotics? Qui lluita contra qui?

la barreja amb la nansa de Kolle fins a formar una suspensié homogénia que quedi
bastant estesa per facilitar el seu assecatge.

3. Per accelerar I'evaporacio del liquid acostavem al portaobjectes agafat amb unes
pinces a la flama del Bec Bunsen. S’ha de tenir molt de compte per evitar que si

s’escalfa molt les cél-lules es deformin o es trenquin.

Un cop hem escalfat el portaobjectes i els microorganismes ja estan ben fixats podem procedir a fer la
tincio:

Tinci6 de Gram: Es tenyeix el frotis introduint el

portaobjectes al recipient a dins de la solucié de cristall
violeta durant 1 minut. Es renta bé el portaobjectes amb
aigua destil-lada i es deixa escorrer. Es torna a ficar en
colorant, ara en el lugol, durant un minut més. Es treu i es
torna a rentar amb aigua destil-lada i es descoloreix amb

etanol. Un cop net, es submergeix en la solucié de safranina

alcoholica durant 2 minuts. Es treu la preparacio, es renta i
es deixa assecar. FIGURA 30: Mostres al portaobjectes

Una vegada tenyida la mostra ja podem observar-la al microscopi.

FIGURA 31: Tints. FIGURA 32: Tinci6 del frotis, en el moment de

banyar la mostra amb etanol.

FIGURA 34: Observacio dels

FIGURA 33: Tincio del frotis.

microorganismes tenyits al microscopi.
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4.2.3  Preparacié de medis de cultiu

Els medis de cultius han de satisfer tots els requeriments nutritius dels microorganismes que es
volen estudiar. EI medi ha de tenir fonts de carboni (C), nitrogen (N), sofre (S) i fosfor (P) i, en
menor mesura, altres elements com el ferro (Fe), magnesi (Mg), cobalt (Co), manganés (Mn), etc.
Aixi com una font d’energia i una font de poder reductor. En medis quimicament definits, la
composicié es coneix exactament i el medi es prepara utilitzant quantitats conegudes de cada un
dels constituents. En medis indefinits o complexes, s'utilitzen components com extret de llevat,
triptona o peptona que, tot i que tenen una composicié heterogénia i indeterminada, contenen tots
els elements que el bacteri necessita per desenvolupar-se. EI medi de cultiu pot ser liquid (en
aquest cas es parla de brou) o bé solidificat amb agar (aleshores es parla de medi solid o d’agar

nutritiu, agar citrat, agar sang, etc.)

Tipus de medis de cultiu

Els medis de cultiu emprats per a cultivar microorganismes es poden dividir en quatre grups:

e Medis de desenvolupament

Normalment contenen totes les substancies nutritives necessaries per a la correcta multiplicacié de
microorganismes. So6n emprats per a recomptes i pel manteniment dels microorganismes. En son

exemples I'agar i el brou nutritius, I'aigua peptonada, I'agar i el brou Sabouraud, etc.

* Medis selectius

Normalment s'utilitzen per a aillar alguns tipus especials de bacteris. Contenen substancies que
afavoreixen el desenvolupament del microorganisme que es vol aillar i d’altres que inhibeixen el

creixement d’altres tipus de microorganismes.

* Medis diferencials

S'utilitzen per a determinar les propietats fisiologiques i bioquimiques dels bacteris.

e Medis d’enriquiment

Son medis que afavoreixen el creixement d’una espéecie o grup bacteria, perod no la d’altre especies. A
diferencia dels medis selectius no contenen cap component inhibidor del creixement dels

microorganismes no desitjats.

Meétodes de preparacid dels medis de cultiu

Consideracions generals

Actualment, la preparacié de medis de cultiu és molt rapida i senzilla. La majoria de férmules que
defineixen un medi de cultiu sén subministrades comercialment per diferents empreses en forma

deshidratada. La preparacio només consisteix en dissoldre la quantitat adequada en el volum d’'aigua
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destil-lada que s’indica. En el cas del medis solids, I'agar pot ja estar inclos en el medi deshidratat, o
bé cal afegir-lo. Una vegada preparat, si el medi conté agar cal portar-lo a ebullicié fins aconseguir
una bona dissolucid.

En els casos en qué els medis no se subministren comercialment, cal pesar-ne cada un dels
components i procedir com en el cas anterior. Si el medi porta algun sucre, normalment aquest s’hi
afegeix estérilment després d’haver preparat i esterilitzat tots els components del medi a excepcio del
sucre en qgulestio que, es prepara dissolent el pes adequat en el volum necessari d'aigua destil-lada i

s’esterilitza per filtracio.

Preparacié de medis solids

El primer agent solidificant emprat en la preparacié de medis solids va ser la gelatina, perd aquest
compost presenta molts desavantatges ja que pot ser utilitzat o bé liquat pels microorganismes. A
més a més, la temperatura de fusio és d’uns 28°C.

