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Sumari

El tema d’aquest treball de recerca s’inclou diasdisciplina de la Biologia,
concretament a la branca de la Microbiologia Mdkcu.’'objectiu d’aquest estudi
és demostrar quina seria la millor solucid per ieeadaquells patdogens bacterians
que han adquirit resisténcies als antibiotics tiadals. Per tal de dur a terme
aguesta experiencia, es dissenyara una part @amties comparara l'efecte de dos
tractaments que constitueixen la solucié per comb#ts soques bacterianes

resistents.

La base en que es fonamenta cada terapia és tatalifexent: la primera, coneguda
amb el nom de quimioterapia parteix de I's d’aotibs i la segona, anomenada
fagoterapia o terapia fagica consisteix en l'agii@ade microorganismes virics

procedents d’ecosistemes naturals.
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Fagoterapia: una alternativa als antibiotics

1. Introduccio

Prenent com a punt de partida 'ambit de les c&npier a dur a terme el treball de
recerca, vam voler desenvolupar un tema relaciamdit les resistencies bacterianes
envers les substancies biocides. El poc rigor égatjenunciat ens obria un ventall de
possibilitats massa extens i alhora amb certa ditbigpoer estudiar. Tot i aixo, el
que clarament teniem definit com a objectiu eralitzaa I'efecte d'un dels
compostos biocides més coneguts, els antibidtinseletractament de malalties
infeccioses especialment per a I'espécie humanmeéia assisténcia a la universitat
va acotar el camp de treball respecte aquesta imat&icies a I'assessorament que
vaig rebre per part dels docents especialitzataierobiologia molecular i finalment
vam optar per fer un estudi comparatiu entre dibiatics i un element antibacteria
de naturalesa virica (utilitzat en una técnica agwada fagoterapia). Vam considerar
molt atractiu el desenvolupament d’aquest temajahoent poc investigat dins la
comunitat cientifica, sobretot per la seva pecitidiirdestruir un bacteri patogen per
a la salut humana utilitzant un virus, el qual apagment pot ser més perjudicial per
aquesta. Resulta sorprenent com “I'enemic del teeméc pot arribar a ser el teu

amic”.

A partir d’aqui vam definir una tesi que gira entar la segiient questio: Quin dels

dos productes biocides testats (antibiotics o fgpia) és meés eficac en la

destruccié de cél-lules bacterianes que han atgasistencies antibiotiques? La

resposta a aquest plantejament constitueix el diadjuest treball format per un bloc

teoric, on es recullen els coneixements cientifsessaris per poder comprendre els
conceptes principals que envolten l'assumpte estudiun bloc practic que

mitjancant el métode cientific permet contrastaresultats d’aquesta investigacio.
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L’apartat teoric consta de cinc subtemes: una brieaduccié a la microbiologia; la
morfologia, I'estructura i la fisiologia bacterignels compostos antimicrobians o
biocides; les resistencies als mateixos i I'Us defdgoterapia com a metode

d’eradicacio de bacteris.

En l'apartat experimental s’exposa el procedimem¢ g’ha seguit, els resultats
obtinguts, les corresponents conclusions i es cet@@Emb especulacions derivades
del falseig de les hipotesis inicialment plantegad® grans trets, el metode emprat
consisteix en incorporar un gen de resisténcia aultiu bacteria determinat i

sotmetre’l a la infeccidé per part d’antibiotics irus bacteriofags (especie virica
utilitzada en la fagoterapia). Aquest cultiu (jafentat) es deixara créixer i

posteriorment es comparara amb el cultiu controk (qo s’ha infectat). D’aquesta
manera, es podra observar quin d’aquests prodactidsacterians destrueix una

quantitat superior de cel-lules i per tant és niédtia alhora d’eliminar els bacteris.

Finalment el treball presenta unes conclusiondsfioa es fa un balan¢ general dels

resultats obtinguts i es dona resposta a la qUesifipsada.

Aixi doncs, el present treball de recerca pretéstrao una alternativa innovadora i

de facil accessibilitat que podria convertir-seeefutur de la medicina moderna.
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2. Microbiologia

2.1 Introduccié a la Microbiologia

La microbiologia és la ciéncia que estudia els augganismes, és a dir, aquells
organismes massa petits per poder ser observatypbe wvista i la visualitzacié dels
quals requereix I'is del microscopi. Aquesta deitnimplica que I'objecte material
de la microbiologia ve determinat per la mida d&dsers que investiga, fet que
suposa que abasta una enorme heterogeneitat de egpwcturals, funcionals i
taxonomics: des de particules no mobils com els virus i [jdins a organismes
cel-lulars tan diversos com els bacteris, els pots i part de les algues i dels fongs.
Podem definir, doncs, els microorganismes com ergsie mida microscopica dotats
d'individualitat, que necessiten per al seu esindi metodologia propia i adequada a
les seves petites dimensions i presenten una ¢zgaid biologica senzilla, bé sigui
acel-lulaf o cel-lular, i en aquest Gltim cas podran clasamifse en unicel-lulars,

cenocitics, colonials o pluricel-lulars perd sense difereriéian teixits o drgans.

2.2 Microorganismes

Tal com s’ha explicat anteriorment, la microbiokbgs’encarrega de I'estudi
d’aquells objectes o agents de diametre inferionanil-limetre que no es poden
observar clarament i per tant requereixen I's dhitroscopi per poder ser
examinats. No obstant aix0, alguns microorganissdesvisibles a simple vista com
les floridures del pa, les algues filamentoses@#pecies bacterian€siomargarita
i Epulopiscium De manera que la dificultat d’establir els limides la microbiologia

ha comportat el suggeriment d’altres criteris pdefinir el seu ambit d’estudi. Entre

! Classificacio dels éssers vius en grups o taxons.

> No presenten estructura cel-lular i s6n considgpatasits: infecten cél-lules per poder
reproduir-se.

* Cél-lules plurinucleades (presenten més d’'un medtiiular).
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les multiples alternatives proposades al llarg delgs, se sosté la que actualment la
majoria de microbiolegs recolzen. Aquesta es badsa divisio dels organismes en

tres dominisBacterig Archaeai Eucarya

— Bacteria: aquest domini esta format per cel-lules procesiageneralment
unicel-lulars. S6n microorganismes que es trobemateera abundant al sol,
I'aigua i l'aire i a més a més son els principadbitants de la pell, la boca i
els intestins humans.

— Archaea: domini format per organismes procariotics quelisngeixen dels
classificats com 8acteriaen molts aspectes, especialment en les sequencies
de RNA ribosomic. També manquen d'un componentnessiea les parets
cel-lulars i posseeixen lipids de membrana caiatitsr. AlgunesArchaea
duen a terme processos metabolics inusuals complacitat de generar gas
meta.

— Eucarya: inclou microorganismes formats per cel-lules dates. Dins
d’aquest domini també pertanyen els animals i lesites, tot i que els
microorganismes que s’estudien son:

o Protists: es distingeixen algues unicel-lulars, protozous,
mucoses i florits aquatics.
o Algues soOn protists fotosintetics que juntament amb els

cianobacteri$produeixen el 75% de I'oxigen del planeta.

“ Bacteris que tenen la capacitat de realitzarttasfotesi.
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o Protozous son protists unicel-lulars generalment dotats de

mobilitat. Obtenen nutrients
mitjiancant la ingesti6 de

matéria organica o daltreg

microbis. Fig. 1 Protozou.

o Mucoses es tracta de protists que s’assemblen als prosozo

als fongs en diferents fases del seu cicle vital.

o Florits aquatics: viuen a les aigues superficials de fonts i

- ~ =

sobre la terra humida.
S’alimenten de la vegetacio

en descomposicio.

: 25 Fig. 2 Imatge microscopica d'L
v‘ - florit aquatic.

> Fongs sbén un grup de rﬁicroorganismes gue inclouen ferme
unicel-lulars com els llevats, i multicel-lulars ntoles
floridures i els bolets. Gracies al seu ampli meliaine, molts
fongs fan funcions beneficioses com la fermentaeidpa, la
produccié d’antibidtics i la descomposicié d’organes

morts.

La diferencia fonamental entre els grigecterig Archaeai Eucaryaés el tipus de
cel-lules que formen els microorganismes corresgeneper aquesta rad, a
continuacio s’exposen de manera sintetica els ipaigtrets distintius entre cél-lules

procariotes i eucariotes.
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Cél-lula PROCARIOTA Cél-lula EUCARIOTA
Genofor Un sol cromosoma | Nucleoplasma | Més d'un
cromosoma
DNA bicatenafi i
circular (part inicial DNA bicatenari i
unida amb la lineal
terminal)
No presenta Presenta
membrana nuclear membrana nuclear
(nucli no definit: (nucli definit)
nucleoide)
No conté histonés Conté histones
Replicacio del material genétic: Replicacio del material genetic:
Sense mitosi Mitjangant mitosi
Organitzacio del citoplasma Organitzacio del citoplasma
Organuls
Organuls - mitocondris
- ribosomes - cloroplasts
(cél-lules vegetals
Estructures externeg - reticle
- Paret cel-lular endoplasmatic
- Capsula - complex de Golg
- lisosomes
Mesosoma - vacuols
- citoesquelet
- ribosomes
Fig. 3

® Estructura constituida per un acid nucleic (DNARENA) que forma el cromosoma d’un
bacteri o un virus.

® Format per dues cadenes.

" Proteines que permeten la condensacié del DNAesequals aquest s’enrotlla.

® Invaginaci6 de la membrana cel-lular.
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Paret\cel- lule
1

4 Membrana plasmati

_E,Citoplasma

Capsul;

Fig. 4 Cél-lyeocariota.

Complex de Golgi
Reticle endoplasma

Nucli g Membrana plasmati
_ Mitocondri . _
Fig. 5 Cél-lulacawiota.

Citoplasmi

Existeix un altre gran grup, el dels virus, quelaocestructures no considerades
organismes vius pero que indiscutiblement formet grel mon microscopic a causa

de la seva inapreciable dimensio.

— Virus: sén entitats acel-lulars que necessiten envaicahlula hoste
per a poder replicae. Es tracta dels microbis més minudsculs ja que
poden arribar a ser 10000 vegades més petits qumacteri tipic,

perdo la seva mida no és proporcional al seu podexdueixen
7
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multitud de malalties han causat epidemies que han transform

historia tumana.

Fig. 6  Virus HIV causant de la SID/#

3. Bacteris

Els bacterisson organismes unicel-lulars ges distingeixen de tots els altres
I'estructura procariotica de les seves cél- lulgsrila seva mida diminuque oscil-la

entre 0,5 i Smicrometrs (Um).

Es poden considerar els pobladors més antics derta i actualment constitueix:
el grup més nombrds en comparacio amb altres regmegsie poden sobreviure
condicions extreme(< 0°C- 200°C) es troben a tots els indreaigua, aire, terra,

fluids interns d’altres éssers viu

Com a font d’energieutilitzen glucosa, que és obtinguda a través diversos
processos com séels quimiosintetics, consistents en oxidar la ni@aterganica
inorganica; o elfotosintétic:, caracteristics perqu requereixen clorofil-la com |
cel-lules eucariotes, sind que son realitzats &rpdluns pigments fotosintéti

(anomenats bacterioclorofil- localitzats emranulacions citoplasmatiqu
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Existeixen dos tipus de bacteris: earqueobacteris (bacteris ancestrals) i
eubacteris (bacteris vertade. Ambdos grups presenten una historia evolt
independent que els ha atorgat formes, composicarisiques i estructur

oposadesper aixo es classifiquen en dominis difere

Una peculiaritat dels bacteris és la seva capgier formar espores, fmes de vida
gue poden resistir anys i quan troben les condicayptes tornen a desenvolu

I'organisme.

En la creenca generels bacteris s’associen amb les malal-com la intoxicacio
alimentaria, la sifilis o la febre tifoi- perque els mésoneguts s¢ de caracter
patogen o parasitari, pero tot i aixi, la majort pdilaquest microorganismes s
inofensius i no tan sols aix0, una gran part realiasques beneficioses, com
possible lexistencia de l¢ plantes, els animals i els humans pergue man
'atmosfera dns un balanc apte per a la vida, donen lloc adeafbacteriana

permeten desenvolupar importants progressos geinadstigacio i la biotecnolog

Fig. 7 Colonia de bacterigierminiimonas glacic.

3.1 Morfologia

Els bacteris presenten una amplia varietat de midesrids. La majria té una mida
compresantre 10 i 1fum. No obstant ai¥, algunes especies ¢ la Thiomargarita

namibiensid la Epulopiscium fishelso arriben a assolir els 0,5 mm, la qual cose
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fa visibles a l'ull nuPer altra banda les varietatgs petites conegudes, entre
quals cal destacar les que pertanyen al geMycoplasmaarriben a mesurar nom
0,1 um, és a dirsontan petites com els virus més graBe manera que es [
determinar que la mida dels bacteris oscil-la entre 0,1 i um.
La forma dels bacteris és molt variada i, soving mateixa espécie adopta difere
tipus morfologics, el que es coneix com a pleorsoré. La seva morfologia e

determina la classificaci

 BACILS: Tenen forma de bastd. En div-se originen u filament que els fa
adquirir forma de fong. Per aquesta raé, el r
cientific d’aquests microorganismes va preced

la paraulanyco(en grec significa fonc

Fig. 9 Mycobacteriuntuberculas

* COCS: Tenen forma esférica. S’agrupen una vegada slhadtit.
- si queden de dos en dos s’anomenen diplc

- si formen llargues cadenes s’anome
estreptococs,

- si queden en grups adquirint una forma de
s’anomenen estafilococs.

Exemple |

o Y
Fig. 10 Staphylococcus aure

10
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« ESPIRILS: Tenen forma helicoidal i acostumen a trobandeszidualment.

Fig. 1z Vibrio parahaemolyticus

3.2 Estructura

En l'estructura bacteriana es distingeixen duetspalts embolcalls i apéndixs a la
part externa; i el citoplasma a la part internadd@3auna d’elles esta formada per

elements diferents.

® Prolongacié citoplasmatica llarga i contractil geeveix com a organ de la locomocio.
11
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Capsula

Paret

cel-lular Membrana plasmatica

DNA

ll / %
; 2 Ml /i Citoplasm,
Ribosoma: { s .
Mesosoma— >
Plasmld‘—\~—1— Flagel

Fig. 13 Estructura bacteriana.
3.2.1 Part externa
L’estructura externa o embolcall es basa en lagp@a de la membrana cel-lular o
plasmatica, la paret cel-lular que la cobreix,dpstila (que no es troba en tots els
casos) i els apéndixs com els pilis i els flagatpuesta part de I'estructura bacteriana
conté les zones de transport de nutrients, intervda relacié host&parasit, és
causant de les reaccions del sistema immunitaot icpntenir estructures toxiques

per a I'organisme afectat.

— Apendixs
Flagels sén filaments proteics, helicoidals, prims id&responsables de la

mobilitat del bacteri, que es déna quan el flaged ge manera similar a
I'nelix d’'un vaixell. Els flagels poden variar guam la quantitat, és a dir, un
sol bacteri en pot presentar des d’un fins a cangen

Pilis: sén estructures filamentoses, proteiques, tubularolt nombroses que
envolten uniformement la membrana. La seva funcansisteix en

I'intercanvi de molécules amb el medi extern i espas d'informacio

genética amb un altre bacteri. A més a més, dedesgaoden constituir una

1% Organisme sobre el qual o0 a costa del qual vipaasit.
12
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via de penetracié de virus bacteriofdgExisteixen unes altres estructures
denominades pilis sexuals que s6n més llarguesrpenys nombroses en la
cel-lula (hi ha dos o tres per ceél-lula). Aquestdsrvenen en lintercanvi
genetic entre bacteris, que té lloc per mitja dumcés anomenat conjugacio,
esmentat i esquematitzat a la figura 19.

— Capsula quan existeix, esta ubicada fora de la paretutet: Es segregada
pels bacteris, que extreuen un material capsulmef@ment de naturalesa
polisacarid®) que s’associa a la superficies cel-lulars. T§ruix important
I pot envoltar a més d’'un bacteri a la vegada, qggadona aquesta situacio,
es parla d’'una capa amatfanomenada “slime” que inclou tots els bacteris
d’'una poblacié. En els ecosistemes naturals, akjwespecies utilitzen la
capsula com a reserva externa de nutrients o béstqes emprada per
conservar la humitat. Els “slimes” son utils pehedr-se a les superficies
lises i una vegada enganxats, els bacteris esodepixen formant
microcolonies. Aixi, s’originen les biopel-liculdsabitats rics en nutrients
que protegeixen diferents espécies bacterianesx@emple d’aquest cas €s la
placa bacteriana de les nostres dents). La capsués una estructura vital
per la cél-lula perd la seva pérdua comporta caewisa morfologia i la
desaparicid6 de la viruléencia del microorganisme. 8¢ la viruléncia
d’alguns patogens es correlaciona amb la preséecla capsula, com és el

cas deStreptococcus pneumonideHaemophilus influenzaela capsula

protegeix el microorganisme de la fagocitdsiprincipal mecanisme de

! Tipus de virus que tenen la capacitat d’infectatéris.
12 polimer format per cadenes llargues de moléc@egitid (sucre).
'3 Sense forma determinada.
14 Acte que permet, a determinades cél-lules o ardigiats organismes unicel-lulars, de
copsar, englobar i generalment destruir o digégiments molt diversos.
13
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defensa que utilitza I'hoste davant la preséncicbaeteris capsulats. Ui
resposta efectiva dels organismes infectats peramata aquest tipus ¢
baderis (amb capsula) implica la produccié d’antiassgue s’uneixen a
capsula facilitant I'opsonitzac’®. D'aquesta capacitat antiger’® es
determina I'is de la capsula per a la produccididierents vacunes qt
estimulen la formacio d’anticossos ecifics per part del cos de I'organie
afectat. La produccié o no de la capsula esta regulada igangnt, de
manera que els bacteris en presenten quan és awe@eg®er a la

supervivencia dins I’host

5.
* e

ARG T
Yy . -:' jl , Sk

s =W

- ?

