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1. Introduccié
1.1 Notes prévies
Va ser molt difz2cil per mi decidir quin sel
del que estava segura és que voliaque estigues r el aci onatsanimrmb | 6°

Finalment em vaig decantar per les resistencies bacterianes als antibiotics ja que

en els Ultims mesos han comencgat a publicar moltes noticies i s 6 h an em s
documentals amb relacio a aquest tema.

També el vaig escollir perqué volia fer un part experimental, no simplement teorica.

Des doéun principi volia treballar en el | a
coneixements que anava adquirint mentre elaborava el treball teoric.

Un cop vaig comencar el treball em vaig adonar que la resisténcia bacteriana és

realment un problema a escala mundial. No simplement afecta la branca sanitaria,

tan doébhumans com ani mal s, sin- gue tamb® s
pels governs. Per tant, vaig veurequet eni a | a possi bislaspgecees do a

gue mbéberen desconeguts

1.2 Objectius

1 Entendre quines son les caracteristiques fisiologiques dels bacteris que els

ajuden a desenvolupar resistencia als antibiotics.

T Comprendre |l 6aven- m dic gue vV a propo
antibi, tics i l es millores en | 6"mbit sa
Aprendre | es diferents fam2lies doanti bi
Determinar | 6or i dacterianhéelslseus meeasisned. nci a

1 Determinar els factors i les accions humanes que han ajudat a propagar les
resistencies bacterianes arreu del mon.

1 Investigar sobre les diferents solucions per erradicar aquest problema.
Aprendre les tecniquesdel abor at or i b"siques per, | 6es
|l a sembra, | dantibiaoagrama i la tinci - de

1 Demostrar que podem trobar colonies de bacteris resistents al nostre entorn

més proper.
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1T Demostrar que | es col  , nies bactdbdticanes ¢

tendeixen a presentar més resisténcies.

2. Metodologia

Aquest treball consta de dos grans bl ocs

experimental.

El marc te,ric | O0he el aborat a partir
llibres de text de biologia de 2n de batxillerat i llibres sobre resistencia bacteriana.
També, he buscat molta informacio enleswebsd 6 i nsti tuci ons m
la OMS i la Generalitat, per poder investigar sobre les campanyes i els informes que
publiquen sobre aquest tema. A més a més, també he llegit molts articles de revistes
cientifiques.

Déaltra banda, el mar c pr " cti c deMidrobiologia

de

or g:

mp o st

del 6 Ho sVmailtlaldd Hebr on i un conjunt ddce [tdrienstp

Primerament, em vaig posar en contacte amb el doctor Pomerola per correu i vam
decidir una data per poder anar a les seves instal-lacions. Les practiques les vaig fer
durant el setembre als laboratoris de quimica i biologia juntament amb la meva
tutora.

Els materials, méetodes i protocols utilitzats pel desenvolupament de la part practica

es concretaran i explicaran a | 0inici

del n
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2. Bacteris

2.1 Qué sén?

Els bacteris s6n un tipus de microorganismes caracteritzats per estar formats per
una unica cél-lula procariota. S6n la forma de vida més simple i antiga que es
coneix. Existeixen evidéncies fossils de fa uns 3.500 milionsd 6 any s . A m®s ¢
son els organismes més diversos i nombrosos al nostre planeta. Actualment,
sbestima que existeixen unes 2000 esp ci es

bacteris habiten a gairebé la major part de la Terra, encara que siguin ambients

extrems.
La cél-lula procariota (de pro, Aabangariom e oAi,nuic |l i 0) t® una
més senzilla que la cél-lula eucariota (de eu, Aver tasiacher de finucl i o) .

deu a que la cel-lula eucariota té un origen procariota. Avui en dia, es creu que un
grup doéoorgani smes procari otléedespesdegomplexasni r [
processos i molt de temps es va crear la primera cél-lula eucariota. Les principals
diferéncies sén que la cél-lula procariota t¢ una mida molt més reduida i no té un
nucli diferenciat. EI seu material genetic esta format per un d¥pl ex do,
gue es troba escampat pel citoplasma. Podem veure les altres diferéncies entre els

dos tipus de cel-lules a la taula 1.

Cél-lula procariota Cél-lula eucariota
Mida Entre 0,5 i 2um Entre 21 100 pm
Material genetic 1 cromosoma estructurat | 2 0 meés cromosomes

en un dwpl {[cadascun do:¢
circular que no esta|per un d Yap |
limitat per cap | lineal, ubicats dins del
membrana ni associat a | nucli i units a histones?

cap proteina basica

lEndosimbiosit 4 82 OA OAs Sy iNB SalLlsOAaASa Sy fI ljdzat Sta AyRA
RQdzyl & GNF @
2 Histona:proteina basica molt present en les cél-lules eucariotes que ajuden a donar forma els crombsomes
O2yiNRBt Sy fQlIl OGAGAGIG RSta 3ISyao

8
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Embolcall nuclear

No té nucli diferenciat

Té un nucli format per

una doble membrana

amb porus
Ribosomes Ribosomes 70S (petits) | Ribosomes 80S (grans)
Organuls limitats per | No en té Si en té (mitocondris i
doble membrana plasts, en la céllula
vegetal)
Citoesquelet i organuls | No en té Sienté
microtubulars
Sistemes membranosos | Generalment no en té, i | Si que en té, per
interns si ni han, no son | exemple, el reticle
equivalents als dels | endoplasmatic rugos i
eucariotes 11 s i | 6apa
Flagels NGO hi pot hayNOhI pot h
estructuralment diferents | tenen una estructura
als eucariotes interna  caracteristica.
També podem trobar
cilis.
Paret cel-lular Es present gairebé | Només en les cellules
sempre i esta formada | vegetals ( feta de
per proteoglicans cel-lulosa) i ens els

fongs ( feta de quitina)

Reproduccio

Biparticio

Es produeix la mitosi i la

meiosi

Fisiologia

Gamma molt amplia de

models metabolics

Gairebé tots presenten
el metabolisme aerobic

oxidatiu per la respiracio

i per la nutricid6 sbn
heterotrofs 0]
fotoautotrofs.

Taula 1: Diferencies entre lacéllulapr ocar i ot a Basada@reARtAS,rM; et &l.aBiologia 2. Barcelona:

Castellnou Edicions, 2009.
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Tradicionalment, el terme bacteri incloia a tots els organismes procariotes sense
distincid, pero, actualment la taxonomia i nomenclatura cientifica els divideix en dos
grups extremadament diferents. Aquests dominis evol ut i us sdanomenen
Bacteria. Tot i que aquests dos grups sén semblants en aspecte i mida, tenen

diferents components en la seva estructura a causa de la distancia evolutiva.

Archaea o arqueobacteris

E I seu nom significancfelsa atad rsidos a/ramaiacpsaro i
milions dbébanys i van evolucionar en condi ci
avui en di a, al gunes esp cies débaquest gr

habitats on les condicions sén extremes: alesfonts dbdéai gua cal enta i

55 °C (bacteris termofils), a aigles amb una salinitat molt més alta que la dels

oceans (bacteris hal  fils) i al s | bhmetas(bhacteniss d 6 a
metanogenics).

La paret cel-lular dels arqueobacteris té una composicié diferent a la dels eubacteris.

No esta formada per peptidoglicans ni glucoproteines especials. Fins i tot, existeix un

grup ddédarqueobacteris qQque no posseei x pare
grup tampoc tenen acids grassos, sin6é cadenesdé hi dr ocar bur s Hisni t s
seus components son tan diferents que alguns cientifics els consideren un regne a

part. També es creu que els primers organismes vius que van apareixer a la Terra

eren molt semblants als arqueobacteris actuals.

Bacteria o eubacteris

E I seu nom significa fAbacteris verdader so.
actual s. Sedn coneixen milers dbesp cies,
identificar i descriure. Viuen en ambients molt diversos i tenen una gran varietat de

f or mes, mi des i maneres doéobtenir i transf o

Una altra forma de dividir els bacteris és segons la seva forma, com podem veure a
la figura 1:

9 Els bacils, en forma de basto.

1 Els cocs, de forma esférica.

1 El's espiril spijalen forma dbes

10
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1 Els vibrions, en forma de coma ortografica.