Posteriorment s’empra I'agar. Per a liquar I'agar cal una temperatura superior a 95° C, la qual cosa
permet cultivar els microorganismes des de temperatures baixes fins a 95° C. A més a més, una
vegada liquat es pot mantenir en aquest estat fins a 40° C, cosa que fa possible la preparacio de
medis de cultiu a temperatura ambient aixi com I'afegiment de microorganismes en l'agar fos i
procedir posteriorment a la sembra en placa. L'agar forma un gel consistent i transparent, i en quan a
concentracié es d’entre 10 i 20 g/l. D’altra banda, és utilitzat per molts pocs microorganismes, ja que
esta constituit per mescles complexes de polisacarids lineals i ramificats. Actualment, és el medi
solidificant més emprat en la preparacié de medis de cultiu per a microorganismes. La quantitat

d'agar que s’afegeix a un medi per a solidificar-lo depén de:

e Eltipus d’'agar.
e Laduresa que es vulgui aconseguir.

e Latemperatura d'incubaci6 i/o d’'ambient en qué s’hagin de manipular els tubs o les plaques.

La quantitat habitual per a preparar medis solids oscil-la entre 12 i 18 g/l. L'agar s'incorpora al medi,
es bull 1 o 2 minuts i posteriorment s’esterilitza i s’aboca en plaques o en tubs la quantitat desitjada.
L'anomenat “agar tou” (utilitzat en la sembra en profunditat, també anomenada “doble capa”) conté
entre 51 7 g/l d'agar. L'agar s’incorpora al medi, es prepara igual que abans i després d’esterilitzar-lo
es distribueix en tubs petits. A I'hora de fer la sembra, es liqua préviament el medi i es manté a una
temperatura constant de 45° C. A continuacio es procedeix a sembrar els microorganismes. De
vegades, en la preparacio d’alguns medis de cultiu es prepara el que s’anomena “agar base”, que
consisteix en una dissolucio d'agar en aigua sense cap altre component. La concentracio d'agar pot

ser la final o bé més alta.



Anti... biotics? Qui lluita contra qui?

pH dels medis de cultiu

Per a un creixement optim dels microorganismes, els medis de cultiu han de tenir el pH adient al
tipus de microorganisme que es vol fer créixer. La majoria de microorganismes es desenvolupen bé
amb pH neutre (entre 7 i 7.2). Si els components del medi donen lloc a un valor diferent del pH, cal
ajustar-lo amb HCI 0.1 M o NaOH 0.1 M. EIl pH oOptim per a altres microorganismes, com ara els

llevats, és acid al voltant de 5.5.

Durant la preparacié de qualsevol medi de cultiu, cal tenir em compte que en procés d’esterilitzacio
amb l'autoclau el pH pot disminuir 0.2 unitats, la qual cosa fa que en la preparacié de la majoria de

medis de cultiu s’ajusti el pH a 7.4 abans de procedir a I'esterilitzacio.

Preparacié dels medis de cultiu

Realitzarem tres medis; El primer, el medi d'aillament, el segon el medi de creixement i finalment el
medi d’'assaig. Els preparem al laboratori de practiques, a la sala de preparacié de medis de cultiu,

perqué és alla on hi ha tots els ingredients, I'autoclau, la cabina de flux laminar, etc.

+  MEDI D’AILLAMENT

Caseina 0449
Mid6 (C ¢H1Os) 10g
Nitrat de potassi (KNO 3) 05¢g

Monohidrogenfosfat de potassi (K ,HPO,) | 0.2 g

Fosfat de magnesi (Mg 3(PO,)») 9.1¢g
Carbonat de calci (CaCO 3) 01lg
Agar 15¢9

També necessitem aigua destil-lada per omplir tota la resta fins a arribar a obtenir 1 litre. L'aigua
I'obtenim de l'aixeta especial que hi ha a la universitat, on tot el circuit és destil-lat. Omplim una

proveta d’1L d’aquesta aigua que després abocarem a I'Erlenmeyer.

A continuacié posem tota la resta d’ingredients i ho mesclem. Un cop mesclat tapem amb paper
d’alumini totes les sortides de I'Erlenmeyer i l'introduim a I'autoclau per tal d’esterilitzar el medi durant

una hora i mitja.
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FIGURA 36: Medis preparats per introduir

a l'autoclau.
« MEDI DE TRANSFERENCIA (CREIXEMENT)

Per a prepara aquest medi, seguim els mateixos passos que per fer el medi anterior. Amb la balanca
pesem cada un dels components.

COMPONENT QUANTITAT

Glucosa (C gH1,06) 10¢g
Extracte de llevat 19
Nitrat de potassi (KNO 3) 1g

Monohidrogenfosfat de potassi (K ,HPO,;) | 0.1g

Agar 159

Igual que en el medi d’abans omplim la proveta amb un litre d’aigua destil-lada i després I'aboquem a
I'Erlenmeyer amb la resta d'ingredients. Barregem tota la mescla i ho introduim a l'autoclau durant
una hora i trenta minuts.