6= % -

AL ~N 3

Fig. 14 Capsules detreptococcus pneumon.

— Paret cel-lule: és una capa rigida, dura i elasticderna a la menrana que
cobreix i protegeix el bactei serveix per matenir la forma i I'estructur:
cel-lulars.Es tracta d’'una coberta vital per a aquells migganrsmes que |
cortenen. Es I'element sobre el ¢ els farmacs actuen per a destruil
bacteri, ja que aquests bloquegen la formaci6 gmiat provocant la Ii*" i
la consequient mort de la cel-lulExceptuant elsMycoplasme, tots els
bacteris tenen paret cel-lular que els protegeiadesi osmotica. Aquest

també conté components que contribueixen a la patcitat de determina

> Fer sensible les cél-lules a la fagoc.
'® Indueix a la formacié d’antisssos, que reaccionen contra la capsula.
" Fenomen consistent en la destruccié total o pad@alcontorn de la cél-lula i en
dispersio del citoplasir
14
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microorganismes i a més pot protegir a la cél-deldes substaies toxiques.
Esta constituida basicameler un mucopolisacartdexclusit de les cél-lules
procariotes: la mureil o peptidoglicaEn els bacteris es poden trobar
tipus principals de paret que es corresponen asprigpietats de la tinc
Gram. Aquet mecanisme selectiu es basa pasar de manifest |
caracteristiques la diferent estructura de les parets segel contingut de
peptidoglica. Es distingeixen dos grans gruls bacteriggram-positius, que
adquireixen una coloracio blavevioleta; i elsgram-negatius, que passen a

ser de color rosat o verm una vegada tintats.

& .
,‘9':’:-

Fig. 15 Cocs grar-positius (esquerre) i bacils gramegatius (dreta

N

Paret gram-positiva
Es una paret gruixuda que conté peptido¢(com a componerfonamental)

i acids teicoics i lipoteicoicEs bioldgicament estable i resisteix a I'atac
enzims de mamifers, excepte dels liso®, que la degraden. La sintesi dt
paret pot estar afectada pels antibic (com la penicil-ling, i els acids
teicoics son el principal determinant antigi dels bacteris grampositius i

tant conformen la seva individualitat immunolog Els bacteris gra-

'8 Cadena llargadimada per gllcic. S’acostuma a localitzar a les mucositats i alitigue
es troba al voltant des articulacion:

' Enzims mucoliticemb propieats antibiotiques que hidrolitzefs polisacarid(gltcids)
complexos de la paret cel-lular d'alguns bactessprodueien la lisi.

15
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positius s6n més resistents a I'accio d’agentsayil pero per altra banda,

s6n més sensibles als acids, detergents i sulfaffide

Acids lipoteicoics

Acids teicoics

Paret grampositiva
(90% peptidoglica)

<+— Periplasma

Membrana plasmatica

Fig. 16  Estructura de la paret grampositiva.

Paret gram-negativa

El gruix de la paret cel-lular d’'un bacteri grangatu és considerablement
inferior que en el cas dels gram-positius. La qtetnde peptidoglica és molt
menor i els acids teicoics sén inexistents. La foamet de mureina esta
envoltada d'un gel periplasmatic (compost per urziren anomenat

betalactamadague forma el periplasrfra A la part externa d’aquest, hi ha
una estructura exclusiva de les parets gramnegatiyge rep el nom de
membrana externa. Estructuralment és similar abis@pa lipidica, pero pel

que fa a la composicio és diferent a la d’altresnlir@nes biologiques ja que

la part externa esta formada per lipopolisacarid®S§? o també anomenats

2% Substancia formada basicament per acid sulfaric.
2L Compartiment subcel-lular que conté proteinesneiss per I'adaptacié bacteriana al
medi ambient.
?2 Substancia complexa formada per lipids i polisds¥glcids).
16
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Peptidoglica

Periplasma i paret cel-lulaf gz *

(10% peptidoglica)

endotoxines (altament toxics per als éssers humaksnés a més, la
membrana externa conté fosfolipids i proteines dae uneixen al

peptidoglica. Es pot afirmar que els bacteris greapatius tenen una barrera
de permeabilitat selectiva addicional i per aguestiu sén més resistents que
els bacteris gram-positius davant d’algunes submandesinfectants de

I'entorn.

Lipopolisacarids
(LPS

- /| ~Membrana
— externa
P
" >§J,"
. Membrana
plasmatica

Fig. 17 Estructura trilaminar de la paret grangsgiva.
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GRAICI)AISROESTITIVA PARET
) GRAM-NEGATIVA

____________ s CAPSUID ey

Membrana externassg

¢== Peptidoglica ==y
Periplasm oy

“=Membrana plasmaticee

Membrana plasmatica

Membrana plasmati

Periplasma Peptidoglica

Periplasm
Peptidoglica

Fig. 18 Diferéncies entre la paret gram-ioa i la gram-negativa.

— Membrana cel-lular o plasmatic&s una estructura vital pel bacteri i

representa el limit de separacié entre l'interiéexterior de la cel-lula. Es
tracta d’'una bicapa lipidica (formada per lipidshiar a altres membranes
bioldgiques, composta per fosfolipids amfip&idsque a diferéncia de les
membranes eucariotes no presenta estérdiserides en ella, hi ha moltes
proteines transmembrana que faciliten el transpoet substancies

hidrofiliques a través daquesta. Com que no axte organuls

%3 Molécules lipidiques que tenen un extrem polaidoofilic (soluble en aigua) i un altre
extrem hidrofobic (amb rebuig I'aigua).
** Tipus d’esteroide (lipid) amb un 0 més d’un grigobol (OH).
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membranosos en el citoplasma, la respiraci6 ae®, el transport
d’electrons i altres processos relacits amb I'obtenciéo d’energia en ¢
bacteris van lligats a la membrana cel- (mesosome. La seva funcié

basica és la de barrera osmc?®

ja que té permeabilitat selectiva i pert
I'entrada de nutrients i la sortida de residus igiaa mecanismes de transy
passiu (no requereix energia pel transport) i a@tquereix energia p
transport). També conté els enzims necessaris |aetintesi de lipids, de |
paret cel-lular i la capsula entre d’'altres compmst destaca I'alt conting:

en molecules receptores que ajuden als bacteristectdr i respondre

substancies quimiques del medi ex

Bicapa Capa fosfoI|p|dlc£ :

lipidica | capa fosfolipidic{

Part pola |

transmembrana

Fosfolipic

Fig. 19 Estructura de la membrana cel-lular

5 Metabolisme energétic mitjancant el qual els ésgers cbtenen energia de les moléct
organiques a partir dh procés de combustié en el ¢ I'oxigen procedent de l'aire ¢
I'element emprat.
% En un sistema format per dues dissolucions de otramgons diferents, I'osmo
representa la tendéncia a passssolvent de la dissolucié menys concentrada adahQues
mes.
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3.2.2 Part interna

L’estructura del citoplasma bacteria és molt simpte es distingeixen sistemes de
membranes independents que el divideixin en compamts funcionals (organuls).

Tot i aixi, si és possible trobar ribosomes pratars (de mides molt petites) o bé
petits organuls com els vacuols o les inclusionsnés del material genétic,

indispensable per a la cel-lula.

- Material geneticconstitueix un dels elements més fonamentals piesanel

citoplasma ja que conté la informacio imprescirgipér a la supervivencia
del bacteri. S’organitza en un cromosoma dispers geplasma per
'absencia de membrana nuclear. Esta format perastauctura fibril-lar
composta per una molécula de DNA circular i de data@dena (bicatenari),
gue presenta longituds considerables (aproximadamiemmm) i esta
enrotllada i estretament empaquetada. Tot i aixi, eéss cromosomes
procariotes no hi ha histones, de manera que laidud'estabilitzar i
condensar la fibora de DNA la duen a terme altrestejmes, com les
poliamines, i el magnesi. La mitd5és inexistent de manera que el procés de
replicacié del material genétic és diferent (ndaea partir d’'un fus mitotfc)
i té lloc gracies als mesosomes, invaginaciongdedmbrana plasmatica que
s’encarreguen de repartir les copies del cromosentiee les dues cél-lules
filles.

— Ribosomessén organuls cel-lulars formats per proteinessomiques que

tradueixen la informacio genetica per tal de sitziat proteines.

2" Procés de divisié de les cél-lules en qué, arpdiina prévia duplicacié del material
genétic, s’obtenen dues cel-lules filles amb untaditd® cromosomica idéntica.

%8 Estructura citoplasmatica composta per fines difpmteiques que s'estén al llarg dels dos
pols de la cél-lula durant la mitosi i s'uneix atemosomes arrossegant-los cap als extrems
abans de la divisi6 del citoplasma.
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— Mesosomesson invaginacions que presenta la membrana ptasmale
manera que fan augmentar la superficie d’aquestantes troben els enzims
que intervenen en la sintesi d’A¥Pper tant, tenen funcié energética i també
permeten la subjeccié del cromosoma bacteria.

— Plasmidis sén molécules de DNA extracromosomic en formeutar que es
repliqguen de manera autonoma ja que ho fan indepément del
cromosoma. Un bacteri pot contenir fins a 50 copies mateix plasmidi.
Funcionalment son elements accessoris, és a diel{lula pot viure sense
aquests, tot i aixi, la informacié que contenenquuttribuir a 'adaptacio del
bacteri al medi o bé a la seva evolucié. Podenapayéns que codifiquen
factors patogenics (com les toxines) i factors égistencia a antibiotics
(plasmidis R). Aquesta informacio pot transferirsealtres bacteris de la
mateixa o de diferent espécie a través de divensesanismes genetics
(parasexuals).

* El mecanismes parasexuals s’expliquen al usi6 Reproduccid’aquest
treball.

3.3 Fisiologia

Al llarg de milions d’anys d’evolucio, els procaes no han donat lloc a una
diversitat morfologica i estructural tan gran camue trobem en els eucariotes. En
canvi, sobresurten amb escreix pel que fa al nordla@aptacions fisiologiques i
metaboligues a tota mena d’habitats apareguts selbmaneta des de la seva
formacio. La diversitat nutricional dels bacterdsdque els dividim en grups diferents
en funcié de la font de carboni, la font d’enertgarespiracio cel-lular que realitzen i
les diverses reaccions metaboliques que teneretioel seu interior. De la mateixa

manera, la importancia de la seva adaptaci6 a comdi adverses recau

29 Component quimic que emmagatzema energia.
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principalment en la seva capacitat de relacio anmeeli, que és una de les funcions
que els defineixen com a éssers vius, i en la espiddel seu creixement o
proliferacio.

3.3.1 Nutricié

Els bacteris, com qualsevol altre ésser viu, néessana font de carboni per poder
sobreviure. Del carboni o d’altres elements pron&lde I'ambient I'organisme obté
els nutrients, compostos quimics que permeten lptac#& d’energia, el
desenvolupament de processos biosint8ticsla continuitat del funcionament
cel-lular. Els bacteris tenen una gran capacitatugbtzar una amplia gamma de
nutrients, que va des dels compostos inorganicplegrals compostos organics més
complexos.

El carboni és el major constituent de la cél-lu&teriana, per tant és el nutrient
principal que requereix. D’acord amb la forma er djutilitzen, s’estableix una
nova categoritzacié dels bacteris, que els disikngetre autotrofs i heterotrofs.

o Autotrofs: utilitzen com a principal font de carboni el €Que és
transformat en materia organica. Aquest tipus deianu consisteix en la
realitzacié de la fotosintesi, gracies a la preisede bacteriofil-la (exclusiva
dels bacteris fotosintétics), procés durant el ¢joejanisme duu a terme un
seguit de reaccions quimiques per fabricar les ssgrépies molécules
organiques a partir de I'energia provinent del®gaolars i de substancies
inorganiques senzilles com son les sals mineragyulh i el dioxid de

carboni.

% Sintesi de substancies complexes a partir d'aleanés simples, amb despesa d'energia,
efectuada per éssers vius.
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Fig. 20 Bacteri fotosintétic. En el seu inter&s poden observar cromatoftirs

o Heterotrofs: utilitzen molécules organiques ja elaborades pdéres
organismes com a font d’energia. Aquesta matérigmroca I'obtenen en

alimentar-se d’organismes autotrofs.

3.3.2 Font d’energia

Segons la font d’energia necessaria per transfoaisanutrients captats en energia
aprofitable amb la qual es construiran les propedécules, s’estableix un nou
criteri que jerarquitza els bacteris en dos grups:
- Si I'energia prové de legdiacions (llum), es parla de bacteris fototrofs, que
alhora poden ser:

o Fotolitotrofs (autotrof): capten energia lluminica en preseneiaubstancies

inorganiques. En s6n exemples les tiorrodacies ¢lierobacteriacies.
o Fotoorganotrofs (heterotrof): capten energia lluminica amb requentrde

substancies organiques. Destaquen les atiorrodacies

- Si l'energia es despren a partir deolecules quimiquesen les reaccions
bioldgiques d'oxidoreduccid, es parla de bacteris quimidtrofs, que poden

classificar-se en:

31 Organuls arrodonits on es concentren els pignresabsorbeixen la llum.
% Reaccions en qué un dels compostos es reduettriel's’oxida. L'element oxidat ha
perdut els electrons que sén agafats pel reaediuitr
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o Quimiolitotrofs (autortrof): capten I'energia quimica a partir déstancies

inorganiques.

kit s

Fig. 21 Nitrobacter winogradsk

o Quimioorganotrofs  (heterotrof):  capten
'energia quimica mitjancant substanci

organiques.

Fig. 22 Beggiatoa alb

INORGANICA ORGANICA
(AUTOTROFS) (HETEROTROFS)

Fotolitotrofs Fotoorganotrofs
LL‘UM llum 02

(FOTOTROFS) X compost
CGC; » cel-lules organic > cél-lules
: Quimiolitotrofs Quimioorganotrofs

ENERGIA QUIMICA I

(QUIMIOTROEFS) w compost

CGC, »| Cel-lules organi » cellules

Fig. 23 Taula que estableix els diferents tigadacteris segons la font de carboni i
d'energia que utilitzin.

3.3.3 Metabolisme
El terme “metabolisme” fa referéncia al conjunt m&ccions quimiques que es
donen a la cél-lula i son realitzades per unesfmes conegudes com a enzims. Té

tres funcions especifiques:
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e Obtenir energia quimica de I'entorn i emmagatzelagrer després utilitzar-la en
diferents funcions cel-lulars.

e Convertir els nutrients exogens en unitats estraldu dels components
macromoleculars de la cél-lula bacteriana.

e Formar i degradar molécules necessaries per funcehlulars especifiques, com
per exemple la mobilitat i la captacié de nutrients

El metabolisme es pot dividir en dues parts: elwalisme i 'anabolisme.

La fase del metabolisme que descompon les moleagass en petites és el
catabolisme Les molecules grans com les proteines o elssligjde provenen dels
nutrients del medi ambient, es descomponen enziamént. El producte d’aquesta
descomposicio o degradacié el formen molecules seégilles com per exemple,
I'acid lactic, 'amoniac i I'energia quimica conginda en les estructures de les grans
molecules. Aquesta energia es conserva en fornmaotkrula coneguda amb el nom
de trifosfat d’adenosina (ATP), la qual és de vii@bortancia en el metabolisme de
qualsevol altre organisme viu.

Per altra banda,dhabolismeés la fase del metabolisme durant la qual setsie
les molécules que el bacteri necessita per regeseranantenir-se o dividir-se.
Aquestes molécules, que formen la part funciomsstiuctural dels organismes, son:
els lipids, les proteines, els glucids i els aadsleics (DNA i RNA). Tals processos
de sintesi requereixen energia, que és proporcioopad 'ATP generat durant el

catabolisme.
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C% o

22

Fosfat | CATABOLISME
inorgani

Difosfat d'adenosina L
(ADP) Trifosfat d'adenosina
L ]

(ATP)

ANABOLISME

Sintesi de
—" constitue Nt

cel-lulars

\—‘,Transport Ol G

nutrients

k_.‘._ Treball g4 /
mecanic
Fosfat

inorganic

Fig. 24 Anabolisme, catabolisme i formacié d'Ad pPartir de fosfat inorganic i ADP.