@ ) \ w
9o,
N Y

Bacilos Espirilos

Figura 1: divisi6 dels bacteris segons la seva forma. © Rubén Alejandro Ovelar Centurién

2.2 Estructura de la cél-lula bacteriana

'S

2%

Com podem veure a la figura 2, la cel-lula procariota esta formada per diferents

estructures. Aquestes estructures son les seguents:
Pili

Capsule
Cell wall

Cell
membrane

Flagellum

Ribosome

Chromosome Nucleoid region
(DNA)

Figura 2: Estructura bacteriana. © Open Stax College.
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2.2.1 Capsula bacteriana

La capsula bacteriana és una capa mucosa de polisacarids que envolta la paret
bacteriana i que només presenten alguns bacteris.
Aquesta estruct ureate u® 100 m 409 rAd &ls seus pdndipals
components s-n pol2mers de glucosa i pol 2 m
bacteris gramnegatius que sén patogens tenen capsula. Per mitja de la mutacio,
perd, es pot perdre la caracteristica de tenir capsula. Aixd explica que hi hagi
espéecies que tenen soques amb capsula que son patogens i soques sense capsula
gue no ho son.
Les principals funcions de la capsula soén:
1 Dificultar que els anticossos i les cél-lules fagocitiques les reconeguin i les
destrueixin.
1 Permetre | 6bdbéserisdaldes ¢ | LIules de
cel-lules filles entre si, de manera que afavoreixen la formacio de colonies.
T I'ntervenir en els processos doéintercanvi

9 Actuar com mecanisme de defensa davant la dessecacio del medi.

2.2.2 Paret cel-lular

La paret cel-lular bacteriana és una capa rigida practicament present en la majoria
de bacteris, menys en els micopl ashnees, do
funcions Db7"siques doaqu erfatfoama eed bacteric ¢vilarla s - n
lisi quan es troba en un medi no isotonic*, ®s a dir, protegila | a
majoria de micoplasmes sén parasits intracel-lulars i habiten en medis isotonics, per
tant, no necessiten la paret per sobreviure. Si eliminem la paret bacteriana ens

gueda una ¢ | Llula nua, que sb6éanomena proto

El component principal de la paret bacteriana és un tipus de peptidoglica, la

mureina, una molecula gegant en forma de xarxa que envolta el bacteri i en qué

3 Angstrom/ &ngstrén{A):és una unitat de longitud, reconeguda internacionalment, equivalent a 0,1
YIEYS5YSGNS&a métremm P mnbwmn
4 Medi isotonic la concentracié de solut és igual a fora i dintre de la cel-lula.

12
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sovint es localitzen els antigens®. La mureina esta composta per llargues cadenes de

polisacarids units entre si per péptids.

Existeixen dos tipus diferents de partes cel-lulars que divideixen els bacteris en
Grampositius i Gramnegatius. Com podem veure en la figura 3, els bacteris
Grampositius tenen una paret relativament gruixuda formada per diverses capes de

mureina i una altre component addicional, els acids teicoics. Aquests acids estan

formats per moléecules de glicerol o ribitol units entre si mitjangcant grups fosfat.
Encara que existeixen moltes teories sobre
sigut demostrada. Mentrestant, ntabilitad de lac r e u
paret. D6al tra banda, |l a paret dels bacter
complexa. Esta constituida per una capa de mureina, en la zona que esta amb

contacte amb la membrana plasmatica, i per una altra capa més externa feta de

(@)}

lipoproteines i lipopolisacarids q u e es projecten cap a I
composicié i constitucié de la paret fa que els bacteris tinguin una sensibilitat diferent
als antibiotics. Es sap que els bacteris Gramnegatius s6n més resistents que els

Grampositius com a conseqgiencia de la complexitat de la seva paret cel-lular.

GRAM-NEGATIVE GRAM-POSITIVE

(‘l‘(‘l ‘(‘l‘(‘( (‘(‘(‘(“““‘(“‘l' Outer membrane
_—— Lipoproteins
> ™ Peptidoglycan

= Periplasmic ——
e space
Cytoplasmic 2
membrane

' Lipopolysaccharides E/\l Porin ’ Protein

Download from
Dreamstime.com

Figura 3: Diferencies entre la paret Gramnegativa i la paret Grampositiva. © Designua.

2.2.3 Membrana plasmatica

5> Antigen:qualsevol substancia que provoca que el sistema immunitari produeixi anticossos contra ell mateix.
Aix0 significa que el sistema immunitari no reconeix la substancia i esta intentant coreatre

13
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La membrana plasmatica bacteriana és molt similar a la de les plantes i els animals,
encara que generalment no contingui colesterol ni altres esteroides. Té una amplada
d 6 uns 5A0Esta forfnda per una bicapa lipidica composta fonamentalment de

fosfolipids en la qual sé iltroben també introduides proteines.

Les principals funcions de la membrana sén les mateixes que les de la cel-lula
eucariota, €s a dir, contenir el citoplasma i controlar el transport de substancies,

regular que entra i que surt de dintre la cél-lula.

Una ©particularitat gue presenta | a membran
douns replecs i nter nsosgmee Elsneebosomesencremeren d e n
la superficie de la membrana plasmatica, subjecten el cromosoma bacteria i, a més,
emmagat zemen una gran guantitat déenzi ms
necessaris per la vida, com la respiracio i la fotosintesi. A més, el mesosomes porten

a terme un paper molt important en la reproduccio.

2.2.4 Citoplasma

El citoplasma és una matriu envoltada per la membrana plasmatica composta
principal ment ddai gua i proteunes.céliless mol t
eucariotes. A causa del gran nombre de ribosomes que conté, el citoplasma té un
aspecte granulés. També, és el lloc on es produeixen la gran part de reaccions
guimiques vitals per a la cel-lula. Dintre el citoplasma es troben els ribosomes, les

inclusions i el nucleoide.

2.2.5 Ribosomes

Els ribosomes son petites estructuresques 6 encar reguen @mteires.Nnt et |
Una sola ceél-lula procariota pot tenir fins a 20.000 ribosomes. Com a les cél-lules
eucariotes, els ribosomes estan formats per dos subunitats diferents, una més petita
gue | 6altre. Per , , el s ribosomes pnomenar i ot

70S (la S refereix a les unitats Svedberg, amb les quals estan mesurats) i els

14
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ribosomes eucariotes 80S. Els ribosomes estan compostos principalment de

proteines i ARN.

2.2.6 Flagels

Els flagels son unes prolongacions fines microtubulars que poden arribar a ser varies
vegades meés llargues que el bacteri i que tenen com a objectiu proporcionar
mobilitat a la cél-lula. Aquests es mouen com una helix impulsant un vaixell i amb
aguest moviment propulsen a la cel-lula. Aixo, succeeix gracies a que el flagel esta
compost per tres parts diferents:
T Fil ament: estructura que sbest®n des
del flagel. Esta formada per una proteina especial anomenada flagel-lina.
1 Ganxo: regio cilindrica que uneix el filament al seu cos basal i actua com a
acoblament flexible.
§ Corpuscle basal: estructura complexa que esta inserida dins la cél-lula i és la
responsable del moviment rotatori del flagel.

Com podem veure en la figura 4, els flagels es poden dividir en cinc grups diferents

depenent del seu nimero i la seva posicié. Aquests grups son:

Monotrica: un sol flagel en un extrem.

Amfitrica: un o més flagels a cada extrem.

1

1

1 Lofdtrica: dos o més flagels en els dos pols.

1 Peritrica: hi ha flagels per tota la superficie cel-lular.
1

Atrica: la cel-lula no té flagels.

Monotrica Anfitrica

C o ST
— —
FLAGELOS

Peritrica

Lofotrica J/-
E% %liu‘?%rél

FLACELOS

Adrica(zin flagelo)

Figura 4: Tipus de flagels segons el nimero i la posicié. © Bartomeu Vilanova Suau,

15
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2.2.7 Fimbries o pili

Les fimbries o pili s6n apéndixs rectes, buits i fins formats per una proteina

anomenada pilina. La principal funci - de |
f2mbria est?’ especialitzada a | 0 ade fixarsel - en
bacteri a una font do6ali ment , ,heta(Figunasd). pel LI 2 c

Hi ha un tipus de fimbria especial molt important anomenada pel sexual que intervé
durant la conjugacié. La majoria de bacteris Gramnegatius posseeixen fimbries,
pero, molt pocs Grampositius en tenen. En els bacteris patogens, el pili s 6 liiza per
al reconeixement i la fixacié del bacteri als receptors de la membrana de la cel-lula
hoste. Per tant, si el bacteri perd aquesta
«———— Fimbriae

caracteristica per una mutacié, queda

inhabilitat per poder produir la infeccio.

Figura 5: Fimbries i pili. © Easy Biology Class.

Fimbriae and Pili of Bacteria :

2.2.8 Inclusions

Les inclusions s6n granuls de reserva de diversos tipus de substancies que el bacteri
ha sintetitzat en moments d'abundancia d'aliments o bé son residus del seu
metabolisme. Aquestes inclusions estan disperses pel citoplasma, sense membrana

que les ailli del medi intern.

2.2.9 ADN bacteria

El materi al gen tic dels bacteris est”™ for
es troba plegada a | 6interior del citopl as
mena de membrana. Doncs, a diferencia de la cél-lula eucariota, no trobem un nucli

difer enci at . L6ADN es troba associat a prot

faciliten el plegament perqué capiga dins el bacteri.

16
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El conjunt d6 ADN <circul ar m®s protepgnes s
analogia amb els cromosomes eucariotics. En el microscopi electronic de
transmissié, podem observar que la zona on esta situat el cromosoma té un aspecte

fibr-.-s i m®s c¢cl ar que | a resta del citopl as

En la majoria dels bacteris es troben, a més del cromosoma, una 0 més molecules
petites dOADN circul ar anomenades pl asmidi s
Cromosoma. Si so0integren al gen, for reben
molt i mportants per | 6adaptaci - als npbpus m
exemple, solen ser portadors de gens que confereixen resistéencia a alguns

antibiotics.