FIGURA 37: Vas de precipitats i agitador. FIGURA 38: Solucions emprades.
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* MEDI D’'ASSAIG

COMPONENTS QUANTITAT

Peptona 109
Glucosa (C gH1,0¢) lg
Agar 159

Un cop hem esterilitzat els medis a l'autoclau, els treiem, i sense deixar que es refredi comencem a

plaguejar, que vol dir col-locar els medis a les plaques de Petri esterilitzades.

Per comengar, introduim I'Erlenmeyer a dins de la cabina de fluxe laminar encesa per tal d'esterilitzar
el material que
utilitzarem (plaques i
guants). Hem de
treballar en tot moment
amb el material estéril, i
en el cas de treure les
mans fora de la cabina,
haurem de col-locar-

FIGURA 39: Cabina de fluxe laminar. FIGURA 40: Introduint el medi a la placa
de Petri.

nos uns de nous, sempre a l'interior de la cabina. A continuacié destaparem I'Erlenmeyer i comencem
a plaquejar. Finalment deixem refredar les plaques a dins de la cabina fins que tinguin una textura

gelatinosa.

FIGURA 41: Plaguejant a dins la cabina de fluxe laminar. FIGURA 42: Plagues de Petri amb medi.
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4.2.4 Aillament d’ Streptomyces

Per tal d'aillar els Streptomyces del sol haurem de seguir dos passos:

* Protocol d’aillament

Necessitarem 5 tubs estérils amb 9 ml de Ringer per fer el banc de

dilucions i 1 gram de sol.

Les mostres de sol les deixem uns dies en el forn Pasteur per a
afavorir el creixement d’espores del génere Streptomyces al sol. Per
a fer el banc de dilucions posem un gram de sol en 9ml de Ringer i

ho sonifiquem, per tal de separar les particules de la mostra durant

tres minuts. A partir d’aqui ja es pot fer el banc de dilucions en

mostres 1/10.

| . xf-.‘ /

FIGURA 47: Utilitzant el vortex.

FIGURA 46: Banc de dilucions.
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« Identificacio de colonies d'Streptomyces

Per a iniciar amb la identificacio de les colonies farem un recompte de les plaques d’aillament i les
colonies que més ens cridin I'atencié procedirem a tenyir-les per tal d’identificar si sén Streptomyces.
Els microorganismes d'aquest génere tenen una forma molt
caracteristica i al ser Grampositiu apareixen de color blau. Les
colonies que siguin del génere
desitjat les sembrarem a les
plaques del medi de

transferéncia i les incubarem

entre tres i cinc dies.

FIGURA 48: Sembrant Strepromyces

Un cop fet aquest procés i per tal de comprovar si els Streptomyces FIGURA 49: Detall de la sembra

han produit antibiotic realitzarem un antibiograma.

Part

FIGURA 51: Detall al microscopi d’

Streptomyces.

4.2.5 Antibiograma

Gracies a I'antibiograma podem escollir I'antibiotic més adequat per al tractament d’'una malaltia.
L’antibiotic dependra de la CMI (quantitat minima inhibidora), que es defineix com la menor
concentraci6 d'una gamma de dilucions d'antibiotic que provoca una inhibici6 de qualsevol
creixement bacteria visible.

El procediment a seguir és aquest:
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S’afegeix gota a gota, amb una pipeta estéril, sérum fisioldgic estéril o solucié Ringer, nosaltres

afegirem aquesta Ultima, a un tub que contingui una suspensié del microorganisme problema fins

gue s’obtingui una turbidesa semblant a la del tub control.

Amb la suspensié aconseguida, es mulla completament I'escovill6 i s’elimina I'excés de liquid

fregant a les parets del tub.

Es frega amb I'escovilld la superficie d'una placa de medi nutritiu fins que quedi sembrada

homogéniament.

Es deixa assecar la placa durant deu minuts amb la tapa una mica oberta.

- Es col-loquen amb pinces els discs
adequats d'antibiotic, de forma que
estiguin a la periferia de la placa
equidistants. Es pressiona suaument
de forma que contactin amb la
superficie del medi de cultiu.

- Es deixa la placa 20 minuts a

FIGURA 52: Antibiotics. FIGURA 53: Col-locant els antibiotics.

temperatura ambient per permetre la difusié de I'antibiotic.

S’incuba a 37°C de 18 a 24 hores.