3.3.4 Respiracio

En els éssers vius, I'Us de I'energia contingudeeksnnutrients té lloc mitjancant
reaccions d’oxidoreducci6. Quimicament l'oxidacié defineix com la pérdua
d’electrons i la reduccié com el guany dels mateixiot i aixi, des del punt de vista
bioquimic, les reaccions d'oxidoreduccié inclouen només la transferencia
d’electrons, sind també d’atoms d’hidrogen, pegual cosa es coneixen amb el nom
de reaccions de deshidrogenacid. En reaccions esaquus, hi ha substancies que
cedeixen electrons (donadores) i altres que elspaec (acceptores). De manera que
es distingeixen bacteris amb diferents categorigminoliques:
o Aerobis: son bacteris que poden utilitzar I'oxigen com aléaula oxidant
(acceptor final). Duen a terme una respiracio fdastiaerobic en la qual la

matéria organica és oxidada completament epiG@ua amb la intervencio
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d’'una cadena d’electrons situada a la membrananplisa i un acceptor final

que és lI'oxigen molecular ¢gp

Matéria organica + ©> CO, + H,O + energia (ATP)

Fig. 25 Reacci6 que té lloc en la respiracidddeca
o Anaerobis. so6n bacteris que no utilitzen I'oxigen moleculam la seva
activitat biologica. L'obtencid de I'energia la hezen mitjancant el
catabolisme fermentatiu (conjunt de reaccions dgattacio dels nutrients
per obtenir energia o convertir-los en nou matecllular en el qual es
produeix una reordenacio dels electrons de la mt@edonadora). Aquests
tipus de bacteris poden utilitzar com a elemenddat (acceptor final
d’electrons) una gran varietat de compostos inacgacom, per exemple, els

nitrats o els sulfats. Dins d’aquest grup, es diferen dues varietats:

* Anaerobis facultatius. poden viure en ambients amb oxigen o sense
ell.

* Anaerobis estrictes Unicament poden sobreviure en ambients on
manca l'oxigen.

3.3.5 Relacio

Els bacteris es relacionen directament amb el ngdih capacos de donar resposta
als estimuls que reben. Aquells que sén mobileftéa capacitat de desplacar-se),
poden apropar-se o allunyar-se d’'un determinatiesp&uncio dels seus interessos
fisiologics. Ho fan mitjancant moviments flageldarde reptacio, contraccio, i
dilatacio. Pel que fa a aquells que no poden deaplse, es caracteritzen perque
presenten una capsula més o menys gruixuda ieesistel citoplasma del seu
interior es troba parcialment deshidratat formana wespora o endospora. Les
capsules bacterianes, tal com s’ha explicat deftaiteent a I'apartat 3.2.Part

externa compleixen moltes funcions que fan dels bactamiglels microorganismes
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més adaptables i més ampliament distribuits. Paabémar, per exemple, com a
proteccid davant un canvi sobtat en les condiciambientals; i sén utils en la
fixacio sobre diversos substrats on I'organisme \pote (aparell digestiu, pedres,
fustes...). La resisténcia a les condicions adgeps¢ prolongar-se durant molt de
temps i una vegada aquestes s’estabilitzen, I'espmt tornar a rehidratar-se,

germinar i activar el metabolisme bacteria immeufrant.

Espora

Fig. 26 Espora continguda en un bacteri.
3.3.6 Reproduccio

En la major part dels organismes unicel-lulargigfaent de la mida de les cél-lules
(creixement) juntament amb la seva reproduccio, somnceptes que es troben
intimament relacionats. Els bacteris creixen fingbenir una mida concreta i més
tard es reprodueixen. La reproduccié que té lidcspo asexual (no es fusionen els

gametes sexuals) o parasexual.

- Reproduccié asexualel mecanisme reproductiu asexual més habitualaés

biparticié o també anomenat fissio binaria. A pattaguest procés, s’obtenen dues
cel-lules filles amb idéntica informacio, entre &ila cel-lula mare, al DNA circular i

amb un contingut citoplasmatic similar. De fet,pe$ considerar les cel-lules filles
com a “clons” de la progenitora. Amb aquest sistel@maeproduccio es pot originar

una colonia de cel-lules el material genétic deglesds és identic; tot i aixi, aquesta
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situacio es déna amb poca frequéencia per I'elemdex de mutacions que es
produeixen en els bacteris per 'enorme quantigatieéscendencia que s’obté en poc
temps. La bipatrticio té lloc quan la cel-lula hgraentat la seva mida i ha duplicat la
cadena de DNA. Aquesta cadena s’adjunta a un masospe separa el citoplasma

en dues parts i reparteix cada copia del DNA daplic

Paret
cel-lular

Mesosoma Membrana Duliacié del DNA

cel-lula

Els mesosomes arrosseguen el DNA

Parets de divisio

Fig. 27 Esquema del procés de biparti@étbria.

- Reproduccid parasexualle vegades, la cél-lula bacteriana pot intereanvi

informacio genetica mitjancant processos de recoadd, els quals es coneixen
amb el terme de mecanismes parasexuals. En aguess,produeix la formacio de
cap tipus de gameta per tant, no es tracta de degeo sexual. Basicament els

mecanismes parasexuals bacterians son tres:

o Transformacié: Consisteix en un intercanvi de material genéetodpit quan

una bacteri és capac¢ de captar fragments de DNApgrianyen a ceél-lules
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lisades (trencades). Aquest DNA extern es recombinh el DNA de la

cel-lula receptora, provocant canvis en la infolilhgenética d’aquesta.

Fragments de Rnfg?er?igllna:rln%t?: |
DNA exterr °

\ /"‘“ Integracic

— f \ {

zz |
R —» ||IES

Captacio6 de |
DNA | |

Cromosoma 1
bacteria cel-lula cél-lula
receptora transformad

Fig. 28 Esquema del procés de transformacio.

o Transduccid: En aquest cas la transferéncia de material geatie bacteris
es realitza a través d’'un virus bacteriofag, queagear conté un fragment de
DNA bacteria a la capsida obtingut després d’hamézctat un bacteri.

Aquests nous virus, en infectar altres bacterasimetran part del genoma

del bacteri anteriorment infectat.
/Virus bacteriofag

fragment de DNA
provinent del bacteri
I lisat.

. -
@;&& y Bacteriofag amb un

— | Bacteriofag infectant un
; nou bacteri.

[E c:_—-_-_-i:: j Bacteri amb el DNA recombinat.

Fig. 29 Esquema del procés dagdaiccio.
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o Conjugacié: Aquest procés té lloc si la cél-lula presenta asmpidi F, qu
conté la informacié genética per formas pilis. Aquesta cel-lula, donc
s'anomena F i la cél-lula que no en presemép el nom de . El bacteri F
(donador d’informacid) s'uneix amb el bacte’ (receptor) per mitja d'u
dels seus pilis. A través d’aquest, introdueixpetit fragment del plasmi F,

de manera que el bacte’ es transforma en bactefi.F

Es pot donar el cas que el plasmidi s'introdueikagell del DNA bacterié
El bacteri donador d’informacio, llavors, es denaaniHfr (High frequency ¢
recombination) i aixi aquest bactpot donar a altres cel-lules qualsevol

del seu DNA.

= Cél-lula receptol F

Pont de conjugac Cel-lule F

Cromosoma
bacteria

. X Ceél-lule F
Cél-luladonant |
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o

o b

Fig. 3C Esquema dels dpsocessos de conjugac

Fig. 31 Microfotografia electronica de dues adlek
E. coli. Al centre s'observa el pili sexual connect
ambdos bacteri

3.3.7 Creixement

El creixement bacteria consisteix en un incremegit mbmbre decel-lules que
formen una colonia. En el cas dels organismes lihitas, aquesta crescuda té |
majoritariament gracies al procés de fissido binagae produeix un “doblatge
progressiu de la poblacié bacteriana. londicions apropiades, un bac gram-
positiu pot dividirse cada z-30 minuts i un de gramegatiu, cada -20 minuts, de
manera que al cap de 16 hores la quantitat deules-pot arribar al voltant d’ur
5.000 milions (aproximadament el nbre d’éssers humans que habiten el pla

Terra).
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Fig. 32 Colonia de cel-lules Escherichia celn creixemel.

Per a un bon desenvolupament, el bactenecessiten diversos factc
essencials com:

— Temperatura idonia: En funcié de I'espécie bacteriana, es cone
diferents rangs dtemperatura apropiada pel creixemg@eben el non
de zones de peril, pero tot i aixi, es poden determinar amb cel
alguns valors en els quals la capacitat reprodaater les cél-lules ¢
veu afectada. A 100' (ebullicio), els bacteris comencen a tir i per
sotadels 5°C (refrigeracio) seu creixement es va alen fins arribar
als 0°C (congelacio), en que queden en un estttlpero no more
De manera quela temperatura més escaient i favorable
desenvolupament d’aquests microorganismra entorn els 37°

— Nutrients: Els bacteris, com tots els és: vius, necessiten c
I'alimentaciéper poder desenvolupae. Aquests, prefereixeroductes
amb un alt contingut ( proteines i humitat.

— Acidesa (pH: El pH d'un aliment representa la mesidel seu grau
d’acidesa o basicitat. La majoria d’alints presentain pH neutre o b

acid.
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ACID BASIC
Suc de llimona NEUTRE Bicarbonat de sodi
Aigua
Fig. 33 Graduacio o escala del pH.

Molts dels bacteris patogens creixen en medis alans de pH neutre o
basic, per aix0, quan un producte t¢ un pH de 7umersor, €s molt
susceptible a la contaminacié bacteriana.

— Temps La major part dels bacteris sén capacgos de darpdie en tan sols 10
o0 20 minuts sempre i quan les condicions esmentad&siorment siguin

optimes.

Per poder estudiar el creixement bacteria o béixenén profunditat una soca
concreta, es preparen cultius artificials als latmis que simulen les condicions
(treballades anteriorment) que podria presentarmaali natural. Percultiu,
entenem el procés de propagacid dels microorgasisinboratori. Quan una
cel-lula bacteriana es col-loca en un medi de wcuititricionalment apte,
augmenta la seva mida i amb el temps es divideix gopdormar colonies.
Tanmateix, el creixement de les poblacions bactesaen un sistema de cultiu
tancat, esta limitat per I'esgotament de nutriemt®é per I'acumulacié de

productes toxics procedents del metabolisme.

Quan es fan sembres al laboratori, els medis d&i@dden ser liquids (quan és
necessari mesurar el creixement o calen grans itatante cel-lules) o solids

(com les plaques d’agdr que serveixen per aillar cultius d’una soca byata).

¥ Substancia de textura gelatinosa que s'extrelgut®s algues i s'utilitza com a medi de
cultiu en diversos camps experimentals com ladarani la bacteriologia.
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Placa XLD(medi solic enriquit per
fer cultius d’una soca especif)

Placa d’agar
(medi solid) Medi liquid

Fig. 34 Medis de cultiu bacterians.

Colonies formade
per céel-lules de
Serratiamarceser.

Cada cercle est

format per milions d

cel-lules que provene

de la divisi6 d'ur

Fig. 35 Cultiu solid deSerratia marcesens bacteri inicial.

Una vegada es fa la sembra en un medi | i el cultiu s'incuba durant u
periode de 24 hores a 37°C de temper, es prenen mostres al llarg d’interv
regulars i la representacio grafica de les dadaifnpte de cel-lules viables

llarg del temps) formara la corba de creixementdaritica que consta de

quatre fases.
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Fase
estacionari

Fase

exponenci Fase de mort

Logaritme del nimero de
cel-lules viable

Fase de laténcia

Temps

Fig. 36 Corba del creixement microbia.

- FASE DE LATENCIA : Es el periode inicial en el qual en introduir leé&teris en
un medi de cultiu ric en nutrients, no es produgixaugment immediat del nombre
de cél-lules. Aquest fet es ddéna a consequéencia simtesi dels nous components
per part de la cél-lula que impedeix que la divisigui imminent. La duracio
d'aquesta primera fase pot variar considerablemantfuncid de l'estat dels
microorganismes (si provenen d’'un cultiu vell, igdrat...) i de la naturalesa del
medi. Independentment del temps, al llarg de I'&tkgs cel-lules es reorganitzen,
repliqguen el seu DNA, comencen a incrementar |la se&ssa fins que finalment es

divideixen, donant lloc a la fase exponencial.

- FASE EXPONENCIAL : Durant la fase exponencial o logaritmica els drést
creixen i es divideixen a la velocitat maxima pblesique els permet la seva
genética, la naturalesa del medi i les condicioe$ alltiu. La velocitat de
proliferacio és constant, és a dir, les cel-lutedieideixen i el seu nombre es duplica
en intervals regulats. Cal destacar que es traatardoment en qué la poblacié es
manifesta de manera considerablement uniforme gaaptopietats quimiques i

fisiologiques.
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- FASE ESTACIONARIA: Es tipica de sistemes tancats (no hi entren nous
nutrients), en els quals el creixement de la pabla@tura i la corba passa a ser
horitzontal. Pel que fa als cultius bacterians,eatgl assoleixen la fase estacionaria
quan la poblacié ascendeix a uneg &@-lules per mil-lilitre, valor que es manté
constant al llarg de tot aquest periode. Un faetodent que justifica I'existencia
d’aquesta fase en els cultius microbians és lddiid de nutrients, de manera que si
la concentracié d’'un nutrient essencial disminukgqrovisionament d’energia i per

tant 'augment de la poblacio es veuran afectats.

- FASE DE MORT: La disminuci6 del niamero de cel-lules viables s@gueix a la
fase estacionaria rep el nom de “fase de mort”.calsvis ambientals perjudicials
com la manca de nutrients i 'acumulacié de residugcs generats durant les fases

anteriors donen lloc a la pérdua de viabilitatesndeél- lules.

4. Antimicrobians

Els antimicrobians o també anomenats substancasdbs constitueixen la base
fonamental pel tractament de microorganismes arpdietigents fisics i quimics.
Estan presents constantment a la nostra vida daiséida que s’afegeixen a molts
béns de consum com els productes cosmeétics i &sgedats, amb la finalitat de
suprimir els bacteris o inhibir el seu creixemétn biocides els desinfectatitels
conservants i els antiséptigsque alhora s'utilitzen de forma freqiient en la cr
d’animals, la produccié alimentaria i I'atencié n@d La colonitzacié microbiana
pot causar malalties, incapacitat i mort en unrégse de manera que el control

microbiologic és de suma importancia.

% Substancies que impedeixen la infeccié mitjantamtestruccié dels agents patdgens en
superficies d’objectes inanimascostumen a presentar efectes toxics sobre teikits de
manera que nomeés s'utilitzen en materials inerts.
% Substancies quimiques que destrueixen els mico@nmes o impedeixen el seu
creixement en ser aplicades sobre teixits vius.
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4.1 Definicié

Els antimicrobians es defineixen com a substangeBniques que eviten el
creixement o destrueixen els microorganismes imgade qualsevol cos o agent,
sigui animat o inanimat, produint una toxicitates¢iva (no malmet I'hoste) sobre

aquest. Poden ser naturals, sintétics o semigiateti

4.2 Actuacio

Hi ha un amplia varietat de families i grups d’améirobians. Els mecanismes a
partir dels quals els compostos amb activitat actdriana inhibeixen el creixement
o causen la mort dels bacteris son molt diversdepenen de ldiana que s’ha
d’atacar. Exceptuant la paret cel-lular, les diamstants de qualsevol substancia
biocida es troben també a les cel-lules eucarigstant I'is d’aquest tipus de
productes pot comportar de vegades efectes negagiuals teixits vius sobre els

quals el microorganisme actua.

Per tal que els antimicrobians puguin actuar fabMeraent amb I'objectiu d’eliminar
les cel-lules invasores, han de travessar la @beaxtteriana (la capsula, en cas de

tenir-ne) fins arribar a la diana en qlestio. Ataest ser:

- Paret cel-lularque es veu afectada per I'accio dels antimicruben:

o la sintesi dels components que la formen.
o el transport d’aquests components.
o la seva organitzacio estructural.

- Produccio d’acid foligvitamina necessaria per a la replicacié del DNA).

- Sintesi proteicapot bloquejar-se a causa de molts compostosfeatea alguna de

les fases d’aquest procés.

- Metabolisme dels acids nucleies veu perjudicada en:

o la proteina RNA polimerasa encarregada de siragetitna molécula de RNA
missatger durant el procés de transcripcio.
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o el procés de condensacié o descondensacio del DNA.
o directament en la molécula de DNA.

Alguns compostos biocides no poden dur a termeulexcid de destruir els
microorganismes, pero pel contrari, tenen la caglade bloguejar els mecanismes

de resisténcia que aquests generen aixi que, @rebinen amb altres productes

antimicrobians, s’aconsegueix potenciar el seutefec

LT Y l LT

slijraia aue

Periplasma
~ Membrana plasmatica

“Paret cel-lule
. Membrana exterr
\Vaeriplasma

Fig. 37  ll-lustracio dels mecanismes d'accits @atimicrobians en un bacteri.
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Pel que fa al seu efecte antibacteria, les sulistabmcides s’han classificat com a:

e Bactericides (son letals pel bacteri): actuen inhibint la sShtée la paret cel-lular

alterant la membrana plasmatica i interferint empeages relacionats amb el

metabolisme del DNA.

e Bacteriostatics (Unicament inhibeixen el creixement bacteria)tevia sintesi de

proteines.

Nombre de cél-lules viables

Fig. 38

Control cel-lular

Addicié de I'agent
al cultiu bacteri

AgentBACTERIOSTASTIC

— s e e s S s mmm e e e

Hig " AgentBACTERICIDA

oy

-

Temps
Efectes de l'accié d'un agent antimiitacbacteriostatic en comparaciéo amb

un de bactericida.

Encara que cada grup tingui un mode d’actuaciéretite un mateix producte

antibacteria pot comportar-se seguint ambddés modelsenent del tipus de

microorganisme o de la concentracio que preserdidmar a la diana.