2.3 Reproduccio

El creixement bacteria i la reproduccio per divisio cel-lular estan relacionats, com a la
majoria de casos de cel-lules unicel-lulars. Els bacteris creixen fins arribar a una
mida concreta, despres es reprodueixen asexualmenta partir d un pr oc®s mol

anomenat fissio binaria o biparticio.

Pared celular Aquest procés es produeix un cop la cel-lula
— Mesosoma ha crescut completament i ha duplicat el seu
¥ , - .

= materi al gen tic, un cop
ﬂ EIADN se replica . .,
enganxat a un mesosoma. A continuacio,

» s tome e AP AT €1 X UN segon mesosoma

“ﬂ y ¢ada uno traslada una fibra . . . .

= deADNcircularalpoloopueste TEPliCR del  material  hereditari. Cada

* mesosoma arrastra la seva copia cap a un
‘L'j Laparedyla n.\ambram
(nyﬁjm qﬁ) pmaninebaed®®  pol de la céllula mentre que la paret i la

membrana formen un enva transversal que

+
Separacion de las ) L
(@X@S) células hijas separa el citoplasma en dos i finalment crea

les dues noves cel-lules. (Figura 6)

Figura 6: Esquema de la bipartici6. © Claudia Bergonzi
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Amb molt poc temps, uns 20 batteris idéntecs ente@llsan ¢
i, a la vegada, al seu antic progenitor. Amb aquesta informacio, podriem arribar a
pensar que hi ha molt poca variabilitat entre els bacteris, pero, és tot el contrari.
Lébel evada freq¢ ncia de mutacions [ el s f
ajuden a generar una certa diversitat que resulta essencial per aconseguir la seva

increible adaptabilitat als canvis ambientals.

2.4 Genoma bacteria

El genoma bacteri”™ ®s el conjunt dO6ADN que
de | 6ADN de |l a ¢ |l Llula bacterianacireuat, ™ co
tot i que hi ha alguns gens independents que es troben als plasmidis. Com sOh

explicat, els bacteris es reprodueixen asexualment i els seus fills sén clons identics
del seu progenitor. Per tant, es necessiten altres sistemes per garantir la variabilitat

genética.

2.4.1 Mutacions

Un a mut aci - ®s una alteraci - o variaci - d
organitzaci - de | 6 ADN. Hi ha moltes f or me

mutacions. Les més comunes son les segiients.

Segons el seu origen:
f Mutacions espontanies: es produeixen durant el curs natural del creixement
bacteria.
f Mutacions induides: sOn causades per tractaments externs (quimics, fisics o

biologics)

Segons | 6efectie sobre |1 06individu
1 Mutacions perjudicials: representen un inconvenient per a la supervivéncia.
Solen produir malalties, deformitats o la no viabilitat del zigot.
f Mutacions beneficioses: p e-senmélloreanmedi i | 6 or

sobreviure.
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f Mutacions neutres: no propor cinconvenient.a | 0 i

2.4.2 Fenomens de parasexualitat bacteriana

A part de les mutacions, els bacteris també disposen dels processos parasexuals
(Figura 8), que accentuen encara més la variabilitat i permeten la recombinacio

genética. Aquests processos son:

1 Transformacid: procés de transferencia en el qual un bacteri introdueix en el

seu interior fragments de material genétic que es trobaven lliures en el medi i

procedien dobéaltres bacteris que havien e
§ Transduccié: procés de transferéncia en el qual es transfereix ADN bacteria

mitjancant un virus bacteriofag que havia parasitat anteriorment un altre

bacteri.

1 Conjugacio: procés de transferéncia en el qual hi ha un intercanvi de material

gen tic entre dues c | LI elessprodaextéisv e s .
uni direccional [ va des déuna ¢ | LIul a
receptora. EIl s bacteris donador s es ca
Apl asmi di conjugatiuo anomenat factor

estructura anomenada pél sexual o pili que actua com a pont citoplasmatic
per on passa una copia del plasmidi a la cél-lula receptora. Aquesta estructura
permet transmetre el plasmidi F a bacteris que no el tenen. Els bacteris que
posseeixen els plasmidis F es coneixen com a F+ i els que no en tenen com a
F-.

A més, hi ha bacteris anomenats HRF (High Recombination Frequency) que
presenten el factor F integrat dintre el genoma bacteria, és a dir, els plasmidis
sdbhan convert i Aquestsbaceps tanbérsérscapacos de donar
una ©petita copi a K OARabdteri AFRs trafsraet pae del s
plasmidi F i alguns gens adjacents del cromosoma, que es recombinen amb el

DNA del bacteri receptor i hi queden integrats.
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TRANSFORMACION ADN transformante

La célula receptora capta
del medio ADN libre

L Cromosoma /
procedente de otra célula bacteriano ( O
2 Pili 5 Replicacion del ADN
CONJUGACION o receptora F-
- g \\‘ 5 ™\ 7_'\’.\ /
Se realiza contacto &AL . e
fisico entre la célula
donantey la receptora
transfiriéndose un Célula

plasmido donante F*

TRANSDUCCION

El vector de transferencia
genética es un bacteriéfago

Lisis bacteriana Célulatransducida

por un fago

Figura 7: Fenomens de parasexualitat. © David Sanchez.

2.5 Creixement bacteria

El crei xement ddéuna pobl aci - mi corbeo bld a n a
creixement d 6 un cul tiwu mi crobi 7. El s mi croor ga
nor mal ment en un sistema tancat, ®s a dir,
sbafegei x m®s quantitat de medi gue | a ori

disminuiran i les de residus augmentaran. En aquestes condicions, es poden distingir

quatre fases (Figura 8):

1 Fase de laténcia: en aquesta fase els bacteris sintetitzen els enzims
necessaris per | 6activitat metab mbieca gl
de microorganismes no varia gaire, pero, durant aquesta etapa els bacteris
creixen i soOadapten al nou med:i

1 Fase exponencial: els microorganismes creixen i es divideixen fins al maxim

possible, en funcié del seu potencial genetic, el tipus de medi i les condicions
en les que creixen.

9 Fase estacionaria:l a t axa de crei xement sbestabil

| a manc a de nutrients [ | 6acumul aci - d

c |l Llules noves sbequilibra amb el nombr
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1 Fase de mort: cada vegada augmenta més el nombre de bacteris morts fins

que la poblacié desapareix.

Curva de crecimiento bacteriano

Fose
estocionoria

Muerte\|
celdar

Figura 8: Corba de creixement bacteria. © David Deitmor Torres Zavala.

La férmula per estudiar el creixement bacteria correspon a b = 2\WWon b és el nombre

de bacteris i n ®s el nombre de generacion
ritme de creixement bacteria esta determinat per variables com la temperatura,

| 6abund"ncia de bacteris en el me d i o | a di
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3. Antibiotics

3.1.0uée sén? Perque serveixen?

El's antibi , tics s:-n subst”"ncies org"niques

creixement dels bacteris. Per tant, el seu objectiu principal és combatre infeccions
produides per bacteris patogens. També hi ha casos en els quals es pren antibiotics

per prevenir malalties.

3.2 Historia i descobriment dels antibiotics

Fa tan sols cent anys, la principal causa de mort en el mén eren les malalties
infeccioses. La taxa de mortalitat era elevadissima, tant en infants, adults o ancians.
Al voltant del 75-85% dels pacients que patien meningitis bacteriana morien i els
nadons només tenien una probabilitat del 10% de sobreviure una sepsia neonatal,

una infeccio greu, en el seu primer mes de vida.

TI PUS D& 1 NF E Mortalitat principis del | Mortalitat principis del
segle XX (%) segle XXI (%)

Meningitis bacteriana 75-85 5-25

Pneumonia bacteriana 35-45 1-10

Sepsia neonatal 85-95 5-15

Pesta 30-60 <5

Taula 2: Comparaci6é de la mortalitat al segle XX amb el segle XXI. OTEO, J. La resisténcia a los antibiéticos: la
amenaza de las superbacterias. Madrid: Los libros de la Catarata, 2016.

Tot va canviar quan al 1928, el bioleg i farmacoleg escocés Alexander Fleming va
tornar al seu | aboratori despr ®s dobéuns
seves colonies aillades de Staphylococcus aureus havia estat contaminada per un
fong. Pero el més sorprenent és que semblava que aquell fong produia una
substancia antimicrobiana, ja que el cultiu no havia crescut en el seu voltant. Aquest

fong va ser posteriorment identificat com Penicillum notatum i la nova substancia
22
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descoberta va ser anomenada penicil-lina. A Fleming se li va océrrer que aquest
descobriment podria tenir gran valor terapéeutic per a la poblacio, pero no va ser mai
capa- dabReg, ohza anys més tard, dos quimics britanics, Howard Florey i
Ernest Chain ho van aconseguir. El 1945, aquests tres homes van rebre el Premi
Nobel, pel seu gran descobriment i per haver canviat el rumb de la microbiologia i la

medicina.