Finalment es procedeix a la lectura que es realitza mesurant el diametre dels halos d'inhibicio i es
procedeix a la interpretacio dels resultats segons la taula adjunta:

FIGURA 54: Presa de resultats de la prova. FIGURA 55: Antibiograma amb els halus.
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ESTANDARD INTERPRETATIU DE DIAMETRE DE ZONES DINHIBICIO | CORRELACIONS
APROXIMADES AMB LA CMI

10 <11 12-13 >14 >32 8
10 20 21-28 >29 »32 0.2
30 <12 13-17 >18 >25 «12.5
15 <13 14-17 >18 >8 2
30 14 15-18 >19 >12 4

30 <13 14-18 >19 »32 12

Per a demostrar si aquest antibiotic té efectes sobre
diferents bacteris es procedeix a sembrar una mostra
d’'Streptomyces al centre de la placa, i estenent els
bacteris de forma perpendicularment travessant la
franja d’antibiotic. Ho deixarem incubar cinc dies per a

obtenir els resultats.

FIGURA 56: S'observa |'efecte sobre E.coli.

4.2.6 __Meétode per la identificacié de microorganisme , APl 10s

El métode API és un sistema d'identificacié rapid per bacteris de
la familia Enterobactericeae i altres bacteris Gram. Basicament,
consta d'uns pouets bioquimics estandarditzats i miniaturitzats i

una base de dades. Aquest sistema presenta molts avantatges ja

qgue és rapid, eficag i facil de realitzar. Cada pouet conté una
proba bioquimica diferent. FIGURA 57: Métode API 10s.
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Per a realitzar I'API cal seguir els segiients passos:

e A partir d'una colonia ben aillada del microorganisme fem una suspensio en 5ml Ringer.

e« Omplim amb la suspensi6 de bacteris els tubs,
no la cupula (cada pouet té un tub i una
clpula, que és la part aerobia) de tots els
pouets

e Omplim la cupula
dels pouets CIT, VP i
GEL amb la

suspensio.

FIGURA 58: Métode API amb la solucié.

e Cobrim amb parafina les cupules del pouets ADH, LDC, ODC, URE
i H,S per a obtenir anaerobiosi. »

e Col-loguem la tira a la seva propia camera humida d’'incubacié, on t':""*
préviament posem aigua per a proporcionar una atmosfera humida. FIGURA 59: Parafina.

+ Incubem a 37°C durant 18-24h

e Un cop feta la incubacié s’anoten els resultats per a la interpretacio de les dades, aquesta es
porta a terme amb la comparacié de colors de cada
pouet amb els de la taula de lectura, i anotant el
resultat com a positiu 0 negatiu

e Del conjunt de reaccions y resultats s'obté un perfil
numeric, i si el resultat es negatiu, no sumarem res, i

en el cas que surti positiu, sumarem el nimero

corresponent al grafic. .

FIGURA 60: Métode API incubat.

FIGURA 61: Presa de resultats.

FIGURA 62: Codi de resultats.
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« Amb aquest codi buscarem a la taula d’identificacié I'espécie de la qual es tracta.

FIGURA 63: Identificacioé del microorganisme.

427 TDS

El TDS és un proba que es realitza per a comprovar si les aigiies tenen contaminacié fecal i per
tant si té presencia de coliforms i E.coli.

El nom complet d’aquest procés s’anomena tecnologia del
substrat definit collilert i consisteix en un substrat anomenat
ONPG (orto-nitroferol galactopitanosid) amb un enzim, la B-
galactopirahosid que allibera ortonitrofenol, que es veuen de
color groc si detecta coliforms i si a més detecta E. Colli els

pous grocs es veuen fluorescents.

FIGURA 64: TDS, un net i un contaminat.

- S'introdueix l'aigua de la mostra en una capsula de pous i tot seguit hi aboquem un producte
guimic en forma de pols, per a produir la reaccid.

- Un cop ben tancada la preparacié,amb una maquina especial per a fer-ho correctament, es deixa
incubar en fred, no més de 18 hores, ja que es podria fer malbé.

- Transcorregut aguest temps s’observa la preparacio i n’extraiem conclusions. Es conten els pous

gue apareixen de color groc i mitjancant una taula de valors es fa un recompte de coliforms.
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- S'introdueix la mostra dins d’'una capsa amb rajos ultraviolats per a comprovar si algun dels pous

es fluorescent i si es aixi, es procedeix a fer el recompte d’E. coli utilitzant, també, la taula de

valors.

FIGURA 65: TDS contaminat amb E.coli. FIGURA 66: Taula de resultats del TDS.

5. ENQUESTA

En aquest treball es volia posar de manifest de quina manera influeixen els comportaments humans

en I's pertinent dels medicaments per a pal-liar malalties infeccioses.

Agquesta enquesta ha estat realitzada amb la finalitat de respondre una de les hipotesis plantejades
per la pregunta principal, ja que intentavem resoldre si prendre bé els antibiotics seria una prevencio

per evitar que es provoquin resisténcies.

Per realitzar-la vam intentar abastir la maxima varietat, d’edat, ambient, classe social, i sexe, per a

obtenir unes dades fiables en la major mesura. Un total de 100 persones van respondre I'enquesta.