4.3 Usos i aplicacions

* A lesinstal-lacions sanitaries els biocides son indispensables per prevenir i

controlar infeccions:

o Els desinfectants s'utilitzen per a descontaminapeHicies,

instruments i la pell del pacients i del persoratitsri. De fet, a
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mesura que el risc d’'infeccié s’incrementa el metdé desinfeccid
utilitzat és més ferm.

o Els antiséptics es destinen al tractament d'infetxien ferides
superficials.

» Els béns de consuntontenen substancies biocides en quantitats megila
per evitar que creixin microorganismes que els ragte. Es troben
habitualment als cosmeétics, als productes de netd$a detergents i als
desinfectants.

* A la indastria alimentaria, els antimicrobians sén utilitzats de manera
frequient per desinfectar instal-lacions i qualsewalterial que estigui en
contacte amb els aliments, aixi com per descontngproductes carnis. A
més a més, s'afegeixen com a conservants peradsigies alimentaris i com
a desinfectants per a l'aigua potable.

* A laramaderia, els animals, els recintes i el material utiliteattracta amb
substancies biocides per ser descontaminat, aigvitas’ el possible
desenvolupament de microorganismes potencialmemnudogals per a la
formacio de malalties.

* Les plantes dedicades al tractament de les aiguesgilitzen productes de
caracter antibacteria amb I'objectiu de prevenire qliaigua alliberi
organismes nocius pel medi ambient o que es prapadaterminats
microorganismes infecciosos per a l'espécie humaoa) la Legionella

pneumophilacausant de la legionel- 18%i

% Malaltia caracteritzada per febre alta, dolorsoahidals i pneumonia.
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GRUPS FINALITAT DEL PRODUCTE
Higiene humana
Area de salut publica i privada
Desinfectants Higiene veterinaria
Area alimentaria
Aigua potable
Productes envasats i pinsos
Protectors de fibres, cuir, cautxd, fusteq i
Conservants materials polimeritzats
Maconeria’
Liquids utilitzats en sistemes de refrigeracio
Productes que eviten I'aparicio de
floridures
Protectors de liguids per treballar el metall
Rodenticides (destinat a ratolins, rates|i
altres rosegadors)
Control de plagues Mol-lusquicida (destinat a mol-luscs)
Piscicoles (destinat a peixos)
Insecticides, acaricides i productes pe
controlar altres artropodes
Repel-lents i atraients
Quimioterapic Antibiotics
Liquids per I'embalsamament i la
taxidérmia®
Control d’altres vertebrats

Altres substancies biocides

Fig. 39 Taula de classificacio dels diferents grugantimicrobians segons el seu ambit
d’'aplicacio.

4.4 Propietats dels agents antimicrobians

Tal com s’ha descrit a I'apartat anterior, exist@ixmolts compostos quimics la

funcié dels quals és esterilitzar superficies dttanes per microbis o bé eliminar

agents infecciosos perjudicials per als organismes Encara que suposen un aveng
significatiu en la disciplina de la microbiologialhora tenen els seus propis

avantatges i desavantatges. Si més no, qualsevstidsicia de caracter biocida ha de

caracteritzar-se per:

%" Obra feta amb pedres o0 maons.
¥ Agent que per l'olor, el color, etc., exerceix atraccié sobre determinats insectes.
° Acci6 de preparar els animals morts de manergpgesentin al més exactament possible
I'aparenca dels animals vius.
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= Ser actiu contra una amplia varietat d’agents oitsos (bacteris gram-
positius i gram-negatius, endospores bacterianesgsf i virus) a
concentracions baixes i en preséncia de materanma
= Ser toxic pels agents infecciosos pero no per géesones ni tampoc pot
corroir materials comuns.
= Serinodor o amb un aroma agradable.
= Ser soluble amb aigua i lipids perque aixi puguodtuir-se a les cel-lules.
» Tenir una baixa tensié superficial de manera qugupwentrar per les
esquerdes de les superficies.
El major inconvenient dels agents quimics amb dgqeesaracteristiques és que I'Us
excessiu dona lloc a I'aparicié de bacteris reststal producte, que esdevé innocu i

per tant queda absolt de la seva funcio.

4.5 Quimioterapia antimicrobiana

La medicina moderna depén d’agents quimioteraprogluctes quimics utilitzats per
tractar malalties generades per microorganismageas. Una gran part d’aquests
agents son antibiotics (del grasti, contra ibios vida) que, una vegada han atacat el
microorganisme infeccios, redueixen la seva comaeidt fins assolir nivells
suficientment baixos per no resultar perjudiciads @ I'hoste. Es poden considerar
antibacterians o antifingics segons el microorgaess que ataquin, perd aquest
apartat es centrara Unicament en aquells farmagslfmgals per als bacteris.

4.5.1 Obtencio6 de farmacs

Els antibiotics, agents “contra la vida”, es podricar de manera natural o també
s’obtenen artificialment a partir de processos agusrhumans. Molts dels antibiotics

utilitzats clinicament per tractar malalties infieses durant la década dels 60, eren
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productesaturals elaborats per microorganismes (tant bacteris cargdpcrescuts

en habitats especifics.

Les cél-lules més
properes al fong
eslisen

g, 4

RN _ LA
Fig. 40 Secreci6 d’antibiotic en un cultiu Fig. 41 La colonia del fong
bacteria d’Actinomyces Penicilliumsegrega penicil-lina

gue destrueix el bacteri
Staphylococcus auregembrat.

MICROORGANISME ANTIBIOTIC
Bacteris
Cloramfenicol
(també pot ser sintetic
Streptomyces spp:*” Estreptomicina
Tetraciclina
Kanamicina
Bacillus spp. Bacitracina
Polimixina
Fongs
Penicillium spp. Griseofulvina
Penicil-lina
Cephalosporium spp. Cefalosporina

Fig. 42  Origen microbia d'alguns antibiotics.

0 L’abreviacio “spp” fa referéncia a totes les esg@que pertanyen a un mateix génere.
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Encara que la majoria d’antibiotics aplicats tetdjpament son naturals, existeixen
també tres classes dantibidtics d'Us clinic ohiisg sintéticament les

sulfonamides, les quinolones i les oxazolidinones.

El descobriment d’aquests dos tipus d’antibioticdemat lloc a la introduccio de
derivats semisintetics (com I'ampicil-lina, la meticil-lina i I'amoxicilina)
provinents de macrolids i antibiotics p-lactamicé® els quals han patit una
modificacié estructural mitjancant I'addicié d’elemts quimics. A partir dels
farmacs semisintetics s’han dissenyat noves pigiebm la biodisponibilitat oral,
la creacioé d’'un espectre més ampli i una majordesth contra bacteris resistents per

ser aplicades a nous antibiotics.

4.5.2 Caracteristiques generals dels farmacs antiberians
Per tal que qualsevol agent quimioterapic realizeva funcid exitosament, ha de

presentar un seguit de propietats fonamentals com:

* Toxicitat selectiva consisteix en destruir o inhibir el patogen miéocausant el
menor perjudici possible a I'hoste. El grau de c¢aat selectiva pot expressar-se
segons:

— la dosi terapeuticas a dir, el nivell de farmac necessari pel éraent clinic
d’una infeccio concreta,

— la dosi toxica que indica els nivells de farmac en que l'agesalegé massa
toxic per I'hoste.

« Index terapéutic (IT): és el quocient entre la dosi toxica i la dosapéutica. Com
més gran és el valor de lI'index terapeutic, elstefede I'agent quimioterapic son

alhora més optims.

*I Nom genéric d'un grup d'antibiotics aillats deedifts soques del géned&eptomyces
com l'eritromicina i I'espiramicina.
2 Es tracta d’'una extensa varietat d’antibiotics)dant derivats de la penicil-lina, que es
caracteritzen per inhibir 'enzim betalactamas#edeparets gram-negatives bacterianes.
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>1 - Apte pel consum*
dosi toxica

IT =

" dosi terapeutica
<1 - Perillés pel consur®

* Un farmac que altera una funcié microbiana que esotroba a les cel-lules

eucariotes acostuma a tenir una toxicitat seledigaada i un index terapéeutic més

alt. Un exemple és la penicil-lina, que inhibeixsiatesi de peptidoglica de la paret

cel-lular bacteriana i, per tant, té un efectegsuldre les cél-lules de I'hoste ja que

aguestes no estan cobertes per paret cel-lular.

° Un farmac amb I'index terapeutic baix danya lgslagles de I'hoste mitjancant el
mateix procés a partir del qual perjudica a lesldels procariotes. Aquest fet es
coneix com a&fecte secundatique pot esdevenir de molts tipus i alterar aspyall
sistema organic. Per tant, com que els efectesxdads poden ser greus els agents

quimioterapics s’han d’administrar amb molt de ctenp

» Espectre d'eficiéencia es tracta d’'una propietat que es presenta de remne

oposades ja que els antibiotics poden ser:

— d’espectre reduitque indica que només son eficacos contra una gamm
limitada de patogens,
— d’ampli espectreels quals poden atacar una extensa diversitaaidgens.

» Concentracié minima inhibitoria (CMI): és la concentraci6 més baixa d'un

farmac que inhibeix el creixemediun patogen concret.

» Concentraciéo minima letal (CML): és la concentracié més baixa d’'un farmac que

destrueixun patogen.

Les darreres caracteristiques (CMI i CML) que hanfarmar part d’'un antibiotic

proporcionen una idea relativa de I'eficacia queriéagent quimioterapic contra un
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microorganisme patogen, aixi que es pot determingr un farmac bactericida
destrueix els bacteris a concentracions de 2 a gades superiors a la CMI
(concentracio minima inhibitoria) estandard, meqgtre un agent bacteriostatic, quan

els destrueix, ho fa a concentracions molt mésaeles”.

4.5.3 Factors que influeixen en 'eficacia dels famacs

Els farmacs poden administrar-se de maneres difeiemo sempre es propaguen
rapidament pel cos o destrueixen els patogensonvasl’acte. Tots i cadascun dels
agents quimioterapics es veuen afectats per urensxtvarietat de factors que

influeixen en la seva eficacia.

° En primer lloc, el farmac ha de ser capag d’arrédddioc de la infeccio. Per tant, és
essencial tenir en compte tots aquells elementsguteolen I'activitat, I'estabilitat i
el metabolisme dels antibiotics. A tall dexemplsesmenten les vies

d’administracié les quals juguen un paper fonamenta

— Via oral: és apropiada per aquells antibiotics que s’atesxirb facilment al
tracte intestinal o bé siguin estables en contattie I'acid de I'estomac.

— Via intravenosa es recorre a aquesta forma quan els antibiotigg@senten
les propietats anteriors.

— Via topica: pel seu elevat index de toxicitat, hi ha algunsb#&tics que

nomeés poden aplicar-se de forma topica sobre Iesiotanies.

Tot i aixi, s’han donat casos que tot i havent aistrat correctament I'agent,

aquest ha estat exclos de la zona infecciosa majanun coagul sanguini que

* A l'annex de la pagina 109 s'adjunta un quadresrede les propietats d’alguns farmacs
bacterians comuns amb els seus corresponents m@esnd’actuacio.
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protegeix els bacteris del farmac o perqué ha essdrbit per substancies que

I'envolten.

° En segon lloc, el patogen ha de ser susceptilfferabc. Els bacteris que es troben
a les biopel-licules poden reproduir-se lentamegritant adquirir resistencies a la
quimioterapia ja que molts agents afecten als pa®dan sols si aquests s’estan
dividint de forma activa, per tant, aguests patsgeonden simplement no ser
sensibles a un agent determinat. Per exemple,el@siplines i les cefalosporines,
que inhibeixen la formacio de la paret cel-lulag 86n actives contra els

micoplasmes perque manquen d’aquesta estructura.

° En tercer lloc, I'agent quimioterapic ha d’excedirvalor de la CMI del patogen
per ser eficac. La concentraci0 assolida dependralad quantitat d’antibiotic

incorporada, la via d’administracio, la velocitassimilacio i la rapidesa amb qué el
farmac és eliminat de l'organisme. El farmac rommand una concentracio més

elevada durant més temps si és absorbit i seteetament.

° Finalment, I'expansié dgens de resistéencials antibiotics ha desembocat a una

disminucié de I'eficacia i un augment de la compbebde la quimioterapia.

5. Resistencies a substancies antimicrobianes

Al llarg de les decades, els compostos antimicribiaan estat aplicats en un ventall
cada vegada més ampli de situacions de desinfetici@biana pero, pel contrari, el
desenvolupament de resistéencies ha anat augmemtagtessivament a un ritme
molt superior. Estudis clinics demostren que quanantibiotic d’ampli espectre
derivat d’'un ja preexistent o una nova classe dmda es destina al tractament
generalitzat de pacients, apareixen soques bawsrig@sistents que sén immunes al
nou compost. Aquestes es concentren en zones audatitat de substancies
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biocides és abundant, el que deriva en una sugemi® selectiva pels bacteris
resistents ja que han d’aconseguir mantenir lageoil De fet, en un conjunt de
bacteris exposats a agents quimics existeix la ilplited que tots els

microorganismes acabin morint o bé que desenvolopitacions anomales que els
permetin sobreviure. Per cada periode de repliq@€ico 30 minuts), es forma una
poblacié de 100 milions de bacteris dels quals d® mutants. Si la mutacié ha
afectat a un dels gens sensibles a I'accié angbaoi, el bacteri corresponent
desenvolupa una resistencia i esdevé menys suseepti que suposa que tindra un
avantatge alhora de sobreviure de manera que qaaities cel-lules moren, aquest

persistira i disposara de més espai per créixer afigmentar el cultiu de la nova

soca.
Gen Proteina que es tradueix Antibiotic al qual ésesistent
bleO Proteina resistent a la bleomicir Bleomicina
blaz B-Lactamasa B-Lactamic
ermA RNAr* metilasa Eritromicina
aacA-aphD Acetil-fosfotransferasa Aminoglicosid
gacA QacA Antiseptics

Fig. 43 Gens de resistencia antibiotica localitzat una soca de MRSA (Staphylococcus
aureusresistent a la meticil-lina).

5.1 Mecanismes de resistencia

Els bacteris sovint esdevenen resistents deguacei@ de diversos mecanismes.
Desafortunadament, un mecanisme de resistenciaetamz esta associat a un unic
tipus de substancia biocida, el que indica queldaseris diferents poden utilitzar
mecanismes desiguals per resistir al mateix agditiagteria. Aquests mecanismes
conformen el que s’anomena “resisténcia adquiridgie es produeix per la

modificaci6 de la carrega genética del bacteri t ppareixer per mutacions

** RNA ribosomic (RNAr): tipus de RNA que forma pdels ribosomes.
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cromosomiques (tal com s’ha detallat en la intreducde I'apartat 5) o per

mecanismes de transferencia genetica.

Fins al moment es coneixen quatre mecanismes queefn l'adquisicié de

resistencies:

o Alteracié del punt diana de manera que no sigui segptible a I'agent
perd que al mateix temps conservi la seva funcidleilar. Hi ha diversos
casos que exemplifiguen aquest enunciat i totdesflsn origen en I'aparicio
de mutacions a la cadena de DNA. Cal destacar cpnmeer exemple que
I'afinitat dels ribosomes per l'eritromicina i elocamfenicol pot veure’s
afectada per un canvi en 'RNAr al qual s’'uneix. Renateixa manera, els
enterococs es tornen resistents a la vancomicirdificant els extrems del
peptidoglica evitant aixi la unio de I'antibiotidaaparet cel- lular.

o Evitar 'entrada de I'agent. Les mutacions que tenen lloc al material genétic
bacteria provoquen canvis estructurals en les jmedede membrana, el que
dificulta 'accés de determinades substancies. lthe anétode utilitzat per
impedir la introduccioé d’aquests compostos i quelassifica com un tipus

de “resisténcia intrinseca”, és propi del genéfgcobacterium Molts

micobacteris resisteixen a un gran nombre d’ant#ens a causa de lalt
contingut en acids micolics presents en una cagpdida (situada a I'exterior
de la membrana cel-lular) impermeable a la majdiggents solubles en
aigua.

o |nactivacid de l'agent modificant-lo quimicament El bacteri genera
enzims que desactiven el producte antimicrobiaxdneple més conegut es
dona en el grup dels antibiotigslactamics (en el qué s'inclouen les

penicil-lines i les cefalosporines). La caracterdstmés important de les
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o

molecules que formen aquests compostos és I'fatitamic, essencial per
a la seva activitat biologica. Els bacteris resistgorodueixen penicil-linasa
(o també anomenadilactamasa), un enzim que inactiva aquests antibiot

per mitja de la hidroliéF d’un dels enllacos de I'andiHactamic.
ANELL B-LACTAMIC

0\
@

La penicil-linasa ataca aquest
enllac de I'anelB-lactamic.

Estructura de la Penicil-lina G.

PENICIL-LINASA o R
\S>< B-LACTAMASA jg\ijs
7 HO { HNJ(
COH  H,0 E0H

Hidrolisi de I'enllac

Fig. 44 Desactivacio de I'antibidtic per mitje la hidrolisi de I'anelj-lactamic.