Un cop es va aillar la penicil-lina, el segiient pas era la produccié en massa. No
obstant, encara que la penicil-lina és una molécula molt petita, la seva sintesi
guimica és molt complexa. Per aix0, no era rentable sintetitzar-la quimicament per a

les farmaceutiques. Per tant, es van desenvolupar procediments per cultivar P.

notatum de f orma rigorosa i control ada. Per

aguesta industria va ser el comencament de la Segona Guerra Mundial. En aquesta

epoca, es van necessitar massivament i desesperadament aquests nous farmacs,

5 )

tant per a | a poblaci- com pels soldats. £

dels antibiotics.

L6 xit de |l a penicilllina va ser t an
limitacions terapéutiques (la penicil-lina només actua normalment en bacteris
Grampositius) va estimular una intensa recerca de nous antibiotics. Va ser en la
década dels cinquanta, quan Albert Schatz i Selman A. Waksman van descobrir
| 6estreptomicina, un antibi tic efect

5

Gramnegatius.

Posteriorment, van der descoberts, per les industries farmacéutiques, els antibiotics

ext

i u (

doampl i eféas pmclttres altres fam2 | i e sb-ladatng, qu e st

macrolids, aminoglicosids... La recerca de nous antibiotics ha continuat fins a
| actualitat, desgraciadament , en el s
families. Aquest problema, j unt ament amb | 6aparici

resistents a aquests f“"rmacs, s-n els

ma r ¢ ar astria fainmaceutica del futur.

6l VGAOASGAO RONGYALGEAAS GSREAAS GiMNaS Ydzy' I F QG A GAGE G L2 O
bacterianes.
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3.3. Classificacions

Els antibiotics formen un grup molt heterogeni. Per aixo, hi ha diverses formes de

classificacio tenint en compte els criteris segients:

3.3.2. Segons | 6espectre dbéacci

T Antibi,tics doespectre ampli: Ss-nExactiu
aminoglicosids i carbapenems.

T Antibi  tics dbéespectre redupt: afecten
bacterianes i no sén actius contra la gran part de la microbiota que protegeix

el cos huma. Ex: penicil-lines.

3.3.3 Seqons | 6origen de | 6antibi  tic
Natur al : s 6 o lmic®orghrsmescam fdngs o badteris.
1 Semi sintetic: sdolat ®artir doun nuclii b"sic dou

natural i es modifiguen algunes caracteristiques per millorar les seves
propietats.

f Qui mioter "pic o sint tic:immbdobt® total me

334. Segons | 6efecte de | 6antibi , tic

1 Antibiotics bactericides: la seva acci6 és letal, provoquen la lisi i la mort
bacteriana. Ex: b-lactamics, quinolones i aminoglicosids.
f Antibiotics bacteriostatics: impedeix la proliferacié bacteriana, és a dir, frena

| 6avan- d e Ex| coramfenicot i cetraciclines.

Loefecte antimicrobi ™ est”™ relaci améd® 3l ac
de tenir en compte que pot dependr e dodal tres f acladasesde c om
creixementdelbacter i, el t emps d o6 &icha antibjoticedue esi p u s

comporten de les dues formes, depenent simplement de la dosi subministrada.
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3.3.5. Segons el mecani smes dobacci

Hi h a mol t s ti pus di ferents de mle angy i s me

importants son:

1 Inhibicié de la paret bacteriana

La paret cel-lular és una estructura especifica dels bacteris i una diana perfecta pels
antibiotics. Els farmacs que actuen per aquest mecanisme bloquegen la sintesi del
peptidoglica, el component principal de la paret cel-lular, deixant la cel-lula
desprotegida de la pressi6 interna generada per les concentracions, molt més altes

en | 6interior, de protepunes i altrequesmol c U
pressio produeix la lisi. Els bacteris que no posseeixen aquesta estructura sén
resistents de forma natural a aquests medicaments.

Ex: b-lactamics (penicil-lines, cefalosporines, carbapenems...)

1 Inhibicié de la sintesi de proteines

Els antibiotics que interfereixen en la sintesis de proteines actuen contra els
ribosomes procariotes. La diferéncia entre els ribosomes procariotes 70S i els
ribosomes eucariotes 80S és la base de la toxicitat selecivad 6 aguest s .Antib
C a u s a uestad adifgrencia, els antibiotics son capacos de diferenciar entre els
ribosomes procariotes i els eucariotes i no perjudiquenl es ¢ | Ll ul es de |

Ex: aminoglicosids i macrolids.

M Inhibicibdel a s2 nt esi de | 6" ci d f | i c

5

Tots els ®ssers vius necessiten “cid f lic
funcions molt importants, per exemple, la sintesis de les bases nitrogenades que
formen part de | 6 ADN. El's antibi,tics que
toxicitat selectiva ja que les cél-lules humanesnosén capaces de produi
sin- g urien er |1® nostrg dieta, a diferencia de les cél-lules procariotes que el
sintetitzen elles mateixes.

Ex: sulfamides i trimetoprim.

M Inhibicié del metabolisme dels acids nucleics
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La s2ntesi dé”"cids nucleics ®s necess’ ria ¢
selectiva dbéaquests antibi tics ®s for-a |
les topoisomerases’ i les polimerases®, que so6n diferents entre organismes

procariotes i eucariotes. P e r tant , el s antibi,tics dbagq

estructures especifiques.

Ex: quinolones, tetraciclines i rifampicina.

1 Alteraci6é de la membrana plasmatica

Hi ha alguns farmacs que inhibeixen el creixement bacteria perqué danyen els
components de la membrana plasmatica, destruint la seva permeabilitat selectiva i
permitent | 6entrada i sortida de mol cul es
maneres di f erleinda &#at addaantemnteana plasmatica, per exemple,

destruint els fosfolipids.

Ex: polimixina B i amfotericina B.

"TopoisomerasaS Yy T AY OF LI e RQSYNBRINJ £ Q! 5b LISNJ LISNXSGNB | dzS
enredarlo per que controli la sintesi de proteines i facilitar la seva propia replicacio.
8 Polimerasaenzim capagc de transcriure o replicar acids nucleics.
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4. Resistencia bacteriana

Quan diem que un microorganisme és resistent a un farmac significa que aquest
ésser viu pot créixer i reproduir-se en presencia de la droga. La resisténcia pot ser
una caracteristica natural, és a dir, el bacteri sempre ha sigut resistent al antibiotic ja

que és una propietat propia de la soca bacteriana.

Pero, també pot ser una caracteristica adquirida per mutacions genétiques que es
poden transmetre de generacid en generaci6 o fenomens de parasexualitat
bacteriana. Aquests canvis genetics es produeixen espontaniament. Les soques de
bacteris sensibles moren i només sobreviuen les resistents, que continuaran

reproduint-se i multiplicant-se.

4.1 Mecanismes de resisténcia

Al llarg dels anys, els bacteris han desenvolupat diferents mecanismes per protegir-

se de les substancies antimicrobianes. Els tres principals i més coneguts son:

T Modi ficaci - de |l a diana :sobre | a qual ac

Perqué els antibiotics bloquegin la produccié6 de proteines bacterianes primer
necessiten unir-se a un lloc especific del ribosoma. Si el bacteri és capac de
modi ficar | 6estructura doaquest Il l oc sense
podra actuar. Hi ha soques del bacteri Streptoccocus pneumoniae que han adquirit

resisténcia a la penicil-lina mitjancant una série de mutacions que afecten a les

proteunes |l es quals | a penicilllina sodéhauri
mutacid, lapenici | Ll i na ®s incapa- dbébatacar aquesta
T Destrucci - o inactivaci- enzim'tica de |

Hi ha especies de bacteris que produeix substancies que interfereixen o destrueixen
l 6antibi,tic abans que abrlactanases h unsenzims!| | o c

produpts per al guns b a c tbdactansc cagagteristid delsn qu e r

antibiotics b-lactams. Amb aquesta accidé aconsegueixen inhibir el farmac. Avui en
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dia, les BLEE (b-l act amas es ediésk copstturixen ain dels problemes

sanitaris més importants del mon.

f Di sminuci - de | 6anti bi tic en | 6interior

El tercer mecanisme es basa en una serie de mutacions en les capes que envolten

el bacteri. Es poden desenvolupar de dues formes diferents. Dificultant la penetracio

de | dantibi ,tic dintre I a ¢ ILIula o expul
sistemes de bombejament. Aquest sistemes de bombejament poden ser de dos tipus

di ferents: |l es bomb esles dodiness per | lesiquals &mdréni v a
substancies dintre la cél-lula de forma passivall. Algunes soques del bacteri
Neisseria gonorrhoeae son resistents a la penicil-lina gracies a una mutacio a les

porines de la membrana plasmatica.
Encaraqueaquests s-n els principals mecani s me
dintre de cada una ddédaquestes grans estrat

estrany que en un bacteri es trobin m®s dou

4.2 Bacteris multirresistents

El febrer del 2017, | 6 OMS v a pr e s effigura B) o figwaven lels dotzea
bacteris m®s per i Lallistahasiguecreadh peaanimar adirigirtela t

governs per invertir en la investigacié de nous antibidtics. La gr an maj or i a d
bacteris multirresistents o també anomenats superbacteris. Un bacteri és considerat
multirresistent quan presenta resist ncia :
bacteris s6n extremadament perillosos en els hospitals (sobretot en els pacients amb

les defenses baixes /o que necessiten ventiladors o catéters intravenosos) i

residencies dobébancians.