Extreure’n les conclusions ha estat relativament senzill ja que les preguntes eren molt pautades i

especificament creades per a respondre les nostres preguntes.

L’enquesta que es va realitzar va ser aquesta:

e Aquesta enquesta ha estat realitzada per a extreure conclusions en un treball de recerca
sobre nous antibiodtics.
Moltes gracies per col-laborar. Irene Galan Orellana

« Sexe

o Home

o Dona
e Franja d’edat:

0 14-20

0 21-45
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0 46-+de 46

Nivell d’estudis

B Basics (ESO/EGB)

# Mitjos ( Batx., CFGM)

H Superiors (CFGS, Universitat)
Pren medicaments de forma habitual?

o NO

o Sl
En cas afirmatiu que SOl prendre? ...
Té per costum automedicar-se?

0 Mai

g Alguna vegada

B Sempre
Ha pres mai antibiotics?

g NO

n si

b=
En cas afirmatiu, trii la opci6:

B Només si me'ls recepta el metge

H Sempre que ho crec oportu

B Altres (especifiqui) .....ccoeviiiiiiiiiiinnennn.
Si ha respost que no, trii la opcio:

o No m’han fet mai falta

o Hi estic en contra

B Al-lergia

B Altres.....cccooiiiiiiiiieeeeee
Per quina malaltia 0 moléstia pren els antibiotics?
Dels seglients medicaments quin creu que és antibiotic:

B Ibuprofe (Espidifen, Dalsy)
Paracetamol ( Gelocatil, Termalgin, Apiretal)
Aspirina ( Couldina, Desenfriol)
Amoxicil-lina ( Clamoxil, Amoxil, Novamox)
Mucolitic (Flumil, Fluimicil)

Almax

oo oooao

Frenadol



B La pindola del dia després.
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« Creu que prendre antibidtics de forma incorrecte pot suposar algun problema?

B No
g Si

« En cas afirmatiu, perque?

5.1 Resultats

Sexe
- Home: 49 %
- Dona: 51 %
Edat
- 14-20: 37 %
- 21-45: 31 %
- 46-+46 32%

Nivell d’estudis:

- Basics: 9%
- Mitjos: 52 %
- Superiors: 39%

Pren medicaments de forma habitual:

- No: 67 %
- Si 33%

En cas afirmatiu, que sol prendre?:

- Antiiflamatori:
- Paracetamol:
- Epilépsia:

- Colesteral:

- Allergia:

- Estémac:

- Diabetis:



- Antibiotic: 7,14 %
- Tensio: 4,76 %
- Dolor: 2,38 %
- Ansietat: 2,38 %
- Antigripal: 2,38 %
- Angina de pit: 2,38 %
- Xarop per ala tos: 2,38 %
- Anticonceptius: 2,38 %
- Sucre: 2,38 %
- Antipirétics: 2,38 %

Té per costum automedicar-se?:

- Mai: 24 %
- Alguna vegada: 69 %
- Sempre: 7%

Ha pres mai antibiotics?:

- No: 6 %
- Si: 94 %

Si ha respost que no trii la opci6:

- No m’han fet mai falta: 85,7 %

- Hiestic en contra: 14,3 %

En cas afirmatiu trii la_opcié:

- Sime'ls recepta el metge: 76 %
- Sempre que ho crec oportu: 13 %
- Altres: 11%

Per quina malaltia 0 moléstia pren els antibiotics?

- Infecci6: 23,85 %
- Grip: 11,93 %
- Angines: 10,09 %
- Queixal: 5,50 %
- Bronquitis: 4,59 %
- Febre: 3,67 %

- Mal de cap: 3,67 %
- Maldegola: 3,67%
- Refredat: 3,67 %

Anti... biotics? Qui lluita contra qui?
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- Dentista: 3,67 %
- Operacions: 3,67 %
- Sinusitis: 3,67 %
- Altres: 18,35 %

Dels seglients medicaments quin creu que és antibiotic?

- lbuprofé: 6,25 %
- Paracetamol: 7,81 %
- Aspirina: 1,56 %
- Amoxicil-lina: 67,98 %
- Mucolitic: 5,47 %
- Almax: 3,13 %
- Frenadol: 3,90 %
- Pindola del dia despreés: 3,90 %

Creu gque prendre antibiotics de forma incorrecte pot suposar algun problema?

En

- No: 7%
- Si 93 %

cas afirmatiu, quin problema suposa?

5.2

- Responen correctament: 33%

- S'acosten a la resposta correcta: 29 %

- Contesten malament: 25 %

- No contesten: 14 %
Justificacié

Podem observar que hi ha més persones que no prenen medicaments (67 %) de les que ho fan
de forma habitual (33 %), i aquests en gran mesura prenen antiinflamatoris i paracetamol.