Bombejar I'agent cap a I'exterior de la cel-lula ua vegada aquest ha
entrat. Alguns patogens contenen enzims (concretament tgeis
translocas®) a la membrana plasmatica que sovint es coneignet nom
de “bombes de reflux” i poden expulsar els producetimicrobians en
condicions contra gradiéft Gracies al fet que sén relativament
inespecifiques i bombegen moltes substancies diferaquestes proteines de
transport es consideren multirresistents. El segiecanisme de resisténcia
bacteria fa disminuir 'acumulacié d’agents quimad&nterior de la cel-lula i

per tant d’aquesta manera es redueixen considerabteels nivells de

> Descomposicié d’una substancia quimica per I'adeifaigua.

“6 Enzim que té per objecte I'expulsi6 de I'ATP.

“" El transport de les substancies es déna des dilaméa concentraci6 és baixa (hipotonic)
al medi on la concentracio és alta (hipertonic).
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toxicitat. A continuacid Ss’exposa esquematicameidrigen d’aquest

mecanisme de resisténcia adquirida.

G Bomba de
f_ﬂ'mi[r()bﬁ F'Antimicrobia / reflux

). RHENEE
" embrana LL )

Antimicrobia
MarR ""A\'7m§
Lt-1 i L1 | |"’|
' P TmaR IlmarA | ma8 | P |M|M|M|

Fig. 45 Formaci6 d’'una bomba de reflux amsequiéncia d’una mutacié.

(A) Bacteri sensible als antimicrobiansAquests entren a la cel-lula a través
de les proteine®©mpFE L'expressié del gemarR produeix la proteina
MarR, que s’uneix al ge® inhibint I'expressio de les seqiénciaarA i
marB.

(B) Bacteri resistent als antimicrobians Una mutacio al gemarR redueix
I'activitat de la proteindMarR i possibilita el funcionament del géh de
manera quemarA i marB es poden expressar formant proteines que
constituiran les bombes de reflux.
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Bomba de reflux (4) ¢

Evitar I'entrada de I'agent mitjan¢ant un
enzim de degradacio6 d’antibiotics (2) ...

Antibiotic 4
& @

Plasmid /g
i as[”' e

€ \Q

& Antibidtic 1
G
L

. ' Gens de resisténcia a antibiotics

L"f V. -\x

ey

Antibiotic 2

Enzim modificador d’antibiotics (3)

Diana modificadora de I'antibiotic (1)
[Z] Antibiotic 3

Fig. 46 Mecanismes desisténcia als antibiotics.
5.2 Origen i transmissio de les resistencies
Els mecanismes d’accio dels diferents agents aébans (secci@.2) segueixen
metodes diferents per aconseguir un objectiu cqrath malgrat aixo, els bacteris
han aconseguit desenvolupar resistencies a tsta éthvés de diversos mitjans. Tot
aixo suscita inquietuds en relacié amb I'Us desma¢su sovint inadequat, de les
substancies biocides en situacions en que no swEs$Eries ja que poden contribuir
a la difusié i la persisténcia de les resistenciesiersos estudis teorics han
responsabilitzat els components antimicrobians dexisténcia d’aquestes
resisténcies les quals suposen greus problemesitaidgment per a I'ambit medic,
pero des del punt de vista practic, encara és ¢oat@stablir de forma concloent i

concisa si I'ts de biocides condueix a I'aparigavaliferacio de bacteris resistents.
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5.2.1 Gens de resisténcia

Els gens de resisténcia bacteriana poden estagnpseal cromosoma cel-lular, als

plasmidis, als transposons i als integrons. A caleddet que totes aquestes parts

constitueixen elements genétics mobils, els genpoéen intercanviar Illiurement

entre els bacteris.

Cromosoma conté gens formats per mutacions espontaniesar&ngue
aguestes no son molt frequents. En general, ddaeralcanvis en la diana
del compost antibacteria.

Plasmidi: es tracta d’una estructura molecular que possgeixmés gens de
resistencia i s’acostuma a denominar plasmidi Rs(pidi de resisténcia).
Aquests gens de resisténcia codifiquen enzims gagwkixen o modifiquen
determinades substancies. En relacié amb la quendipia, s’han equiparat a
la resisténcia plasmidica molts farmacs d’dus habitam el cloramfenicol, la
penicil-lina, I'eritromicina o la tetraciclina. Comue un sol plasmidi té la
capacitat de transportar i transferir gens de tergiga per a diferents
antimicrobians, una poblacié de patdgens pot tesearesistent a diversos
agents quimics de manera simultania.

Transposd és una seqgliencia de DNA en la qual és possildalitoar
diversos gens de resisténcia que poden integriredment als plasmidis i
estendre’s per la poblacio bacteriana gracies asdwa capacitat de
translocaci®®. Alguns exemples de transposons i els seus masat®
resisténcia antibiotica sén el Tn5 (kanamicinapbieina, estreptomicina), el

Tn9 (cloramfenicol) i el Tn10 (tetraciclina).

* Alteracié genética que consisteix en un canvi dagi®d'un segment cromosomic dins del
genoma.
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Integré: esta format pel gen integrasa i una sequénciaedembinacio

especifica que permet la incorporacid de cassetsesisténcia. Aquests
altims contenen un o dos gens de resisténcia ixtnera de recombinacio i
poden trobar-se com a fragments de DNA circularremicatiu quan es
desplacen lliurement per la cél-lula o, en la niajde casos, constitueixen

una part lineal d’'un transposo, un plasmidi o ehmwsoma bacteria.

Casset de
resisténcia atic
Pe % b P P
- il - -
CASSET {
inti1 qacEnt | sult U@
attl '
1

LY

Gen de laintegrasa Zona variable

intll: gen que codifica la integrasattl: seqiéencia de recombinacié de lintegi;

promotor que transcriu la integradd; promotor que transcriu els cassets integratts:

extrem de recombinacioé del casdet;promotor que transcriu els altres gegag¢ gen de

resistencia a 'amonsgul gen de resisténcia a les sulfonamides.

Fig. 47 Representacio esquematica de I'estrudbasica d'un integro i de I'adquisicié d'un
casset de resisténcia.

5.2.2 Adquisici6 de resistencies per mitja d’interanvi genéetic

L’'aparicié de resisténcies bacterianes €s consewiélels canvis estructurals que

tenen lloc a la sequéncia de DNA. Aquests canvisd@sen a causa de dos

mecanismes geneétics principals: les mutaciongraleasmissio d’aquestes mutacions
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entre la poblacié bacteriana. De fet, el segon misog®e esmentat és meés frequent
que el mutagenic ja que es pot difondre rapidamenmite diferents especies
bacterianes, pot conferir resistencia a diverscantagantimicrobians alhora i a
diferencia de I'anterior, no genera un desavantatiggtatiu, és a dir, no fa disminuir

la taxa de creixement del microorganisme.

L’adquisicié per part del bacteri de gens de resgh té lloc mitjancant
transferéncia vertical, en transmetre el genoma delscendéncia, o bé a partir
d’intercanvi genetic horitzontal que consisteixfen Us dels seglients mecanismes

parasexuals (consultar apa®a®.6 Reproduccid

- Conjugacio (recepci6 de plasmidis R).
- Transduccio (transmissié de gens de resisténcia per la irdateibacteriofags).

- Transformacio (obtencié de fragments de DNA exogens provinentgeaddules

mortes).
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Fig. 48 Mecanismes d'intercanvi genétic horitzbn

6. Fagoterapia

Malgrat els esforcos per controlar I'aparicié i paopagacidé de les resisténcies
bacterianes, la situacié actual continua empitjorllo obstant aixo, existeixen un
seguit d’estrategies que s’estan emprant per a@ir@afuesta nova amenaca. Les més
innovadores es basen en la creaci6 de nous comspositiancant el disseny
estructural d’agents antibacterians que encaixpeaficament amb la molécula
diana o bé parteixen de la recerca d'antibioticsunats desconeguts pels
microorganismes. Una resposta molt interessant cpmribueix a combatre
I'alarmant situacio és léagoterapia. Des de fa uns anys, s’ha pensat novament en
els bacteriofags (o també anomenats fags) com altgrativa terapeutica a I's
dels antimicrobians actuals. També s’han proposdé pmbients alimentaris i

hospitalaris amb la finalitat d’evitar el creixenhdracteria en aquests productes. La
57



Fagoterapia: una alternativa als antibiotics

linea de desenvolupament que obra les portesfdgdéerapia podria donar lloc a la
sintesi d’agents microbians més potents i espsdijfie obligarien d’alguna manera
els bacteris a desenvolupar en un futur sistempacoa de repel-lir I'accio dels
virus, pero molts experts ho consideren una ta#tal di’aconseguir ja que s’ha
demostrat que els bacteriofags porten milions datgstruint els seus hostes sense

gue aquests hagin adquirit cap resisténcia.

6.1 Bacteriofags

Els virus bacterians son molt diversos. Conformendels grups biologics més
importants dels ecosistemes terrestres i aquatiesfet, se’ls considera la forma de
vida més abundant del planeta a més de tenir uerpdgcisiu en I'evolucio
microbiana. Els bacteriofags, per la seva capaditestructiva de cel-lules
bacterianes, es relacionen amb el camp de la media industria i I'enginyeria
genetica. Tot i aixi, no tot el que envolta aquéatailia virica és beneficios per a
I'espécie humana: en la seva vessant més nocs/éags poden transportar diversos

factors de virulencia que transformen els hostetebans en patogens potents.

Bacteriofag

. < Fra s ! e ‘
Fig. 49 Bacteriofags infectant una cél-lula proota.

6.1.1 Composicio i estructura dels bacteriofags

e Composicid els materials que els formen poden ser molt dogr pero

fonamentalment estan compostos per acids nuclpicgdines.
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Acids nucleics depenent del fag, el material genétic pot ser DNRNA.

Sovint, aquestes molecules contenen bases modifidaogoden ser circulars
o lineals. La majoria de bacteriofags presenta gpesode DNA de dobla
cadena (T3, T7, lambda, T2...), pero també s’h&undes fags amb DNA de
cadena simple (fd, M13...), RNA de cadena dobla §pb) i RNA de cadena
simple (MS2...).

Proteines el nombre de proteines de diferents tipus i langtat de
cadascuna d’elles a la particula del fag variagase la familia virica que es
tracti. El bacteriofag més simple conté diversgsied’'una o dues classes
de proteines, mentre que el més complex pot arebsintetitzar diversos

tipus de proteines diferents a nivells elevats.
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e Estructura: els bacteriofags poden presentar formes i midegedts.

dsDNA (cadena dole) ssDNA (cadena girrle)

49

Microviridae

Inoviridae
Plectrovirus
Myoviridae , cap allargat. :
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-Inovirus
Plasmaviridae
Fuselloviridae  Tectiviridae
A il : ; -
Rudiviridae
dsRBNA ssRNA
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"9 Cystoviridae Leviviridae
[ i BT A |
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Fig. 50  Families i géneres delasiprocariotics.
Les caracteristiques estructurals basiques dels \procariotics poden variar
segons la familia, tal i com s’observa a la fig@ Per aquest motiu a
continuaci6 només s’exposaran els elements que aoenpels membres del
géenereMyoviridag que conformen un dels grups de bacteriofags m@plexos
perd alhora sén objecte d’estudi gracies a la ogprdisposiciéo de les seves

parts.
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200 nm = 0,zum = 0,0002 mr

Acid nucleic

CAPA

CUAX

laca basal
Fig. 51 Estructura d'un bacteriofag de la familia Myovirila

— Mida: la major part de bacteriofags presenta mides ceseg entre 24 i 200
nm*® de longitud i 80 i 100 nm d’amplada.

— Cap: tots els virus classics es configuren al voltdiun cap o capsida.
Aquesta part esta composta per DNA o RNA contingutuna coberta
proteica que el protegeix i ajuda a transferirsdre les cel-lules hoste. Es

coneixen diferents tipus morfologics que resulterfadcombinacio simetrica

* Nanometre: unitat de longitud equivalent a 10®@i 2000000 mm.
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de les proteines dotant a la capside de formesoliddils i icosaedriques (20

cares).

~(d) Adenovirus
Fig. 52 Exemples de capsides helicoidals (ai idx)saedriques (c i d).

Cua: molts fags encara que no tots, presenten undeunaagnituds variables

associada a la capside. Es tracta d’'un tub buéwas del qual I'acid nucleic

es desplaca durant la infeccio. Pel que es referéixfamiliaMyoviridag la

cua esta envoltada per una cortina contractil gperimet encongir-se en el

procés d’infeccio. A més a més es caracteritzatgyer una placa a la base

amb fibres unides a aquesta que també participetaeheréncia del virus a

la cel-lula bacteriana.
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6.1.2 Infeccio

A continuacios’exposara el procés d’infeié d’'un bacteriofag dparell (per exemple
T2, T4...)ja que tal i com s’ha esmentat a I'inici de I'ap&i6.1.1 Composicid
estructura dels bacteriofa, lesseglients seccions se centren en els componera:
familia Myoviridae I'estructura dels quals condiciona els processtaxionats ami

I'accio de parasitar les cél-lules bacteria

Com tots els altres virus, els bacteriofags noeixen per atzar a la cél-lula hos
sind que s’adhereixen a unes estructureserficials especifigues anomenas
receptors que poden ser lipopolisacarids de lat mgatelular, acids teicoics, pilis
Aixi que la infecci6 s’inicia quan la particula virigatra en contacte amb qualse
part de laceél-lula susceptible (adsorcid)finalitza amb la introdccio del seu

material genétic (penetraci

— ADSORCIO: al llarg de I'adsorci6 participen diverses edinues de la cue
La unio del bacteriofag comencga quan una fibraadaub es plega de man:
que I'extrem pot contactar amb laperficie bacteriana. Una vegada
transcorregut I'adhesio, la particula viral s’apnoa a la cel-lula deixant qt
la placa basal s’hi assenAlhora, es produeixen un set de canvis a la

beinagque fan que aquestareorganitzi i passh ser més curta i més ar.

1- CONTRACCIO DE
LA CUA

Fig. 53 Procés d’adsorcio.
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— PENETRACIO: després de I'adsorcio del fag a la cél-lula, lagsiaontrau
Aquest fet permet la penetracié del tub a travé$acparet bacteriana. Ti
seguit, el cap del virus s’encongeix i fa que eldinjecti a I'interior de le
cel-lula hoste. Aquest procés final és facilitaibgablement per la presen:
de I'enzim lisozim, situat a la cua del bacteriofage té la capacitede

digerir les proteines de la coberta bacter

21 LR i

4- PENETRACIO 5- INJECCIO DEL DNA

Fig. 54 Procés de penetracic

En acabar l'etapa d’infec¢, s’inicien els processos de replicacio virica
definitivament destruiran lcel-lula o bédesencadenaran er formacio de nous
bacterisamb el DNA modificat.Els diferents métodes de reproduccié expc

seguidament definiran la identitat del bacteric

La capside esta buida

DNA viric
Paret cel-lular

Fig. 55 Micrografia eletronica del procés d'infeccié ema cél-lula E. col
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6.1.3 Replicacio virica

6.1.3.1 Cicle litic

L’essencia de la replicacio dels bacteriofags eglpfinir de manera simple: el DNA
viric ha d’'induir a la cél-lula hoste a sintetitzats els components necessaris per
fabricar noves particules fagiques. Aquestes paec s’acoblaran seguint
I'estructura apropiada i els nous virions que esulten sortiran del bacteri per
infectar altres ceél-lules. Les diferents fases wkmt procés es recullen en el que
s’anomenerticles liticsi tots aquells fags que es reprodueixen Unicami@qjuesta
manera s’identifiquen comarus virulents. La duracio del cicle de replicacié litic
compren un periode d’entre 20 i 60 minuts i alglldfaquest es pot elaborar una
grafica, anomenadeorba de multiplicacié d'un sol pas que mostra de manera

detallada els esdeveniments moleculars que hi téoen

<

L Virus totals (extracel-lulars + no han infectat)

g
L]

ivell relatiu de fag
= =

/!

Inici infeccio

-
=

0.1

0.01F

Concentraci6 de ceél-lules
alliberadores de virions

Fig. 56 Corba de multiplicaci6 d'un sol pas.
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A. Periode dECLIPSI: és la part inicial del periode de laténcia en tps
cel-lules bacterianes no contenen cap virus. Al fifaquesta etapa té lloc el
procés d’infeccio i per tant 'adsorci6 i la pereit del DNA del parasit. La
quantitat de particules d’acid nucleics dins I'eoss replica fins al final

d’aquesta etapa.

=)

B. Periode deLATENCIA : comprén el temps necessari per a la reprodu&tio d

virus. Durant els 20 minuts de duracié de I'etagaél-lula hoste sintetitza

tots els components del nous parasits sota ladiirelel DNA viric.

C. Periode dACUMULACIO INTRACEL-LULAR : els elements que
compondran els nous bacteriofags s’acoblen de rmaner es produeix una
acumulacio de virions que exerciran pressio a &stp cel-lulars. Per tant,
en aquesta fase hi ha un nombre creixent de viméectius pero cap

s’allibera.
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D. Periode dALLIBERAMENT : la quantitat de bacteriofags s’incrementa
notablement diversos centenars de vegades a cau&lliberament de les
particules fagiques per la lisi cel-lular. EI nUmtatal de fags lliures facilita

el calcul de lamida d’explosi6, que representa la mitjana de virus expulsats

]|
per cada cél-lula infectada. ﬁi
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6.1.3.2 Cicle lisogenic

Molts bacteriofags son virulents pero d’altres,a¥acque poden destruir la cél-lula,
tenen I'opcié de realitzar un cicle de vida difdramb efectes meés subtils sobre
I'hoste. Es tracta defags atemperats és a dir, aquells que es reprodueixen a partir

de cicles lisogenics Una vegada superades les fases d’adsorci6 i rpeitet el

genoma fagic s’integra al DNA del cromosoma cedtluD’aquesta manera, el virus
opta per seguir una de les dues possibles viesdegtives: replicar el seu material
genetic sincronicament amb el de I'hoste entrafitea fase derofag (el virus s’ha
integrat a l'interior del genoma cel-lular) i doh#loc abacteris lisogens(que sén
immunes a la infeccid d'altres bacteriofags) o bpraduir-se de manera rapida
culminant amb la formaci6 de virions madurs i & tiel-lular en el moment en qué

les condicions internes de la cél-lula indueixia separacio del profag.