*Transport atiu: transport de substancies a través de les membranes de la cél-lula en contra de gradient que
requereix energia per portase a terme.
10 Transport passiutransport de substancies a través de les membranes de la cél-lula a favor de gradient i que
no requereix energia per portase a terme.
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Lista OMS de patogenos prioritarios para la |1+D de nuevos antibidticos
Prioridad 1: CRITICA
1. Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos
2. Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos
3. Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos, productoras de ESBL
Prioridad 2: ELEVADA
1. Enterccoccus faecium, resistente a la vancomicina
2. Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad intermedia y
resistencia a la vancomicina
3. Helicobacter pylon, resistente a la claritromicina
4 Campylobacter spp., resistente a las fluoroguinclonas
5. Salmonellae, resistentes a las fluoroguinolonas
6. Neissena gonarrioeae, resistente a la cefalosporina, resistante a las
fluoroquinolonas
Prioridad 3: MEDIA
1. Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina
2. Haemophilus influenzae, resistents a la ampicilina
3. Shigella spp., resistente a las flucroquinclonas
Figura 9: Llista dels dotze bacteris més perillosos| 6 a n y. ©DMS 7
Els tres primers bacteris, han adquirit re
com els carbapenems i les cefalosporines de tercera generacio (els millors antibiotics
per tractar infeccions causades per bacteris resistents). La segona i tercera llista,
contenen els noms de bacteris els quals estan augmentant la seva
farmacorresiténcia.
Un dels casos més coneguts de bacteris resistents és el MARSA o SARM
(Staphylococcus aureus resistent a la meticil-lina). A la decada dels 40, van
apareixer les primeres soques resistents a la penicil-lina i es va proliferar fins al punt
gue deu anys m®s tard, el p er c e-ladtamasgse de
superava el 65%. Per aix0, es va haver de canviar el tractament. Malauradament,
poc a poc, anaven apareixen noves soques resistents dels antibiotics considerats
com una alternativa pel tractament fins que el 1961 es va detectar per primera
vegada una soca resistent a la meticil-lina al Regne Unit. La meticil-lina és un
antibi,tic doespect rlactammased, pan aixo, veataimartmelinats a | ¢
serveis sanitaris | 6apari cviol udpGaa q uuens t mmo us otci
| actamasa que inhibia | dactuaci - de | a met |
mecani sme de resist ncia sb6bha dispersat per

SARM solien ser nosocomials i solien afectar a pacients ingressats en unitats de
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cures intensives, pero, actualment esta comencant a afectar a la poblacié en general
(Figura 10). Av ui en di a, l 6anti bi  tic m®s utilit

vancomi cina, encara que | atsagjiest&tmacn t r obat s

% Surveillance Atlas of Infectious Diseases

Antimicrobial resistance Staphylococcus aureus
— ) i . .
— — Meticillin (MRSA) Resistant (R) isolates proportion : O 4 - K: o
2015
Resistant (R) e e Resistant (R) isolates
Region isolates proportic proportion (%)
(2%}
) 5 Nt g w2
Norway 1.2 o
Poland 15.8 [] 1-<5%
Portuga 46.8
e ] s-<10%
Romania 57.2
Slovakia 28.1 B 10-<25%
Slovenia 5.2 B 2s5--s50%
Spain 25.3 b, .
) * ;. N < — 7
Sweden 0.8 Data dE'peml on ilfdividual clr'glntry té‘s@’??g a erpret with . 30-=73%
_care, T for morailctail b i
United Kingdom 10.8 > . w | o==75%  ~

Figura 10: Grafic sobre la propagacio del MARSA el 2015. © Surveillance Atlas of Infectious Diseases
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BLOC 2: Treball practic
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5. Introducci6 del marc practic

Aquest marc practicc onstar”®™ de tres pr " ctiques al | al

| 6Hospi tal .Vall do6éHebron

Per portar a terme les practiques vaig demanar al CESIRE*! set soques de bacteris
en plaques de petri, 20 plaques de petri i 50ml de medi liquid. Els discs pels
antibiogrames els vaig comprar al Pidiscat, una empresa que ven material cientific.
Les practiques les vaig realitzar durant les primeres setmanes de setembre. La
primera té com a objectiu practicar i aprendre la técnica de la sembra i
| 6anti bi ogr ama. El's bacteris wutilitzats en
segona practica vaig agafar mostres de diferents indrets per si trobava una soca
bacteriana resistent. Finalment, en la tercera, vaig preparar diferents plaques de petri
amb di ferents concent pen podey rcanprovad ssimas xmeés i | L | |

probable que es facin presents mecanismes de resistencia en les soques

o
QD

bacterianes en medisonhih a g i una alta concentraci - d

La visita a | a Vall doHebron | a vaig fer
classes. Al principi, havia de ser una entrevista, pero al final, a més de respondre les
meves preguntes també vam parlar i discutir sobre altres temes relacionats amb les
resistencies bacterianes, com per exemple, les consequiéncies economiques. Per

tant, finalment vaig decidir no transcriure-ho com una entrevista.

6. Visita a | a Vall doHebr on

Al principi del desenvolupament del meu treball de recerca em

vaig posar en contacte amb el doctor Tomas Pumarola,
investigadoricap de Servei de Microbiolo
déHebron.

El doctor Pumarola es va llicenciar el 1981 de Medicina i Cirurgia

i el 1986 es va especialitzar en Microbiologia i Parasitologia.

Figura 11: Tomas Pumarola Sunyer. ©V a | | déHebron

11 CESIRE: Centre de Recursos Pedagogics Especifics de Suport a la Innovacié i la Recerca

Educativa
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Actualment, també treballa com a docent a la Universitat de Barcelona. Ha participat
en nombrosos congressos i conferencies i aquest any ha sigut nomenat Academic

Numerari de la Reial Acadéemia de Farmacia de Catalunya. Conjuntament amb el

seu servei, s:-n un dels equips m®s punters
El dia 21 de juny vaig anar ala Val | d 6 He b r aprendgreemés golured lesr
resist ncies i obtenir el punt de vi.&\t a di
m®s, t amb® poaunitat de eoméixar el HoGtor Juan José Gonzéalez Lopez,

el principal investigador en métodes per contrarestar els efectes de les resistencies
bacterianes. En conjunt, la experiéncia va ser molt enriquidora. En els paragrafs
seguents transcriuré les idees i temes més importants de la conversa. A | 6 annex

pott robar | 6"udi o de | a conversa.

6.1 Problema a escala mundial

Avui en dia, la resistencia bacteriana és considerada una de les pitjors amenaces per

a la salut mundial. Cada any, apareixen nous mecanismes de resistencia que es
propaguen facilment a nivell global i posen en perill la nostra capacitat de tractar
infeccions bacterianes. Malalties comuns com la pneumonia, la tuberculosis i la
gonorrea s-n cada vegada m®s dif2cils de t
antibiotics. A meés, sense antibiotics, intervencions tant necessaries com el

traspl ant ament doé, rgans, l a quimioter " pia, c
doalt risc ja que pujaria exponencial ment
Per , el m®s preocupant pels experts s-n el
(Unitat de Cuidats Intensius). Aquests pacients tenen el seu cos en un estat
immunodeprimit, és a dir, tenen moltes possibilitats de contraure una infeccid. Si a

meés a mes, aquesta infeccio és causada per un bacteri resistent pot causar grans

danys i probleme s en el pacient . Com a conseq¢ n
resist ncia bacteriana t amb® umdamgeo tes a | ¢
hospitalitzacions, | a necessitat doat enicailamenn®en eler s or

casos més extrems, la mortalitat dels pacients.

Pero, aquesta amenagca comporta una amplia gama de conseqiiencies molt més

extensa, des de problemes socioeconomics a politics. Pels governs suposa un gran
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sobrecost en el sistema sanitari. Les |1l arc
ido %%l tima | 2ni a, l a formaci - del per sonal S
mesures doapll ament . .. Tot ai x, , fa que |

capital. Fins i tot, va molt més alla de la medicina. També afecta la ramaderia,

| 6iauffura, laindist ri a dbéali ments i el me d i ambi e
afectats.
6. 2 Causes principals de | 6auge de |l es resi

La resisténcia bacteriana és un procés natural gracies el qual les espeécies
bacterianes sOhamepgdoguymueacadpt earnvolta I sob
i ndegut dbéaquests medicaments ha accelerat
societat que abusa extremadament dels farmacs, no simplement dels antibiotics. En

|l es consultes doat e receéxcessipamentrelsramtibiotic®.sAnpés e s C r |
a més, tot i que sigui il-legal a Espanya, molta gent adquireix aquests medicaments

sense prescripci6 méedica 0 no segueixen les instruccions del tractament. Pero

també, aquest abls es produeix a les consultes primaries, quan els metges de

familia es veuen desbordats i no tenen métodes per diferenciar entre una grip i una

infeccid bacteriana.