A la pregunta, té per costum automedicar-se, la gran majoria dels enquestats responen que alguna
vegada ho fan (69 %), mentre un percentatge inferior no ho fan mai (24 %), i molt poques
persones ho fan sempre (7 %).

Practicament tothom ha pres antibiotics alguna vegada a la seva vida (94 %), i els que no ho han
fet es perque no els ha fet mai falta (6 %).

A diferencia dels medicaments convencionals, la gran majoria de respostes sostenen que només
prenen antibiotics si els recepta el metge.

En gran mesura, la majoria de gent respon malalties infeccioses quan se’ls pregunta per a quina

malaltia prenen antibiotics (23,85 %), perd en comput total I'error és molt ampli.
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S'aprecia que molts d’ells dubten a I'hora de marcar quin medicament és un antibiotic, ja que tot i

nomes haver de marcar una casella, varies persones n’han marcat més d'una. Tot i aixi el

percentatge més elevat és encertat i posa de manifest que gran part dels enquestats saben que

I'amoxicil-lina és un antibiotic.

Gairebé el total dels enquestats opinen que prendre malament els antibiotics suposa un problema

(93 %) i malgrat bastants estan en I'encert o s’hi acosten bastant és elevat el percentatge d’'error

(39 %) a I'hora de saber quin és aquest problema.

5.3 Grafics

Sexe

B Home

W Dona

Nivell d'estudis

W Basics
H Mitjos

W Superiors

Edat

m14-20

W21-45

w46 +46

En cas afirmatiu que sol prendre?

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00%

Antipireptics
Sucre
Anticonceptius
Xarop per a latos
Anginade pit

= Antgripal

W Ansietat

W Dolor

m Tensido

m Antbiotic

W Diabetes

M Protector d'estomac

W Alergia

H Colesterol

W tpilepsia

M Paracetamol

m Ant'flamatori

Pren medicaments de
forma habitual?

HNo
W si

Té per costum
automedicar-se?

W Mai
W Algunavegada

mSempre
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Has pres mai antibiotics?

B No
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En cas afirmatiu d'haver pres antibiotics

W Sime'lsrecepta el metge
m Sempre que ho crec oportl

 Altres

Per quina malaltia o molestia pren els
antibiotics?

H Infecci¢

W Grip
HAngines

m Queixal

W Bronquitis
M Febre

m Malde cap
mMalde gola
™ Refredat

m Abans del dentista

m Operacions

En cas de no haver pres mai antibiotics

mNom'han fet maifalta

M Hiestic en contra

Dels segiients medicaments quin
creus que és antibiotic?

3,90%—~ 3,90%
3,13% _
5,47%

. m [buprofée
1.o6% B Paracetamol
W Aspirina

m Amaoxicil.lina
m Mucolitic

= Almax

= Frenadol

= Pindola del dia després

Creu que prendre antibiotics de
forma incorrecte pot suposar
algun problema?

HNo
mSi

39




Anti... biotics? Qui lluita contra qui?

Creu que prendre antibiotics de
forma incorrecte pot suposar
algun problema?

M Responen
correctament
M Intueixen |g resposta

Responent malament

m Noresponen

Un cop buidades les enquestes podem extreure’n algunes dades que ens seran molt Utils:

- Com influeix el nivell d'estudis amb saber quin es el problema que provoquen els

antibiotics? | I'edat?

S’observa que la gent amb estudis basics, que son el 9 % dels enquestats responen en la seva
majoria correctament o s’hi acosten. Cal tenir en compte que s’aprecia un fet caracteristic que fa que

estiguin correctes i és degut a la franja d’edat a la que corresponen; la de 46 o més de 46.

Les persones amb estudis mitjos, corresponent al 52 %, 5 de cada 10 responen de manera
incorrecta, i la proporci6 és simétrica en les respostes correctes. Pel que fa les erronies, es
reflecteixen en gran part a la franja d’edat de 14 a 20 anys, dada que es repeteix a les respostes

correctes.

La gran majoria d’enquestats amb estudis superiors responen de manera molt encertada en
qualsevol franja d'edat. Cal tenir en compte que la franja que comprén dels 14 als 20 anys
practicament no es veu afectada. Dels que ho plantegen malament, la majoria sén persones joves

que tot just inicien els seus estudis universitaris o similars.

- Prendre medicaments habitualment influeix en saber quina és la problematica?

La gent que pren medicaments de forma habitual, en un 70 % responen correctament i el 30 %

respon erroniament no ho sap o no contesten.

Dels enquestats que responen que no prenen medicaments, el 60 % d'aquests responen

correctament, I'altre 40 % respon de manera incorrecta.
- Influeix automedicar-se en saber quin problema supo sa prendre malament antibiotics?
En les tres opcions; mai, alguna vegada o sempre, el percentatge d'encert és més elevat que el de

I'error. Tot i aix0 la gent que alguna vegada o sempre s'automedica contesten millor en major

proporcio.
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- La gent que no sap dir a quin grup pertanyen els an tibidtics, saben quin problema

suposa prendre’ls malament?