Els esdeveniment que es donen de manera genenah ercle lisogenic son els

seguents:

- Adquisicié de la forma circular per part del cromosoma viric EIl DNA del

bacteriofag es caracteritza per presentar unactstaulineal de doble cadena amb
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dues petites regions de cadena simple als extilequeestes dues cadenes senzilles
son complementaries i se les denomina “extremssiasie el que indica que poden

aparellar-se i formar una moléecula circular (apatde la figura 56).

- Integracio del DNA viric. La recombinacié de materials genetics té lloawera
sequencia especifica del DNA fagic (que ha adglariforma circular) i un tros

concret de la cadena del cromosoma de I'hoste.

- Opressio del genoma viric Una proteina (repressor) codificada pel bactagof
s’uneix a una zona particular del DNA fagic i repeix la transcripcio de la majoria

del gens virics, exceptuant aquell gen que coddicapressor.

m m
A R
d) Forma circular del
att cromosoma viric.
J N
PP
gal B B’ bio c) LazonaattP, P’ s’'uneix a
RS- la seqiiéncia bacteriana

corresponent a B, B'.

m
A m’
R b) Integracié del DNA viric.
bio
ga;' J P B’
-~ Bp N
$¢ a) Cromosoma lisogeénic.
Profag
1
gal BP N Rm mA J PB bio
e ] i

Fig. 57 Insercié reversible del cromosoma fagic.
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Fig. 58 Cicle reproductiu d'un bacteriofag atemperat.

6.2 Avantatges i desavantatges de la fagoterapia

El concepte de fagoterapia s’ha considerat unasi@lternatives pel tractament de
malalties infeccioses. Encara que la idea d’uétifgarticules viriques no és nova, el
seu ambit d’aplicacié aixi com els beneficis qu@osen utilitzats com agents

antimicrobians es troba en els darrers anys end@aseecreixement”.

— En comparaci6 amb les técniques quimioterapiqs, virus bacteriofags

ofereixen multiples avantatgesom:

L’ elevada capacitat de replicacigque els permet que una unica dosi de fags pugui
ser suficient per eradicar una infeccié. Pel qua fates aquelles particules que no
aconsegueixen atacar les cél-lules bacterianeppdi@n multiplicar-se de manera
que a consequéncia la seva dosi minvara i, per taqest fet fara possible

I'aplicacio de terapies combinades.
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» L’extrema especificitaf és a dir, cada bacteriofag només pot parasitaipuis
concret de bacteri mentre que els antibiotics aacu partir d’espectres molt meés
amplis. Aquesta propietat de vegades es consiteirecanvenient perquée implica un
coneixement complet tant de totes les espécieguagi com dels simptomes i
caracteristiques de les diferents soques bactsriexistents. Evidentment, es tracta
d’una situacio impossible d’assolir ja que obligeader continuament per cada soca
clinica quins sén els fags als que soén susceptipt® afortunadament s’ha trobat
una solucié per aquest problema que consisteixigizar els anomenats “coctels”,
barreges de bacteriofags especifics que actuemacbatteris que generen efectes

similars.
» No causerefectes secundariga que son innocus per a les cel-lules eucariotes.

* No es veuen afectats per [@sssibles mutaciongjue es puguin donar al patogen.
Qualsevol cel-lula bacteriana pot mutar diversgmsles amb una freqiencia mitjana
de 10°. En canvi, els bacteridfags tenen la capacitamddificar el seu material

genetic amb una frequencia superior, el que peqguetes puguin elaborar coctels
amb fags especifics que presentin mutacions igmgrinfectin les soques que també

han mutat.

— Malgrat aquesta suma considerable de privildgifgoterapia com qualsevol altra

técnica, també té certes limitacions o inconvesigue demostren que encara ens

trobem davant un tractament complicat i poc viaBlgunes d’elles son:

» Alguns bacteriofags no desenvolupen el cicle Hsprés de la infeccid, siné que
una part de la poblacié podbmandre en la fase lisogénicdransformant aixi els
bacteris lisdbgens en resistents a la infeccio jigrsafags. Qualsevol virid atemperat

s’ha d’evitar en la fagoterapia.
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« Els bacteriofags poden quedar inactivats pecitadelsanticossosdel pacient.

» Poden ser portadors dassets de resisténciéfigura 47) a antibiotics o contenir

gens codificadors de toxines.

En termes generals i concloents, es pot afirmar lguerapia fagica té moltes
probabilitats de ser exitosa sempre i quan es desigondicions que afavoreixin la
interaccio del bacteriofag amb el bacteri patogéxi,com la seva rapida dispersio i

replicacio.
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7. Part experimental

7.1 Objectiu

L’objectiu del present projecte és estudiar el xawient d’'un cultiu bacteria
modificat geneticament, després de la infeccio aifdrents tipus de bacteriofags
(fagoterapia) i comparar-lo amb el que s’obté desplel tractament amb compostos

antimicrobians (quimioterapia).

7.2 Hipotesi

Es creu que les técniques fagoterapiques serarmfinéses per eliminar els bacteris

qgue han adquirit resistencies.

7.3 Procediment

El procediment a seguir s’inicia amb la realitzage@dues proves microbiologiques
que exemplificaran de manera general el métode lnps cadascuna de les dues
terapies utilitza pel tractament de soques bactesigalvatges (és a dir, que no han
estat modificades genéticament i per tant no actsmtua presentar cassets de
resistéencia).

Tot seguit, i després d’haver analitzat amb detddl resultats de les mostres
anteriors, es procedeix a I'alteracié del mateg&iéetic bacteria per mitja del procés
de transduccidO que permetra traspassar un cassedsdgencia a un antibiotic
especific. Com a aclariment, cal esmentar que sashgxperiment es mostraran els
efectes dels compostos antimicrobians a partir 'decid d’antibiotics ja que
I'objectiu perseguit es basa en la posterior apiical’'una de les terapies sobre

organismes vius.
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Per finalitzar, s’efectua propiament el metode diferenciara ambdues terapies
(s’anomena corba d’infeccid) atés que la soca tesdiss’infectara amb diferents

classes de bacteriofags i alhora amb diversosiatiti

7.3.1 Metodologia basica de la terapia amb antibifs: Antibiograma

D’entre els diferents metodes que es poden empmran eterminar la sensibilitat
dels microorganismes als antibiotics, en aquesiatipp només s’inclou el de la

tecnica de difusio en placa (méetode de Kirby-Bauer antibiograma.

El principi en el qual es basa aquest assaig essimpple. Quan es col-loca un disc
impregnat amb antibiotic sobre una placa d’agavignéent cultivada amb el bacteri
que es vol estudiar, I'antibiotic es difon de forradial a través del medi produint un

gradient de concentracio.

Material necessari

o Plaques de petri estérils amb agar nutritiu.
o Escovillons (bastons amb cot6 esteéril als extrems).
o Tubs d’assaig.
o Dissolucié Ringer (9g Na€&l+ 1L H0).
o Nansa de Kolle.
o Micropipeta.
> Bec Bunsen.
o Vortex'.
o Discs d’antibiotics:
— Ampicil-lina (AMP 10)
— Tetraciclina (TE 30)
— Eritromicina (E 15)
— Cloramfenicol (C 30)
— Acid nalidixic (NA 30)
— Gentamicina (CN 10)
Salmonella typhimuriurfsalvatge)

[e]

Procediment

1. S’encén el Bunsen per treballar al seu voltantardreaixi una zona
d’esterilitat.

*0 Clorur de sodi: popularment es coneix com a SalLt.
*! Aparell que té la funcié d’homogeneitzar solucitiggides.
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2. Afegim 5ml de Ringer amb una micropipeta estetihaub d’assai
Micropipete - '

Bec Bunse

Ringel

3. Amb una nansa de Ko’< agafem una petita quantitat del bac(del que
préeviaments’ha fet una sembra eagarque ha crescut a 37°C durant la n
la posem al tub d’assaig corresponent on tenimrejdR

Fig. 59 Cultiu de Salmonella typhimurium

4. Es barreja la dissolucié amb el voi fins a assolir un determinat grau
terbolesa.

5. Amb la suspensié aconseguida, es mulla un escouillfa dissolucic
eliminant I'excés de liquia les parets del tub per agafar menys quantit
cel-lules.

>2 Estri format per un manec de metall amb un portéegyaircular en el seu extre
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6. Amb l'escovillo es frega la superficie de les plesjadel medi nutritiu esteril.
Per tal que els bacteris quedin repartits homogeenig, es gira la placa 60°
repetint I'accio diverses vegades tot tornant asliescovillo.

7. Es deixa assecar la placa durant uns 10 minutdatapa una mica oberta.

8. Amb unes pinces, es col-loquen els discs d’anitbd# manera que estiguin
a la periferia de la placa i equidistants. Cal gimsar suaument I'antibiotic
pergué contacti bé amb la superficie del medi dtaicu

Disc d’antibiotic

Sembra de la dissolucié de
Ringer +Salmonella t.

Fig. 60 Preparacio del disc d’antibiotic.

9. La placa roman 20 minuts a temperatura ambiengprés s’'incuba a 37°C de
18 a 24 hores perque els bacteris creixin.

Fig. 61 L’antibiograma ja es pot incubar.

Lectura

Es duu a terme mesurant el diametre dels halokilligi6 (espais que no permeten
el creixement del bacteri) formats per I'expansd&edda antibiotic.
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AMP 1C
TE 3(
E 1t
C 3C
CN 10 NA 30

Fig. 62 Habs d'inhibicio.
Els resultats s’interpreten partiniuna taulafig. 63) que relaciona el diametre de
zona d’inhibicio arb el grau de resisténcia microbiana.

Diametre de I'halo (en mm

Antibiotic Contingut/disc | Resistent| Sensiblitat intermedia | Sensible
Ampicil-lina 10 pg <18 19-21 > 22
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
Eritromicina 15 pg <13 14-17 > 18
Cloramfenicol 30 pg <12 13-17 > 18
Acid nalidixic 30 ug <13 14-18 > 19
Gentamicina 10 pg <12 13-14 > 15

Fig. 63

RESULTATS

DISC ANTIBIOTIC DIAMETRE DELS, HALOS SUSCEPTIBILITAT

D’'INHIBICIO

AMP 10 | Ampicil-lina 11 mm RESISTENT
TE 30 Tetracicling 24 mm SENSIBLE

E 15 Eritromicine 9 mm RESISTENT

C 30 | Cloramfenica 25 mm SENSIBLE
NA 30 | Acid nalidixic 23 mm SENSIBLE
CN 10 | Gentamicin 13 mm INTERMEDIA
Resultats déantibiograma Fig. 64

Segons els resultats de la taula elaborada es @utlotire queSalmonella
typhimuriumés una especie bacteriana que presenta sensidditant el 50% del
farmacs testats. Aquest fet demostra que recoridar quimioterapia per afront
infeccions provocades per aguesta soca microbssrapre i quan sigui salvatc
seria una bona opc

Tot i aixi, no tots els antibiotics s’expandeixé&r antibiograma mostra que quan

diametre de I'halo d’inhibicié és massa petit elog@ncontinua creixel (resistent)
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ja que l'agent no li provoca cap efecte advers. possible causa d’aquest fet té
relacié amb la quantitat d’antibiotic contingudaetmlisc, que normalment acostuma
a representar la concentracié del farmac que d&ssol'organisme. De manera que
en augmentar la dosi subministrada, s’evitariartdifpracio de la colonia bacteriana
pero en contraposicio suposaria un conjunt d’efedétractors pel cos.

7.3.2 Metodologia basica de la terapia fagica: Titacio

Es tracta d’'una de les tecniques més emprades pPaillament de bacteriofags i
alhora és util per a poder observar els efectek dafeccio d’'una soca bacteriana
sembrada en un medi nutritiu. Consisteix en |'obierde calbes (arees de lisi
cel-lular) aillades que es puguin comptar. Per asxmecessari barrejar una petita
quantitat de mostra (bacteriofags) amb un volumma’dissolucié esteril (diluent).
De vegades també es coneix amb el nonmBda¢ de dilucions.

Material necessari

> ON (over night}® Salmonella typhimuriurfATCC).
o Diluent: MgSQ 10mM (sulfat de magnesi).

o Fag L1 (litic).

o Plaques de petri estérils amb agar nutritiu.

o Micropipeta.

o Pipeta Pasteur.

> Eppendorfs’.

o Agitador.

> LB tou™.

Procediment
- En primer lloc cal obtenir el fag amb el quah&ictara el patogen.

1. Amb una pipeta Pasteur es recupera una calba farmadin cultiu
solid previament infectat.

>3 Medi liquid de cultiu bacteria incubat durant 2¢tés a 37°C.
> Petits tubs cilindrics de plastic amb un fons @m#f conica i una tapa adherida al cos
tubular per evitar el despreniment del liquid.
*> Medi solid utilitzat per a I'obtencid i titulacide lisats fagics.
77



Fagoterapia: una alternativa antibiotics

Pipeta Paste

Calbs

Fig. 65 Fig. 66

2. Es diposita la calba extreta en un epper que contingui 1 ml d

La mescla es deixa en agitacié suau dura-30 minuts

4. Per obtenir els bacteriofags, cal centrifugar ldu@6d 1 minut ¢
13.000 RPN® i d’aquesta manera els elements que formen la -
(virions i fragmentscel-lulars) se separaran per pes. A la part
profunda de I'eppendorisedimentarantots aquells componer
bacterians productes de la lisi cel-lular, i aupesficie emergira ¢
sobrenedant, que en aquest cas estara formaipsl& T

5. Es recupera esobrenedant en un eppendorf nou (mostra de

w

- Titulacié o banc de dilucior
Una dilucié simple es calcula a partirla seglient formula:

Volum de mostra

Dilucio =
Volum total (mostra + diluent)

Per exemple, la diluci6 de 1ml de mo (fag L1) en 9ml de diluer (MgSQy)
equival a:

Volum de mostra 1 1 . -1
e = = — = — |s’escriu ,1:10,1010-1.
Dilucio Volum total (mostra+diluent) 149 10 /10

En comptes de fer una sola dilucié utilitzant vob.desmesurats i que podrien
perdre precisié aixi com alterar els resultatsldires realitzara una dilucio seria
formada per uronjunt de dilucions petite-1 i -2) el producte de les quedonara

lloc a una diluci6 fina

*® Revolucions per mint
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La titulacié seriada constara de 4 dilucions: l[da24, la -5 i la -6 que posteriorment
es sembraran en plaques. Cadascuna d’elles tindrélum final de 10001 (1ml).

Les dilucions -2 i -4 contindran 10ul fag + 990jel MgSQ ates que es formaran a
partir del factor de diluci6 -21(100), i les dues restants resultaran de la mescla de
10Qul fag + 90Qu MgSO, derivada del factor de dilucio -1 (1:10).

1 Imlmostra  1000pl mostra _ 10ul mostra
100~ 100ml finals ~ 100.000pl finals 1000yl finals

1000yl finals = 10ul fag + Xul MgS04
X =1000yl finals - 10ul fa

X =990ul MgS04

Diluci6é — 2 -

Q

L 1 Imlmostra 1000ul mostra 100ul mostra
Diluci6 —1 - — = - = - = .
10 10ml finals 10.000ul finals 1000yl finals

1000yl finals = 100ul fag + Xul MgS04
X =1000ul finals - 100ul fag

X =900ul MgS04

Cal esmentar que es tracta d'un procés l'objectuqlial és diluir al maxim la
mostra a testar, de manera que el volum de fages|pipetejaran per cada dilucio
provindran de la dilucié anterior, és a dir, lamfitat de mostra de la dilucio -4 s’ha

d’agafar de la solucio -2.

1/10¢ 1/1C 1/1C
7 > 7 > 7 >
DILUCIO -2 -4 -5 6
(FDA®) (1:100) (1:10.000) (1:100.000) (1:1.000.000)
FACTOR DE 2 2 1 1
DILUCIO (FD) 10 10 10 10
VOLUM FINAL 1000pl 1000p 1000l 1000pl
VOLUM FAG | 10pul (del ON)| 10ul(dela-2) 100ul (dela-4) 10Qje la -5)
VOLUM MgSO 4 990yl 990l 900yl 900

>"ul: microlitres.
%8 Factor de dilucié acumulat.
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Tot seguit s’infectara la soca ATCC ai

1 -.ft‘ [X) gl .
| 2 -5 les dilucionsescaients per tal de poc
E r observar el nombre de calbes que
- - formen segons la concentracié de c

dilucié. Unicament es cultivaran I
2 3 4 dilucions -4, -5 i 6 ja que la dilucic-2,

pel fet de presentar una concentre
LA fagica molt elevada, no permrealitzar
] el comptatge de calbes (hiura massa).