També, molt poca gent sap que la indUstria agroalimentaria €s un dels principals
consumi dor s dlésagmangeésthihatn ccansAum exagerat doéa
bestiar i ,és en aguestes instal-lacions on es propaguen molts bacteris resistents.
Despr®s, nosaltres consumim aquesta carn o
la nostra microbiota. Potser a nosaltres no ens afectaran, perd quan entrem amb

contacte amb una persona amb el sistema immunitari debil és molt possible que

contragui una infeccio resistent.

A meés a mes, aquest problema es veu greument perjudicat per la falta de nous

antibiotics. En els ultims vint any s, no sodbha descobert cap
f"rmacs. Avui en di a, el pressupost mi t j
medi cament ®s douns 500 milions do6éeuros i

suficients per assegurar una disponibilitat continuada de medicaments
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antimicrobians efica-os. El's antibi , tics n
| 6i ndustria farmac utica, prefereixen inve
poca recerca publica depen delfinan- ament de | 6Est at

6.3 Linies de recercai nous projectes

Actualment, als laboratoris de | 6 Hos pil malvadlé doOéHebron sobdest
dues linies diferents de recerca per trobar metodes i mecanismes per fer front a

| 6avan- de | es resist ncies bacterianes.

6.3.1 Técnigues de diagnostic rapid

Les tecniques de diagnostic rapid son proves que es caracteritzen per ser senzilles,
rapides i precises. Estan pensades per ser utilitzades enlesconsul t es dobat
primaria pel personal sanitari, encara que no tinguin coneixements en analisi de
| aboratori. AV Ui en di a, j a s'utilitza u
| 6ami gHmald i mapgporia de casos dobébaquesta infec
amb antibiotic, encara que molt pocs estiguin verdaderament causats pel bacteri
Streptococcus pyogenes. A m®s a m®s, sbha portat a t
nova técnica de diagnostic rapid de la grip. Aquesta malaltia virica és sovint confosa
amb una infeccié bacteriana, per aixd molts metges recepten antibiotics quan no és
necessari. Amb aquestes proves, nNo nom®s so
consum ddbéantibi tics sin- gue tamb® sbha

gracies a un diagnostic més precis.

6.3.2 Estabilitat plasmidica

Aquesta nova linia de recerca esta sent investigada pel doctor Juan José Gonzélez

Lépeza | 6 Hospi t al Vall d @+Hbada emlanidea deqqueens tots pr o j
el s bacteris tenen el gen que el sronwsomip,or ci C
sin- gue | 6hpaanr tdalrt idnbguunt pa as mi di . Per ai x,,

les proteines clau perqué el plasmidi sigui estable i, u n ¢ o gin idedtificat, buscar
un compost que les inhibeixi. Quan el plasmidi és inestable, el bacteri el perd. Per
tant, al mateix moment, recupera al seu fenotip de resistencia original. | com a

consequencia, el bacteri torna a ser sensible a antibiotics que abans no es podien
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utilitzar. Gracies a aquesta innovadora idea no é€s necessari produir nous antibiotics i

es possible reutilitzar antibiotics que havien quedat obsolets.

Tot [ gue aquestes s:-n | es | 2nies de rec:
doHebron, altres hospi estahrecercant@lees métoeles. Ud 61 n v €
de molt interessant és, per exemple, la utilitzacié de virus bacteriofags. Aquests tipus

de virus infecten i maten Unicament cel-lules procariotes. En alguns hospitals de fora
déEspanya | a esi®lbesultat ban estatrbong. Tot i aixi, la comunitat

cientifica creu que encara és necessiten meés estudis. A més, la recerca no és limita

en | 6" mbit sanitardi hum™ |, sin-: gue tamb® h
CRESA'?2, al igual que centres doi nv &sPeriaigoa c i

els cientifics utilitzen el concepte One Health. El concepte One Health defineix la
estrategia mundial per ampliar les col-laboracions interdisciplinaries en tots els
aspectes de | 6atenci - sanit”ria peAguestia h u ma
idea és molt adequada per aplicar a la recerca de métodes per fer front a les
resist ncies ja que totes |l es disciplines ¢

elles.

A més, en els dltims anys, la Unié Europea ha destinat grans quantitats de fons dels
pressupostos en subyvectesiiomanitzacidnd eomuaecOME sla pr o ]
Generalitat estan creant campanyes de conscienciacié per educar a la poblacio

sobre com actuar davant infeccions bacterianes per no induir en la propagacié de
resisténcies. Fins i tot, es va establir el 18 de novembre c o m e | Dia Europe

Prudent dels Antibiotics.

12 CRESACentre de Recerca en Salut Animal.
13ICRALYéG7\GdZﬁ [ FGFfL RQLY@S&(]AEII- OAs RS Q! A3dzt o
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7. Taula de bacteris
En aquesta taula, basada en informaci- extreta dobéarticles i
doéinformaci -, sbébexposen dades b”"siques del s

IMATGE INFORMACIO

Micrococcus luteus Familia: Miccroccaceae

Morfologia: coc
Gram: positiu

Temperatura optima de creixement: entre
25°C i 30°C.
Nutricid: saprofital®

Habitat: s , | , pol s, ai gua,

Figura 12: Micrografia de Micrococcus | mamifers. També viu en la boca, mucoses i

luteus obtinguda per SEM'* © Janice Carr . .
tracte respiratori su

Pigmentacid: pigment de color groc

Respiracid: aerobica

Patogenicitat: és molt poc patogen pero de

vegades actua com un bacteri oportunista.
Pot provocar infeccions nosocomials en

pacients immunodeficients.

ASM MicroboL ibrifyon

Altres dades: va ser estudiat per Alexander

Figura 13: Placa de petri amb colonies de ) ) . 3
Fleming, qui va descobrir que és molt

Micrococcus luteus © ASM
MicrobeLibrary.org sensible al lisozim?16
Pseudomonas fluorescens Familia: Pseudomonadaceae

14 SEMmicroscopi electronic de rastreig.

15 Nutrici6 saprofitati A LJdzd RS Yy dziNAOAs Sy €I ljdzZf tQ2NBAIFIYyAaYS 20a
0 vegetal que esta morta o en descomposicio.

16 | isozimenzim bactericida que impedeix infeccions i qetieoresent en nombroses substancies segregades

pels éssers vius com les llagrimes, la saliva i la llet.
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Figura 14: Micrografia de Pseudomonas

fluorescents obtinguda per SEM amb color
afegit. © Organic Soil Technology

Figura 15: Placa de petri amb colonies de
Pseudomonas fluorescents © ArgoTekno
Lab

Morfologia: bacil lofotric

Gram: negatiu

Temperatura optima de creixement: entre
25°Ci30°C

Nutricig: saprofita

Habitat:s , | , plantes 1 su

Pigmentacio: pigment fluorescent anomenat

fluoresceina que reacciona a la Illum

ultraviolenta.
Respiracid: aerobica

Patogenicitat: no patogen, molt poques

vegades infecta éssers humans i actua com
a bacteri oportunista

Altres dades: aquest bacteri és conegut per

ser un promotor del creixement vegetal ja
gue estimula la germinacié de les llavors i
accelera el creixement a partir de sintetitzar
hormones. A més a més, produeix antibiotics
naturals que eviten les

que plantes

emmalalteixin de fongs i altres bacteris

patogens.

Serratia marcesens

Figura 16: Micrografia obtinguda per SEM
amb color de Serratia marcesens ©

Scimat

Familia: Enterobacteriaceae
Morfologia: bacil
Gram: negatiu

Temperatura optima de creixement: 37°C

Nutricig: saprofita

Habitat: prefereix viure en condicions

humides pero es pot trobar en habitats molt
variats: sol, plantes...
a causa del

Pigmentaci6: color vermell

pigment prodigiosina
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Figura 17: Placa de petri amb colonies de
Serratia marcesens © Microbitos blog

Respiracid: anaerobica facultatival’

Patogenicitat: __bacteri oportunista.  Sol

causar infeccions, sobretot urinaries i
nosocomials en pacients amb defenses
baixes.

Altres dades:

1 Els bacteris del genere Serratia son

sovint frequents resistents a les
penicil-lines i les cefalosporines de
tercera generacio.

1 Solen provocar brots en els hospitals i

unitats de cures intensives.

Staphylococcus epidermis

Figura 18: Micrografia obtinguda per SEM
amb color de Staphylococcus epidermis ©

Daum blog

Figura 19: Placa de petri amb colonies de
Staphylococcus epidermis © Microbitos

blog

Familia: Staphylococcaceae

Morfologia: coc

Gram: positiu

Temperatura optima de creixement: 34°C
a37°C

Nutricid: saprofita

Habitat:

superficie de la pell humana i

déani mal s i me mbr anes

Pigmentacid: no pigment

Respiracid: anaerobica facultativa

Patogenicitat: _és un bacteri molt poc

patogen comparat amb S. aureus. Pero, es
sap que crea biopel-licules que creixen a
dispositius que es col-loquen dins el cos
(cateters intravenoses, protesis mediques,
valvules...).