Els coneixements dels efectes és directament proporcional al coneixement dels medicaments
oportuns. Es a dir que la gent que respon correctament a la pregunta dels problemes que suposa

prendre malament els antibidtics, també és conscient de quin grup de medicaments ho sén.

Com a conclusions generals, podriem dir que el nivell d’estudis no sol ser rellevant en el coneixement
del que suposa un mal Us, pero si que podem observar que el que afecta és I'edat i la informacié que

s’adquireix en el decurs del temps.

No s'aprecia una gran diferéencia de coneixement pel que fa les persones que prenen o0 no
medicaments de manera habitual, perd si que observem que els que ho fan esporadicament de

manera propia saben del cert el que implica fer un mal Us dels antibiotic.

6. RESULTATS | CONCLUSIONS

Un cop arribat aquest moment del treball hem de tornar a plantejar les hipotesis formulades i donar

una solucio refutant o afirmant-les.

- Problema: Perqué ens fem tant resistents als antibi  otics? | és possible trobar-ne de

nous?

Ens fem resistents als antibiotics perque no els pr enem de manera correcta, la gran majoria de
la poblaci6 comet errors en el subministrament del medicament fet que desenvolupa
problemes per a tots els ambits de la salut. Aquest problema es pot fer més gran i més greu en
el decurs dels anys i aixd succeira de manera més m  arcada si, tal com ara les empreses

farmaceéutiqgues no mostren aquest tema com a priorit ari.

Hipotesi 1 : Potser fer un tractament incorrecte en I'Us d’antibiotics incrementa les resisténcies que es

poden fer.

Aquesta hipotesis la podem considerar correcta ja que els bacteris es reprodueixen amb molta
velocitat i d'entre tots, algun d’aquest pot sortir mutat. Si aquest bacteri, per seleccié natural
aconsegueix sobreviure, i aix0 afecta a les dianes moleculars les cél-lules poden tornar-se resistents i

tots els bacteris que en resultin d’'aquest també ho seran. El fet de prendre antibiotics correctament
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provoca la mort dels bacteris i per tant evita la seva reproduccio fent que la probabilitat que surti un

d’ells mutat sigui inferior.

Hipotesi 2 : Probablement es poden trobar en el sol nous antibiotics no sintétics.

La metodologia i la recerca experimental d’aquest treball ens ha permés demostrar amb proves

evidents que aix0 és cert. Es confirma la hipotesis.
Hipotesi 3 : Potser aquests nous antibiotics tindrien efectes curatius amb qualsevol microorganisme.

Per a poder refutar aquesta hipotesi cal realitzar les proves pertinents, i s’ha demostrat que no actuen
sobre tots els microorganismes pero son capacos de inhibir el creixement d'alguns. Per comencar,
I'antibidtic no té efecte sobre el mateix microorganisme que el produeix ni tampoc en cap que sigui de
la mateixa especie i el mateix génere. A més, hi ha microorganismes resistents a segons quins
antibiotics de manera que és impossible que un mateix antibiotic sigui efica¢ contra qualsevol tipus de
microorganisme. Per tant podem dir que no es compleix la nostra hipotesi ja que no te efectes

curatius en tot tipus de microorganisme.

Hipotesi 4 : Potser el fet de seguir de manera correcta el tractament d’antibidtics faria que aquest

problema inicial disminuis.

Hem pogut observar per mitja de les enquestes realitzades que la gent no sempre sap quin problema
suposa fer-ne un Us incorrecte, perd si que em pogut constatar que la gent que en fa un bon Us és
totalment conscient de la problematica social que comporta no prendre bé els antibiotics. Per tant
resolem que si se’'n fes un bon Us no caldria fabricar-ne de nous, i el seu efecte a nivell global seria
d'un percentatge més elevat ja que no es crearien tantes resisténcies. En conclusioé la hipotesi es

correcta.

7. A TENIR EN COMPTE...

- L’Estat espanyol es troba entre els estats europeus amb una taxa d’automedicacié més alta i
més acumulacié d’antibiotics a casa, malgrat que aquests sén prescrits, en teoria, amb
recepta medica.

- També és un dels estats de la UE amb un consum d’antibiotics més alt, especialment de
penicil-lines (22,1 dosis diaries per cada 100 habitants i dia).

- Com a conseqtiencia, també és un dels que té un percentatge més alt de soques bacterianes
resistents. Un terg de les soques de Streptococcus pneumoniae, causant de pneumonies sén
resistents a la penicil-lina; el 30 % dels Staphylococcus son resistents a I'amoxicil-lina, i el 60
% de les soques d’Escherichia coli, sén resistents a I'ampicil-lina.
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- L'elevat consum d’antibiotics no és degut a I'elevat nombre d’infeccions bacterianes, siné al
fet que s’estan prenent per tractar infeccions causades per virus, quan aquests no responen
al tractament d’antibiotics.