P ee e

Consisteixen la preparacio de conflue

-=
1
-
1

Fig. 67 Dilucions preparades als eppendc que es sembraran en plaques amb a
i mostra del fag L1. es posaran a incubar.
Confluent = LB tou + 10l ATCC +

100pIdiluci6 (-4, -5 i -6)

RESULTATS

Fig. 68 Plaques corresponents
a cada dilucio.

Dilucid -6: 3 calhe
Els resultatgle la infeccié s’expressen a partir del recompteldgques, és a dical

fer el comptatge de pfu/P® per tal de poder determinar d’una manera aproxirel
nombre de virions que han lisat les cel-li aixi quantificar la capacitat infecti

del bacteriofag L1 per aquesta soca conc

* Unitats formadores de plaqueccalbes/ml.
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El valor de pfu/ml només es calculara a les dilngieb i -6 perqué el nombre de
calbes formades a cada placa s’ha de trobar edtr&@0 i com es pot apreciar a la
Fig. 68 a la primera la quantitat s’excedeix notablenpatl’elevada concentracio

de mostra virica.
n? calbes - V sembrat (viric) = V dilucié (viric) = 100ul =0ml
pfu/ml = - FDA: 10°; 10°
volum sembrat (ml) - FDA : ,

* Dilucid6 -5: )
pfuj =20 _56.107
/ml 0,1-10-5 ’
— . 7 . 7
* Diluci6 -6: > X = e 2 2+ - = 4,3-107 pfu/mi
Pru = —3.107
/ml 0,1-10-6

J
Els calculs mostren que com més petit és el vatoladdilucio (-6) el volum viric
sembrat esta meés diluit i per tant la quantitatidens infectius és menor ja que hi
ha menys calbes (cada calba ha estat formada p=oldag). En obtenir la mitjana
aritmeética de pfu/ml dels valors de les diluciolsi--6 es pot determinar la
concentraci6 original d’'unitats formadores de p&mque hi havia a la mostra abans
de fer la titulaci6. En aquest cas la concentrésid’unes 4,3 - 1Qfu/ml el que
indica que en un volum infim de mostra (1ml), einboe de bacteriofags L1 és molt
elevat. Considerant aquests resultats en termescsnéss pot demostrar segons
aguesta metodologia que la concentracio de viiipes tant I'eficacia del tractament
no esta condicionada per la quantitat de mostransukirada. No obstant, si
s’hagués produit una variacié en qualsevol de les dariables tractades (el bacteri

ATCC o el fag L1) els resultats de la titulacio lmewrien estat els esperats ja que el

fag L1 és especific per a la infeccidéS@monella typhimuriuro ATCC).
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7.3.3 Transduccio

Aquest procés constara de dues parts:

— A la primera, la finalitat és obtenir un lisat fadlisogénic) a partir de la infeccié
d’'una soca d’ATCC la qual porti incorporat un caskeresisténcia a cloramfenicol,
de manera que en finalitzar el procés d'infeccgmbfags formats es desprendran

emportant-se fragments del genoma bacteria.

Material necessari

> ON ATCC IRQCm®,

o Fag P22 salvatge (lisogenic): especific perSalmonella typhimurium
(ATCC)

> Ringefh.

o Espectrofotometfé.

Procediment

1. El cultiu ON ATCC IRQCm es posa a incubar (les ceél-lules es reproduéixen
augmenta la concentracié per mil-lilitre), i cada rBinuts es van prenent
mostres per mesurar la DO (550fid I'espectrofotdmetre. Amb aquest
procés es pretén assolir una DO (550nm) aproximadame 0,3, el que
simbolitza que la concentraci6 de cél-lules deliid és de 1cfu®/ml. La
DO (550nm) calculada per I'espectrofotometre deiteanta diferéncia entre
la llum que s’emet a la mostra que es vol tedi@mtlum que en surt (per tant,
ja ha travessat el cultiu). Si el valor de la DGQBM) €s molt elevat, indica
que la quantitat de llum que s’ha filtrat és altguie, per tant, el cultiu
cel-lular encara esta massa concentrat.

2. Una vegada el cultiu es troba a una DO (550nm),8leslnfecta amb el lisat
de P22 salvatge.

® Over night ’ATCC amb cassets de resisténciamuitenicol (Cm).
®1 Soluci6 salina per fer bancs de dilucions amhwsihacterians.
®2 Instrument emprat per a mesurar la intensitatatésorcié de I'energia en funci6 de la
longitud d’ona d’'una mostra de matéria. La sevaliiat és determinar la variacio de la
concentracié cel-lular amb el temps.
%3 Densitat Optica.
® Unitats formadores de cél-lules.
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P22 salvatg

ON ATCC IRQCm . N
Micropipete

Fig. 69 Material per fer la transduccio.

3. Després de tres hores, la mescla es centrifugfilirasel lisat (sobrenedan

Sobrenedant

Cel-lules bacterianes
lisades.
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El bacteriofag lisogenic P22 en iniciar el cickclper abandonar el bacteri déna lloc
a processos d’intercanvi genetic. Concretamenglenoment de la formacio de la
capside, aquest fag té la capacitat d”’empaqueiadlsevol fragment del genoma
bacteria ja que aquest Ultim conté sequencies qdenpser reconegudes pel virus.
Consequentment, es van encapsidant fins a esgotaphcitat d’emmagatzematge

de DNA de la capside.

— A la segona part, té lloc la infeccid d’'una so¢ATECC salvatge per part dels
bacteriofags P22 transductants que s’han obtimgecilment. El proposit d’aquesta
nova infeccid6 és obtenir una mostra bacteriana ficada geneticament que
posteriorment sera sotmesa a nous tractamentsefagats i quimioterapics. Per tal
de poder analitzar els resultats de manera correctalltiu infectat es sembrara en
plagues impregnades de cloramfenicol. Alhora, tagsfara una altra ressembra en

plagues LB per conéixer la frequiéncia de transducci

Material necessari

o ON ATCC (salvatge).

o Lisat P22 (transductants).

o Plaques de petri amb cloramfenicol.
o Medi LB tou (liquid).

o Ringer.

Procediment

1. En primer lloc es fan dilucions seriades (0, -2,-84i -8) del lisat P22 en
MgSO, 10mM. Per treballar els resultats, les mostreseasoraran en plaques
utilitzant: medi LB + 1001 ATCC + 10Qul de la dilucio escaient. A partir del
recompte de calbes de la diluci6 -8 es coneixeracdacentracié de
bacteriofags de la mostra original del lisat, vajoe tindra Us en el pudt
d’aquest procediment.
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Diluci6 -8: 65 calbe:

pfu/ n? calbes 65

= = =6,5-101°
ml ™ yolum sembrat (ml) - FDA ~ 0,1- 10-8

2. Amb I'ON ATCC, es fa una ressemben medi liquid del cultiu barreja
400ul ATCC + 10ml LB tou

Fig. 72 ON ATCC salvatg Fig. 73 Ressembra: 4pDATCC + 10ml LB tou.

3. El nou cultiu es posa a incubar a 3'durant 30 minuts. Simultaniament
mesura la DO (550nm) fins que aquesta sigui d (hi ha una concentrac
estimada de # cfu/ml), quan la socda es podra infectar. Tot i ai,
previament cal sembi 5ml d’aquest cultiu en una plaeanb cloramfenicol
per aixi verificarque es tracta d’'una soca que no conté cap cass
resistencia dantibiotic. Aquesta placa rebra el nom de Con

4. A continuaci(, es fan dilucions seriades (0, -2, -8) del cultiu restar
utilitzant en cada cas 9@0de Ringer i 990l del cultiu seguint el matel
procediment esmentat en el p6.3.2

5. Per alainéccio, el fags P22 transductard$han d’afegir raé de MOI 10.
El mot MOI representa I'acronim dmultiplicitat d’infecci¢. Aquest terme
relacionala proporcié de particules viriques infeccic amb el nimero de
cel-lules infectades. Per exemple, si es tractaadMOI de 1, les cel-lules
veuran afectades per sol bacteriofag (1 virus per bacteri). En aqu
situacio, la MOI és de 10 aixi que la infeccié sdealQ virions per cac
cel-lula.

El valor de la MOI es determina dividint el nomlole fags que infectaran
cultiu entre lequantitat bacteriana a testar.

PfU/ . volum (ml)

MOI = f
ctu/ 4 - volum (ml)
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Partintde les dades que es disposen (pfu/ml, cfu/ml inaccel-lular) es
buscara el volum viric que s’haura d’aplicar aticlthmb la seglient equac
Dades

MOI =10

pfu/ml (mostra origina = 6,5-16° ~ 10"

cfu/ml = DO de 0,4cultiu) ~ 10°

volum bacteria = Oml (que es sembrara a les plaques)

1010 .v
10=10% 01
10-107 = 10'° .V
0° _
1010

IV = 0,01ml = 10pl volum P22

6. Tot seguites preparen les mostres que posteriorment esaraltiven medi
solids. Espipetej: 0,1ml de la dilucié O del cultiorescut i es diposita en |
tub amb LB tou, a continuacio s'afegeixels 1Qul de P22 per a la infec.
La mescla s’abocien 1 placaamb cloramfenicol per poder observar
guantitat de cel-luli transductants que s’han formBer tal deconeixer la
concentracio de cel-lules viables (no s’hisat) resultants de la infeid, es
sembrara una altra ple (que només porti medi LB)tilitzant els mateixo
volums virics i bacterians, pe en aquest cas, els ml de soca es pre de la
dilucié -6.Les duss plagues es deixen reposar 3 hores, durant lés tijudra
lloc la infecid i consequentment el procés de transdL Passat aquest
temps, es posen a incubar a 37° durant |
RESULTATS
La placa mostra que la superficie del n
de cultiu és totalment homogeénia, és a
no s’aprecia cap indici que suggereixi
desenvolupament de colonies. Aquest
permet verificar que el cultiu d’ATC
salvatge és sensible a cloramfenicol (Crr
que les cel-lules no han cresc, per tant,
no presenten cap resistéencia que modi

la seva naturales

Fig. 74 Placa Control.
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Fig. 75 Cultiu infectat sembrat en plaquambcloramfenicol

La sembra de la mostra infectada en plaques amtantienicol donara lloc

creixement Unicament de les cél-lules que hagimidatgl casset daesistencia. Per

altra banda, tots els altres bacteris que no hamafocolonies, pot ser per dues cau

0 bé han patit la transduccié d’'un fag que no ipomava el casset, i per tant contini

essent sensibles al cloramfenicol; o

bé, s’han tisapés de la infeccié. En aque:

imatge es pot apreciar lleugerament la formacié3deolonies transductants per

infeccio d’'una dilucié 0, el que indica que la centacié bacteriana és relativam

alta. No obstant aix0, el nombre de transductdntisguts és baix, per tant si la diluc

hagués estat menys concentrada (cor-4 o la 6) no s’hagués pogut apreciar (

colonia. L’experiencia s’ha realitzat en 2 ocasiorés amb la intencié de comparar

resultats i poder estimar la freqiiéncia de duccio del bacteridfag P22 en aque

experiencia.

Fig. 76 Cultu infectat sembrat en plaques.
Han crescut uniotal de 10 viable

La darrera fase de la transduccié consistei
analitzar la concentraci6 de cél-lules vial
després de la infeccié del cultiu. Entre aque:
s’inclouen totes les que no han patit la i que
per tant s’han convertit en lisdgenes havent «
incorporat el casset de resistencia a cloramfer
Per aquest motiu, la sembra s’ha fet en pla
amb medis Unicament de LB ja que sind,
haurien crescut totes les viables. Com er
situacio argrior, s’han sembrat 2 plaques n
amb nous confluents per tal dobtenir resul

més fiables
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Per finalitzar, a continuacié es presenta una tquéarecull els resultats de les altres
transduccions elaborades.

N° viables | Concentracio Concentraci6 de | Frequencia | Control
Transduccio | (colonies) de viables Transductants transductants (%) (Cm)
(cfu/ml)* (cfu/ml)*®

1 10 118 3 30 316 0
colonies

2 22 2,216 2 20 9,1-16 o
colonies

3 67 6,7-16 1 10 1,5-16 o
colonies

Fig. 77

n? colonies
volum sembra (0,1ml)- FDA (109)

*Concentracio de viables cfu/ml =

n? transductants
volum sembra (0,1ml)- FDA (10~¢)

*Concentraci6 de transductants cfu/ml =

concentraci6 de transductants

“Frequiéncia= 100

concentracio de viables

Segons les dades representades a la figura 77Qtedemostrar que tot i que les
frequéncies de transduccio hagin estat de valots mmiaims, la transduccid és un
dels principals mecanismes d’adquisicié de resiséénbacterianes ja que s’ha de

tenir en compte que les cel-lules transductantstpagin format, en un breu periode

de temps es replicaran donant lloc a una nova pidaicrobiana.

7.3.4 Corba d’infeccié

Una vegada s’ha obtingut el cultiu bacteria altgexieticament, es posaran a prova
les dues terapies estudiades a partir de I'elalibchigna corba d’infeccio. Aquesta,
€s una tecnica que consisteix en sotmetre el cllfiateria a un seguit de
circumstancies perjudicials pel creixement celrlada manera que fent un control
periodic sobre la soca testada, es podran avasatiferents variables treballades i

aixi definir, mitjancant un meétode comparatiu, @uide les dues técniques
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antibacterianes €és més efectiva davant la proti@rd’'un bacteri mutant o amb la

informacioé hereditaria manipulada.

Parametres a estudiar

Els parametres fixats que caldra valorar son ifleatius de cada terapia i a més a
mes, presenten caracteristiques distintives entpeespermetran jutjar-los a partir de
I'analisi dels resultats experimentals. Es tindearcompte les seglents variables:

1. Variables independents
- Tractament quimioterapic. Partint de I'estudi dels antimicrobians a nivelbric,

es pressuposa que els diferents agents utilitzataran de la segiient manera:
* Ampicil-lina: tot i que es classifica com un antibiotic baciea, es creu que
no fara minvar notablement la concentracié badatarimicial per la poca

sensibilitat que Salmonella typhimuriumpresenta davant I'ampicil-lina

('antibiograma ha demostrat que és resistent)paddentment que el cultiu
ja no sigui salvatge.

» Espectinomicinal’addicié d’aquest antibiotic no tindra un efectdlevant

quant a la destruccié del patogen ates que es tlao agent bacteriostatic i
per tant el creixement cel-lular s’estancara perdisminuira.

» Estreptomicinaa diferéncia de I'ampicil-lina, I'estreptomicirmala qual la

soca presenta una lleugera sensibilitat i a mésaétericida, provocara un

decreixement bacteria més pronunciat que el delgrrantibiotic.

- Tractament fagoterapic Es comprovara I'accio dels bacteriofags liticgezs els

de caracter lisogenic conjecturant previamentegsients resultats:

« L1: aquest bacteriofag, que és litic, donara llocyanuportant declivi en el

cultiu cel-lular al cap de pocs minuts desprésadmfeccid. En comparacio
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amb l'efecte que tindran els antibiotics, es pemsa el del virid6 sera meés
perjudicial per als bacteris.

* LS: pel que fa a la infeccié a partir de la mostnécailisogénica, es preveu
que els resultats s’assimilin als de I'espectinamiicja que ambdds
components actuen de la mateixa manera: inhibeigencreixement

exponencial del cultiu.

2. Variable dependent
- El creixement bacteria que és l'objecte d’estudi i dependra de l'acthabe les

diferents variables independents establertes.

Control

Com en qualsevol treball experimental, s’ha estabie blanc o control que servira
de referencia per comparar i validar els resultdtinguts. En aquest cas, amb
I'objectiu de distingir correctament els efectes lde diverses infeccions, s’ha
preparat una ampolla amb la qual no s’experimenésa dir, no s'infectara ni amb

antibiotics ni amb fags.

Material necessari

° 9ONATCC IRQCm.
Antibiotics (mostres liquides):
— Ampicil-lina (Ap 200).
— Espectinomicina (Spc 200).
— Estreptomicina (Str 200).
Bacteriofags:
— Lisat L1.
— Lisat LS.
Espectrofotometre.
Plaques amb agar nutritiu esterilitzat.
> Ringer.

o

]

o

o

Procediment

1. En primer lloc es prepara I'ampolla control queagstformada per 10ml LB
tou (com a medi de cultiu liquid) i 4Q0ATCC IRQCm. Tot seguit es posa a

90



Fagoterapia: una alternativa antibiotics

incubar a 37°C cada 60 minuts es mesura la BBOnm. Tot i aixi després
de la primera mitja hora i quan hagin transcorret@ minuts, caldra fe

una sembra en placa per comptabilitzar les cfusméd dilucions5 i -6.

g B

Fig. 78 Ampolla control: 10mLB + 40Q: ATCC IR2Cn.