Altres dades:

17 Organisme anaerodbic facultatiii: A LJdz&
RQI |j dzS &

02Y Sy L 0asyOAl

RQ2NHIyAaYS L2

A aod

i dz§ $a

¢

(V)
Q)¢

w

o
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M1 £s | 6esp ci e m® s
contaminacio en analisis clinics.
M Té una alta taxa de resisténcia a la

meticil-lina.

Bacillus cereus

Figura 20: Micrografia de Bacillus cereus
obtinguda per SEM © Marisol Moya i
Miguel Angel Velasquez

Figura 21: Placa de petri amb colonies de
Bacillus cereus © Santiago Pablo Baggini

Familia: Bacillaceae

Morfologia: bacil

Gram: positiu

Temperatura optima de creixement: 30°C
a37°C

Nutricid: saprofita

Habitat: sol i aliments que ha contaminat

Pigmentacio: ----------

Respiracid: anaerobica facultativa
Patogenicitat: __aquest bacteri causa

emmet zi nament pel c
contaminants. Produeix dos tipus de
infeccions provocades per toxics:
1 Forma diarreica: causa diarrea i dolor
abdominal
1 Forma emética: causa vOomits i

nausees.

Altres dades: -------

Bacillus megaterium

Familia: Bacillaceae

Morfologia: bacil

Gram: positiu

Temperatura optima de creixement: al
voltant dels 30°C

Nutricié: saprofita
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Figura 22:
megaterium tenyides de Sudan negre i

Jse=

Celllules de Bacillus

safranina © Wikipedia

Figura 23: Placa de petri amb colonies de
Bacillus megaterium © Department of
Veterinary Disease Biology

Habitat: gran varietat de superficies. Des del

sol, pedres, cuir, excrements de vaca,
aliments...

Pigmentacig:-------------

Respiracio: aerobica

Patogenicitat: no patogen

Altres dades:

f Es un reconegut agent de control de
malalties de plantes.
1 També

important en la

€s un organisme molt

indUstria ja que

produeix penicil-lina amidasa per crear

penicil-lina sintetica, diverses

amilases®® per la industria del forn i

sbutilitza en | a

B12, entre dobéaltre

Eschericha Coli

Figura 24: Micrografia de Eschericha Coli
obtinguda per SEM amb color © Infocistitis

Familia: Enterobacteriaceae
Morfologia: bacil
Gram: negatiu

Temperatura optima de creixement: 37°C

Nutricig: saprofita
Habitat: t r act e gastroint
animals de sang calenta

Pigmentacid: no pigment

Respiracid: anaerobica facultativa

Patogenicitat: és un dels organismes

rellevants en els éssers
des d

digestiu (on es sol trobar) a altres sistemes i

patogens meés
humans. Provoca
aparells (urinari, circulatori, nerviés...).

Altres dades:

18 Amilasaenzimque té com a funcié trencar el glicogen i el midé en sucres simples.
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f Es el bacteri anaerobic facultatiu
comensal’® més abundant de la
microbiota

f Es necessari pel funcionament

correcte de | 6apar

Figura 25: Placa de petri amb colonies de
Eschericha Coli © EI técnico ambiental
blog

9Comensalismé S & dzyl F2NXI RQAYGESNI OOAs o6A2ft53A0F Sy f1
jdzS t QFtGNB y2 Sy &dzaNI LISNBAdZRAOFG yA o6SYySTFAOALFG®
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8. Practica l
8.1 Objectiu
LOobjectiu déoazopumwesstsd epK @tni qpa acti car l a pr
poder estudiar | a sensibilitat [ resist ncia dou

déantibi , tics.

82T cnigues dobéinvestigaci

8.2.1 Material

12 ml brou nutritiu, nansa de sembra, 6 mini vasos de precipitats, 2 vasos de
precipitats, escalfador electric, bacteris (Microccoccus luteus, Pseudomonas
fluorescents, Serratia marcesens, Staphylococcus epidermis, Bacillus cereus,
Bacillus megaterium), fogonet dbéal cohol , comptagotes,
nutritiu, di scs ddéanti bi  ti csnicil{inam®xii ci | L
levofloxacino), alcohol, permanent, pinces, cambra de gasos, cinta adhesiva, caixa

de cartro, llumins.

8.2.2 Protocol

Per poder realitzar aquesta practica realitzaré el seguient protocol. Primerament,
sembraré les noves plagues de petri utilitzant el brou nutritiu. A continuacio,
col kLl ocar® a cada placa quatre de discs does
aproximadament, per després valorar els resultats obtinguts i determinar la

sensibilitat de les soques bacterianes estudiades.

8.2.3 Técniques emprades

La principal tecnica emprada en aquesta practica és coneguda amb el nom
déanti bi ogr ama. Aguesta t cnica mi crobi ol

5

bacteri a un grup ddéantibi , tics. Av uel en
laboratori clinic per decidir quin antibiotic €s més adequat per tractar al pacient. A
m® s a m®s, el s anti biogrames tamb® es r eeé

bacteriana ja que mostren quins bacteris sén resistents i quins sén sensibles.
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Els passos basics a seguir per dur a terme necessaris un antibiograma son els
seguents.

1. Aillar la soca de bacteris responsables de la infeccio.

2. En una placa de Petri amb agar es sembren els bacteris. La sembra de

bacteris es duu a terme amb un bastonet de cotd estéril o una nansa de

sembra que so6i mpregna amb el me d i on
continuaci -, es passa | outensil:i ut i it :
3. Tot seguit, es col Ll oquen discs de pape
laplacadePetri,S6ha de tenir en compte | 6espai

Si quedessin massa junts podria afectar als resultats.

4. Es diposita |l a placa en una estufa de |
durant 24 hores a 37°C.

5. Per acabar, es mesura el diametredel 6 hal o sense crei xemen
ha al voltant de cada disc i es compara amb la taula corresponent de cada

antibiotic sobre la seva capacitat de difusié en el medi.

Per un determinat antibiotic, segons el CLSI??, una soca bacteriana és:

1 Sensible: si exi steix una possibilitat do xi
habitual.
T Resistent: si l a possibilitat doé xit ter

esperar cap efecte terapéutic sigui quin sigui el tipus de tractament.
T Interm di a: Qpewatio és limprexisible encagar que es pugui
aconseguir en certes condicions, per exemple, en concentracions molt

elevades.

8.3 Procediment

12 de setembre del 2017

20 CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute): és una organitzacié sense anim de lucre que
promou el desenvol upament i | 6%s de nor mes i paut e
cient2fica dintre | b6assist ncia m dica
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Figura 26: Plaques de petri de vidre del CESIRE. Font propia.

Léobjectiu principal déavui ®s preparar el
petri enviades des del CESIRE.

1. Abans de comencar, esterilitzo el material que faré servir. Per tant, omplo un
vas de precipitats amb aigua i hi poso a dintre el comptagotes, les pinces i els
sis mini vasos de precipitats. Es important que també hi hagi aigua dintre el
comptagotes. Aquest no és un bon métode per esterilitzar, perd com que no
di sposem de material est robl o olla a pr
2. Collocoel vas de precipitatosguseo bsrbee slcéadsfcial f
3.Un cop | 6aigua apagmkdeacal fhbadud ésrefredicee i x
material.
4. Dintre la campana de gasos, encenc e | fogonet doal cohol
passos sempre es faran dintre la campana).
5. Amb el comptagotes préviament esterilitzat, preparo els sis mini vasos de
precipitats amb 2 ml de medi liquid nutritiu cada un.
6. Esterilitzo la nansa de sembra. Primerament, la submergeixo en un vas de
precipitats amb alcohol i després la flamejoal f ogonet dbéal cohol
7. Curosament, llisco la nansa per la placa de petri que conté els bacteris on es
vegi visiblement una colonia.
8. Submergeixo la nansa en un mini vas de precipitats. Un cop acabat el pas, es
aconsellable arraconar el vas de precipitats per no equivocar-se i repetir
| 6acci
9. Repeteixo el punt 6,7 i 8 fins haver sembrat cada mini vas de precipitats amb
el seu bacteri corresponent.
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10. A continuacio, aboco el contingut de cada mini vas de precipitats en una
placa de petri diferent.
11.Deixo que es refredin uns 30 minuts les plaques perqué es solidifiqui el medi
nutritiu liquid.
12.Amb unes pinces preéviament esterilitzades, agafo e | s di cs doéant
col-loco un de cada tipus a cada placa de petri.
13.Marco amb un permanent les plaques per no confondre-les i les segello en
un extremambcintaadhesi va per dificultar que sb6ob
14.Les poso dintreunacaixade cartr -, a prop doéuna fine:
d 6 u rstafa de laboratori.

Abreviaci6 |[Nom de | 6esp
ML Microccocus luteus

PF Pseudomonas fluorescens
SM Serratia marcesens

SE Staphylococcus epidermis
BC Bacillus cereus

BM Bacillus megaterium

Taula 3: Abreviacions de les espécies dels bacteris. Font propia.

Figura 27: antibiogrames acabats de preparar. Font propia.
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Per poder veure el

20 de setembre del 2017

Figura 28: PF al cap de 8 dies. Font propia

segui ment compl et

Figura 29: BM al cap de 8 dies. Font propia

Figura 30: ML al cap de 8 dies. Font propia.