- En definitiva, els antibiotics sdn totalment ineficagos per tractar les infeccions més freqiients,
com els refredats, catarros o grips, infeccions que sén causades per virus. Tampoc no fan
disminuir la febre ni eviten el risc de contagi.

- El bon Us dels antibiotics inclou la seleccié del medicament més adequat i prendre’n la dosi
correcta durant el periode de temps apropiat per tal d’eliminar els bacteris patogens de
forma rapida i efectiva.

8. VALORACIO PERSONAL

Després de 7 mesos d’investigacio i recerca per tal de realitzar aquest treball, ho valoro com una
experiéncia molt positiva i enriquidora.

Per una banda, he aprés a conviure en un ambit fora de I’escolar amb gent realment oberta i cordial
gue m’ha donat I'oportunitat de treballar amb ells i m’han ensenyat coses que no sabia, aixi com
tots els companys, i ara ja amics, que he conegut al projecte ARGO.

A més, després de realitzar aquest treball de recerca penso que he aprés molt del tema; els
antibiotics, els seus problemes i les seves solucions, cosa que m’il-lusiona ja que ho trobo un tema
apassionant, al qual m’agradaria dedicar-me en un futur no massa llunya.

Estic molt contenta de la feina realitzada, de tot el que he aprés i de la maduresa que el treball de
recerca fa adquirir en I'ambit de les relacions humanes i de la feina ben feta.
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Aquest treball no hauria estat possible sense I'ajuda de molta gent que m’ha acompanyat durant
aquest temps. Tant els que els semblava un tema apassionant, com als que pensaven que era un
avorriment que amb les seves aportacions personals m’han enriquit molt positivament la meva visio
de global de I'experiéncia. M'agradaria agrair a la Carmina Seoane, la meva tutora per assessorar-me
en tots els ambits del treball, apostar per mi i demostrar-m’ho. Donar les gracies també a tots els
professors i técnics de la UAB per fer que el meu estiu fos completament microbioldgic d’'una manera
amena i entenedora per fer un treball complet i acurat. També agrair a tota la gent que ha respost les
enquestes perqué de manera indirecta i sense saber-ho, conformen una part molt important de la
recerca, i sobretot, m'agradaria agrair a la meva familia i amics el suport moral i emocional que m’ha
proporcionat en tot moment, que han mirat i remirat el treball per tal que estigués el millor possible, i

han sabut criticar constructivament el que han cregut oportd. Moltes gracies a tots.
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10. GLOSSARI

Autoclau: Recipient en el qual el material a esterilitzar, de mesures tipificades, entra i surt

continuament salvant la diferéncia de pressié mitjangant comportes mecaniques.

Bacteri: Classe de microorganismes unicel-lulars d’estructura procariotica generalment heterotrofics i

amb multiplicacio.

Biofilm : Comunitat de microorganismes adherits a una superficie viva i inherta.

Colonia: Massa de cel-lules bacterianes originades per la reproduccié d’'un bacteri aillat en un medi
solid.

Cultiu: Técnica de laboratori que té per finalitat obtenir i manipular quantitats elevades de

microorganismes per poder-los estudiar o extreure’n substancies.

Dilucié: Operacio, mitjancant la qual, s’augmenta la proporcié de solvent respecte al solut d'una

soluci6.

Enzim: Biomolécula que catalitza (augmenten la velocitat) de les reaccions quimiques.

Espécie: Grup d'individus que tenen atributs comuns i descendéncia féertil.

Genere: Grup natural d’éssers que s'assemblen per certs caracters essencials.

Gens: Sequeéncia lineal de nucleotids de DNA i RNA, que emmagatzema la informacioé de I'individu.
Habitat: Lloc fisic on hi viu un organisme.

Medi: Conjunt de condicions ambientals que constitueixen el marc on s’esdevé I'existencia d'un ésser

viu 0 d’'una comunitat.

Microorganisme: Organisme que no pot ser observat si no és amb l'ajut d'una lupa o d'un

microscopi.

Mostra: Porci6 finita d’'una poblacié que és utilitzada per a extrapolar conclusions sobre diverses

caracteristiques de la poblacio total.

pH: Concepte utilitzat per donar una mesura quantitativa de I'acidesa o basicitat d’'una dissolucio.

Placa de Petri: Recipient cilindric, de vidre o de plastic, de poca altura i base ampla, utilitzat en t

Poblacié: Conjunt d'individus de la mateixa espécie que ocupen un area concreta en un moment

determinat.
Resisténcia: Capacitat d'un microorganisme per resistir els efectes d’'un antibiotic.

Sonificador: Aparell que produeix unes vibracions moleculars dels sdlids i els dispersa.
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