Figura 31: SE al cap de 8 dies. Font propia.

Figura 32: SM al cap de 8 dies. Font propia.

8.4 Resultats

Figura 33: BC al cap de 8 dies. Font propia.

de
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ML PF SM SE BC BM
Levofloxacino | X X+ X+ +X X+ X+
Penicil-lina G +X
Estreptomicina | X X X X X X
Amoxicil-lina X +X X

Taula 4: Sensibilitat dels bacteris als antibiotics. Font propia.

X=sensible, el signe + refereix a que hi ha un halo amb un diametre més gros que

els altres

8.5 Discussio6

Com podem observar en els resultadselmésbting
eficac,t ot i gue es un antibi tic dbéampl. espe
del grup de les quinolines. Aquest grup es sol utilitzar en infeccions produides per
bacteris resistents. Déaltra banda, | 6ant i
Aquest fet és pot deure a que la Penicil-lina G té un espectre molt reduit, només sén

sensibles alguns bacteris Gramnegatius. A més a més, avui en dia esta molt estesa

l a resist ncia a aquest antibi,k tic. L6Yni c
SE, que és un bacteri Grampositiu. Segurament aquest incident ha sigut causat per

|l a poca equidist " "ncia amb | a qual estan po:
primer antibiotic aillat els quals els bacteris Grampositius eren sensibles pero també

té efecte bactericida en els Gramnegatius, tal i com podem observar en la taula. Per

altim, es pot veure que hi ha hagut alguns bacteris resistents al 6 a mo x jtoti | LI i
gue es considerada un antibi tic dbéampl:i

levofloxacino.

Les l i mi tacions m®s grans gque he tingut |
| aborator.i i |l a poca esterilitat del ' 1 oc ¢
ideal per fer practiques de microbiologia. Tot i que sempre hem esterilitzat tot el

material que hem fet servir, han crescut fongs a les plaques de petri. El fracas

ddbaquesta pr " ctica ®s | 6anti biograma de SE.
la placa sense donant-me compte que hi havi a qlikeguwi d a
moure | va arrupunar | 6antibiograma. Les an:
di a. A causa del frac”™ s, vam repetir | 6dant

com que no teniem una estufa vam provar-ho amb una iogurtera. La temperatura
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que proporciona la iogurtera és lleugerament més alta que una estufa, en comptes
de 37 °C ronda al voltant dels 42°C, i no és regulable. Quan vam tornar el dia

seguent de la sembra per mirar si havien crescut colonies ens vam trobar que el

me d i nutawviiai Wesph a- at cap els extrems. Per

acabar dbéapreciar b® | dantibiograma.
~__Figura 34: antibiograma de SM fallit. Font propia.

Final ment, S i di sposes de m®s temps, tornali

utilitzar la iogurtera.
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9.Practica 2

9.1 Objectiu

Léobjectiu princi pomdisteid énduscaebadteds rpsisterdsten @ a

nostre entorn. Per aix0, agafarem tres mostres de tres llocs diferents relacionats amb

el concepte One Health (huma, animal i medi ambient). Per tant, les mostres seran

del riu Onyar, | a I I et fresca débuna vaca

doéoanti bi , tidedasnevasaliva. poc

5

92T cniques dobéinvestigaci

9.2.1 Material

6 plaques de petri, llet de vaca fresca, bastonets de cotd, comptagotes de vidre,

aigua de riu, cinta adhesiva, f ogonet lluidsa tulc esktenl,| permanent,
escalfador, campana de gasos, vas de precipitats, caixa de cartrd, pots esterils,
aigua destil-lada, nansa de sembra, portaobjectes, cristal-litzador, pinca de fusta,
plaques de petri buides, nansa de sembra, violeta de metil, lugol, alcohol, safranina,

pipeta Pasteur, microscopi optic, vas de precipitats, iogurtera.

9.2.2 Protocol

Per poder realitzar aquesta practica realitzaré el segtient protocol. Primerament,
aniré a buscar les mostres i sembraré les plaques de petri. Esperaré una setmana i
faré la tincid de Gram a algunes colonies de bacteris que hagin crescut. Gracies a la
tincié podré saber si s-n Gramnegatius o Gramposi

extreure les conclusions.

9.2.3 Tecnigues emprades

La técnica de la tincié de Gram fa ser desenvolupada pel bacterioleg danés Christian
Gram el 1884. Aquesta técnica permet distingir entre els bacteris Grampositius i
Gramnegatius. Els bacteris Grampositius queden tenyits de violeta i els
Gramnegatius de rosa. Agquest fet passa perque les parets dels bacteris

Grampositius sOn riques en acids teicoics perd0 no tenen fosfolipids, aquesta
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caracteristica fa que el violeta de genciana quedi impregnant i que es mantingui
intacte gracies a que el lugol creaunacapai mper meabl e que no dei X
decol orii el tint. Déoal tra banda, |l es pare
composici - di ferent, s-n decolorats per |0
tenyits per la safranina. En aguesta practica em fet servir dos variants diferents de la

tincidé de Gram.

Léaltra t cnica empr ada ®s | 6anti biogranm
mi crobi ol  ,gica que determina | a susceptibi
Avui en dia, és la tecnica més utilitzada en el laboratori clinic per decidir quin
antibiotic és més adequat per tractar al pacient. A més a més, els antibiogrames
tamb® es realitzen en | destudi de | a resi

bacteris sén resistents i quins son sensibles.

Enaquestapr "ctica tamb® sbébha empr at |l a prova

0
préviament explicada en el subapartati 6 . 3 T cni ques empradeso

9.3 Procediment

12 de setembre del 2017

Léobjectiu del di a es sembr &es mostres gue pema qu e s

aconseguit.

Previament, abans de comencar amb la sembra, esterilitzo els comptagotes. Per

| 6esterilitzaci+- segueixo els passos segg¢en

1. Col-loco el material que es necessiti esterilitzar dintre un vas de precipitats.
2. Afegeixo aigua dintre el vas. Es important que en els comptagotes també hi
hagi dintre aigua.

3. Collocoel vas de precipitatsoqueedblr e | 6escalf

La placa 1, abreviada 1, correspondra a la placa sembrada amb la meva saliva. Per

preparar la placa utilitzo els seglents passos:

4. Amb un bastonet de cot6 agafo mostres de saliva a la meva boca.
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5. Pressiono suaument el bastonet sobre el medi de la placa de petri i el moc
fent zig-zag cobrint tota la superficie.
6. Tanco la placa, la marco amb un permanent i la segello en un extrem amb

cintaadhesivaper qu sigui m®s dif2cil que sb6o0b

La placa 2, abreviada 2, correspondra a la placa sembrada amb la llet de vaca

fresca.

7. Amb un comptagotes, préviament esterilitzat, agafo 2 , 5 ml decol | et
sobre la placa de petri.
8. Tanco la placa, la marco amb un permanent i la segello en un extrem amb

cintaadhesivaper qu sigui m®s dif2cil que sb6o0b
La placa 3, abreviada 3, correspondra a la placa sembrada amb aigua del riu Onyar.

9. Com que el pot amb el qual vam recollir la mostra és molt més petit que el de

la llet simplement aboquem acuradament el liquid.

El resultat final de |l a pr~ ctica doavui

Figura 35: Plaques acabades de sembrar. Font propia

Un cop acabat | 6objecti u gunacaixhaencartréeasprop r e s

déunastfriangger manca doéuna estufa de cultiu.
Per poder veure el seguiment complet de | es

18 de setembre de 2017
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Figura 36: 1 al cap de 6 dies. Figura 37: 2 al cap de 6 dies. Figura 38: 3 al cap de 6 dies.

Totes tres son de font propia.

Un cop passada una setmana podem observar com en a les plaques 2 i 3 han
crescut colonies bacterianes, pero en la placa 1 simplement han crescut fongs. Per
tant, faré la tinci6 de gram de només dues plagues tot i que prepararé dos
portaobjectes per la placa 3 ja que es poden distingir colonies bacterianes diferents.
Els distingiré pels noms de 3C (la colonia amb el color més claret) i 3F (la colonia

amb el color més fosc).

El procediment de la tincié de gram utilitzada és:

1. Encenc el fogonet dbéal cohol i preparo e

petri buidesielshi tiro una gota do6éaigua destillL

2. Esterilitzo la nansa de sembra. Primerament, la submergeixo en un vas de

precipitats amb alcohol i després laflamejoal f ogonet déal cohol

3. Curosament, llisco la nansa per la placa de petri que conté els bacteris on es

vegi visiblement una colonia.

4. Frego | a nansa de sembra sobre | a gota

Repeteixo els punts 2,3,4 fins haver preparat tots els portaobjectes.

6. Tenyeixol 6 esp ci men adokant eibletapde netile e genciana,
gue com indica el seu nom, tenyeix de violeta.

7. Espero un minut i seguidament netejo la placa amb aigua destil-lada. Agafo el

portaobjectes amb pinces de fusta. Dei xo que | 6aigua tenyi

cristal-litzador.

8. Afegeixo el mordent?!, lugol. Espero un minut.

2lMordent: Sub st "nci a que, fixada a un teixit, a una pell,

53

pern

























