2. Els 80Nrestants s'utilitzaran per dur a terme les duegptes.Primerament,
s’incubaran tots els cultius d'ATCC IRCm durant 30 minut
Simultaniament,es van prenent mostres per mesurar la DO (550n
I'espectrofotometr:

Fig. 7€ 100Q:l d’ATCC IR2Cm per mesurar la D(

3. Quanels cultius estiguin a una DO (550nm) aproximad8,& s’afegiran les
respectives substancies infect. Enel cas dels antibiotics s’utilitzaran ul
de cada tipus per infectar les corresponampolles(3) i pel que fa als
exemplars fagics, es partira d’'una MOI de 1 pecual el volum viric qu
s’ha d’incorporal
Dades
MOI =1
pfu/ml (mostres~ 10"
cfu/ml = DO de 0,= 10°
volum bacteria = 8n
volum fagic =
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pfll/ m] - volum (ml)

cfu/ - volum (ml)

1010 - V fagic
108 -8

108 - 8 = 101° - V fagic
108 -8

\Y fé.glC = W

V fagic = 8- 1072 = 0,08ml = 80l

Fig. 81 Ampolles infectad Fig. 82 Ampolles infectadesb L1 (fag litic]

ambLS (fag lisogéenic

4. Una vegada s’hagifet les infeccions, es deixen reposar els ON a temyrer
ambient i al cap d’'uns 5 minuts es mesura la DOI{&Y i es fan sembres
plaques amb agar per tal de comparar les coloniesfgrma la soca ¢
iniciar-se la infeccié i després de la mate
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Fig. 8z Colonies formades en iniciae la infeccio pel fag L
(dilucions -4, -5 i -6).
5. A continuacié, es tornen a incubar les ampolleseoclast la DC
periodicament cada 60 min.

6. En haver transcorregut 120 minuts després de il'idie la infeccid

I'experiment es considera finalitzat pero préviatmes torna a fer una no
ressembra de cada cul
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Fig. 84 Colonies formades eacabar la infecci6 pel fag L1 (dilucions-2, -3 i -4).

RESULTATS:
L’extrapolacio dels resultats es fara segorseguiment de la DO (550nm), tal i c«

s’ha explicat en el procediment anterior, i el rapte directe de les coloni

formades (viablesa les plaques que s’han sembrat a I'inici i allfo@l’experimen

En principi, les conclusiol dels dos seguimentgan de ser les mateixes ja que
tracta de processos que aporten informacio pdealplero amb la diferencia q:
aguesta s’expressa de manera desigual. Si escaegtie els resultats en ambi
casos son similars, s’haura demostrat que el pregpsrinental wt a terme en
aquest treball és ver:

Sequiment de la DO (550nn
Els resultats obtinguts a partir de I'observacidadPO (550nir s’expose a la taula

seguent:

Temps | , 1€MPS Antibiotics Fagslitics | Fags lisogénics

real (Ije_sp:cres _d,e
(min) | '@ M'ECCIO | Control Bactericides L1 LS

(min) Ap 200 | Str 200 | Spc 200
0 0,181 0,291 0,196 0,191 0,17¢ 0,177

30 0 0,46¢ 0,563 0,495 0,451 0,58¢ 0,545

90 60 1,26 0,755 0,732 0,792 0,07¢ 0,467

150 120 1,75¢ 0,811 0,714 0,927 0,08t 0,300

Fig. 85 Evolucide la DO (550nm).

94



Fagoterapia: una alternativa als antibiotics

Pel que fa als valors corresponents a la DO (550hety bacteriofags L1 i LS,

aquests representen el nombre mitja dels resolbitsguts a les diferents repeticions

realitzades, els quals es mostren a continuacio:

Fags litics
Temps real| Temps després de L1 L1 L1 X
(min) la infeccio (min) (réplica 1) | (réplica 2)
0 0,175 0,172 0,187 0,178
30 0 0,616 0,517 0,624 0,586
90 60 0,067 0,072 0,083 0,074
150 120 0,077 0,086 0,091 0,085

Fig. 86 Evoluci6 de

la DO (550nm) en les repligide la infecci6 pel fag L1.

Fags lisogenics
Temps real| Temps despres de LS LS (replica 1) 7
(min) la infeccio (min)
0 0,174 0,179 0,177
30 0 0,550 0,540 0,545
90 60 0,489 0,445 0,467
150 120 0,330 0,270 0,300

Fig. 87 Evoluci6 de la DO (550nm) en les replisjde la infeccié pel fag LS.

La taula permet observar de manera clara i digéintbm la infeccié per un agent

antibacteria afecta el creixement d’'un cultiu migao alterat. Tot i aixi, s’han

confeccionat diversos grafics que presenten leedate forma visual per aixi

interpretar amb més rigor les xifres obtingudes.

Corba d'infeccié DO (550nm)

—
1%

10
€
c
o
Lo
©
O o1
(m)
0,01

30

Temps (min)

90

Fig. 88 Evolucio de la DO (550nm).

=o—Control
=—Ap 200
== Spc 200
=>=Str 200
L1
—H=LS
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Tenint com a punt de referéencia el desenvolupameatha experimentat el control,

es pot contemplar com per cada variable indeperateptada la soca ha evolucionat
de manera diferent. Alhora, I'observacié del gr@feemet ratificar que les diferents

infeccions dutes a terme s’han fet de manera darr¢g que é€s a partir dels 30

minuts (inici de la infeccid) quan la concentrabgxcteriana es modifica respecte la
del control.

Primerament es fara la descripcio del creixemehtalgtrol per aixi poder comparar

les diferents corbes i determinar quin és I'ageés eficac.

Controt 'augment de la concentracié cel-lular és graduab el temps ja que no se
li ha aplicat cap element infectiu que interferedri el seu desenvolupament natural.
S’intueix que la grafica dibuixa una corba simikarla de qualsevol creixement
microbia normal ig. 36), distingint una lleu fase de latencia (compresaeeels O i
els 30 minuts), una etapa exponencial amb pendenpmnunciat (situada entre els
30 i els 90 minuts), culminant amb un llarg peridgecreixement estacionari (dels
90 als 150 minuts) que s’estabilitza entorn a u@ade 2.

Tot seguit, es diferenciaran el efectes dels aggm¢sformen part del tractament
quimioterapic i el fagoterapic adjuntant alhora Esresponents grafiques que

representen les corbes d’infeccié segons I'andéida DO (550nm).

Antibiotics
10
E —— —
2 /‘ N © —e=Control
Lo ==
o o1 —=—Ap 200
o Spc 200
0,01 : . | =<=Str200
0 30 920 150
Temps (min)

Fig. 89 Corba d'infeccio (segons la DO) del tractant quimioterapic.
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Ampicil-lina (Ap 200) els valors de la DO (550nm) d’aquest antibiotictiericida

han anat augmentant progressivament, és a dimfdacio (produida als 30 minuts)
no ha provocat una disminucio en la concentracaieb@na, siné que el que ha fet
és evitar que el creixement cel-lular es multipldg manera exponencial com en el
cas del control. Cal esmentar, pero, que encardapeo de I'ampicil-lina no s’ha
basat en provocar la mort cel-lular, si que hauting efecte de reduccio bacteriana
ja que en el seu corresponent grafic el valor dedaen la fase estacionaria és d’'1

(aproximadament), quan en el control és de 2.

Espectinomicina (Sp 200¢n el cas de I'espectinomicina, antibiotic baostatic, es

pot fer un balan¢c molt similar al de I'ampicil-lina que la corba d’infeccio
practicament segueix el mateix recorregut. Per &mtpot afirmar que aquest
antibiotic bacteriostatic, com a tal, tampoc ésllgter a la soca d8almonella

typhimuriumgeneticament modificada.

Estreptomicina (Str 200)a grafica que formen els valors de la DO (550mta)

I'estreptomicina (antibiotic bactericida) també lésmateixa que en els dos casos
anteriors, pero amb la petita diferéencia que eelse90 i els 150 minuts, el cultiu
experimenta un lleuger declivi que pot ser a calgdacaracter bactericida d’aguest

agent, el qual es caracteritza per aturar el areexé produint la mort bacteriana.
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Bacteriofags

10
= =
= 1 e
/
3 P
) i /'\ =—o— Control
Q o1 ~g— —a =L
LS
0,01 T T )
0 30 a0 150

Temps (min)
Fig. 90 Corba d'infecci6 (segons la DO) del tramiant fagoterapic.

L1: la corba d'infeccié que forma aquest bacteridfig és notablement diferent a
les descrites anteriorment. En aquest cas s’apnmeciablement l'efecte de la
infeccio, en que a partir dels 30 minuts la DO dadeix en picat. L’explicacio a
aguest fet és que el caracter litic d’aquest \prosoca que les cél-lules es lisin i per
tant la concentracid bacteriana disminueixi. Firelm(dels 90 als 150 minuts)
s’observa una fase d'estancament en qué s’ha ieotam lleugerament la
concentracié. La DO assolida és aproximadamentatié,en comparaciéo amb la del

control, és 20 vegades més petita.

LS: en el cas de la corba originada per aquest hafetgrisogénic, es pot observar
gue respecte el control, els resultats de la indes@n positius ja que la DO final és
de 0,3 (7 vegades més petita). Tot i aixi, la geafhostra que la disminucio cel-lular
no és tan rapida ni tan acusada com en la sitdatitag L1, siné que els valors de la
DO sén molt similars i van disminuint successivamé&er tant, es pot corroborar
gue la infeccié per bacteriofags lisogenics no peix la mort cel-lular de manera

immediata.
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Sequiment de les viables (recompte directe de lesddanies)
Per facilitar I'extraccié de conclusions, és dengtdilitat partir de I'analisi de les

plaques sembrades en l'experiment, que permeterptabititzar el nombre de
colonies que formen els bacteris al llarg de ladnifo. Per tant, en aquest apartat la
importancia recaura en observar els efectes déssucd’aquests agents
antibacterians més que no pas en descriure elregear de cada infeccié en
particular, com s’ha fet anteriorment (DO). Aqueessultats diferiran lleugerament
respecte els de la DO (550nm) ja que en deixarbeacels cultius 24 hores, no es
podra determinar exactament que la concentracidutzel pertanyi als 30 o als 150
minuts de manera que en deixar un interval de teméssgran per mesurar el nivell
de la infeccid (en el cas de la DO eren segonsh ks viables s6n 24 hores), la
variable pot finalitzar la infecci6é del bacteriixia la quantitat de colonies obtingudes
(cél-lules que no s’han lisat) representara unrvats real i rigoros.

La taula seguent conté el nombre de colonies foemaer cada dilucid i a més a
més, s’indica la concentracié bacteriana (cfu/mmfoéida en haver transcorregut 120

minuts després de l'inici de la infeccio.

Temps Temp; Antibidtics Fags litics Fags lisogénics
després
real
(min) 'de Iq, Control
infeccio Bactericides L1 L1 L1 LS
replical) | (replica2 replical
(min) 2;)0 Str 200 | Spc 200 (epical) | (repica2) LS (replical)
19 (-6 9(-6 3(-6 6 6 (-6 26 (-6 19 (°6) 9 (-6
30 0 6) | 9¢6) | 13(6) | 14(¢6) | 6(6) 6) | 11806 | 155 | 120
142 (-5) | 98 (-5) | 101 (-5) | 105 (-5) | 89 (-5) | 242 (-5) (5) 164 (-5)
20 (-4 21 (-4 114 (0
o'l DO IS I san (3| 2573 | 1902 | 210 | =10
150 120 =1 =1 =1 =1 ~10° ~10° ~10* | cfu/ml | cfu/ml
cfu/ml | cfu/ml | cfu/ml cfu/ml
cfu/ml cfu/ml cfu/ml

Fig. 91 Evolucié de les viables durant la infeccié
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De la mateixa manera que en el seguiment de la 330n(n), s’han elaborat un

seguit de grafics per estimar els resultats de #mema meés correcta possible.

Aquests, en el seu eix d'abscisses (horitzontdiraran el periode compres entre els

30 i els 150 minuts (fase de la infeccid) i en eftresponent eix d'ordenades

(vertical), presentaran una escala basada en lamgi cientifica 1,00E+01 (el

namero que es troba davant la lletra E esta mighippper 10, el qual s’ha d’elevar al

valor que hi ha després de la lletra. En aquesnpbeés 1-1%). Aixi que per tal

d’elaborar els grafics esmentats, cal reformulatalala utilitzant la corresponent

notacio cientifica.

Temps S - Fags
Temps | després Antibidtics Fags litics lisogénics
real de la Control
(min) infeccid Bactericides
(min) Ap 200 Str200 | Spc 200 L1 LS
30 0 1,66E+08] 9,40E+07 1,16E+08 1,23EH 2,98E+08 | 1,75E+08
150 120 1,93E+09] 6,00E+05 2,40E+06 4,00E{ 3,69E+05] 1,00E+07

Fig. 92 Evolucié de les viables expressada ambhaidtcientifica.

Els valors de la infeccid per bacteriofags sorgente la mitjana efectuada a partir de

les diferents repliques.

Fags litics
Temps real| Temps després de L1 L1 L1 X
(min) la infeccio (min) (replica 1) | (replica 2)
30 0 8,90E+07 2,51E+08§ 1,18E+0| 2,98E+08
150 120 2,22E+06  2,24E+06 1,01E+(q 3,69E+05

Fig. 93 Evolucié de les viables de les repliquddatgL1.
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Fags lisogenics
Temps real| Temps després de | g LS (eplicat) | X
(min) la infeccio (min)
30 0 1,73E+08 1,77E+08 1,75E+08
150 120 1,00E+07 1,00E+07 1,00E+07

Fig. 94 Evoluci6 de les viables de les repliquddalg LS.

Els grafics que representen l'evolucio de les dena diferéncia dels que
exemplifiguen la DO, es caracteritzen per preseata forma lineal que denota
clarament com es desenvolupa el proceés infectiflaemeés visibles les desigualtats
entre els compostos ja que s’'aprecien les petistimcions que amb les corbes de la

DO passen desapercebudes.

Corba d'infecci6 viables

1,00E+10

1,00E+09 —

1,00E+08 =—— Control

1,00E+07 \\\Q N
- —4—SpC 200
1,00E+06 T
== Str 200

cfu/ml

1,00E+04 . e=LS
30 150

Temps (min)

Fig. 95 Evolucié de les viables.

Fent una observacié general dels resultats obsnglaprecia clarament que en els
diferents grafics disminueix progressivament lacemtracio cel-lular en passar dels
30 als 150 minuts, aquest fet ratifica que totes Jariables independents sén
compostos infectius per la soca bacteriana tesMdlgyrat aquest tret comu, també
hi ha dues situacions en que no es compleix agtersiéncia reductora. Una d’elles

fa referéncia al volum control, que evidentmentegkpenta I'efecte contrari al que
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es produeix en els altres cultius. A continuacic@mentaran breument les corbes

d’infecci6 obtingudes destacant les diferencies noégries que hi ha entre elles.

Controt el grafic que representa l'evolucié de la conceid bacteriana no
infectada es caracteritza per créixer a mesurgogasa el temps. Aquest resultat és
el propi del creixement de qualsevol soca bactarjamue s’ha de tenir en compte
que sbOn organismes que augmenten exponencialmaun@entracio cel-lular pel
mecanisme reproductiu que utilitzen (biparticio)p#t de la forma que adquireix la
corba, el nombre de colonies comptabilitzades ral f(193) de I'experiment és

notablement superior al de [linici (19), el que iftea I'evolucié anteriorment

comentada.
Antibiotics
1,00E+10
1,00E+09 .
_ 1,00E+08
e
S 1,00E+07 —o—Control
S 00E+06 \\< —=—Ap 200
s +
u Spc 200
1,00E+05 —Str 200
1,00E+04 .
30 150
Temps (min)

Fig. 96 Corba d’infeccio (referida a I'evoluci6 dies viables) del tractament quimioterapic.

Ampicil-lina (Ap 200) les dades referents a la infeccidé per ampicd; lzonfirmen

que aquest és un agent capac¢ de fer disminuirdeeoctracié bacteriana ja que el
cultiu testat passa de formar unes 9 colonies qidilt6) a unes 6 (dilucié -4) en
finalitzar I'experiment. Tot i aixi, en contrastaaquests resultats amb els
corresponents valors de la DO(550nm) s’observa sjaeriben a conclusions

diferents segons es faci la valoracié a partiral®0O o del comptatge de viables
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perqué en el primer grafic analitzat (DO), la codpze forma la infeccid per
ampicil-lina queda per dalt de la corresponentdelfiestreptomicina i en aquest cas

(viables) la grafica de I'ampicil-lina se situa geta de la de I'estreptomicina.

Una de les possibles causes que explicaria aquesteadiccié exemplifica el que
s’ha esclarit a la primera part d’aquest apartagifm 99). Des del punt de vista
logic, es podria deduir que segons els resultata @ (550nm) referents a aquests
antibiotics, el cultiu amb estreptomicina per arita assolir una concentracio
bacteriana més baixa (0,714) que el d'ampicil-(iD@11) hauria de formar menys
colonies i per tant donar lloc a una grafica situsdta de la de I'ampicil-lina pero els
resultats del comptatge de viables demostren questay suposicié no es compleix.
Segons les afirmacions anteriors, en deixar elsusuincubar durant 24 hores, les
infeccions respectives de cada antibiotic finalitze’aprecia quin dels dos destrueix
una quantitat superior de cel-lules. En aquesgsdmmpicil-lina i, per tant, es pot
determinar que les diferéncies respecte la DO {®)&dn a causa de la rapidesa de
la infeccio la qual no és proporcional a I'eficadiaquesta, fet que es veu reflectit en
els dos antibiotics testats ja que I'estreptomicioa a terme un procés infectiu meés
rapid que el de I'ampicil-lina (per aixo els valdes la DO sén més baixos) pero pel

contrari lisa menys cel-lules bacterianes.

Espectinomicina (Spc 200)en aquest grafic es fa remarcable la condicié

bacteriostatica de I'antibiotic en questio, ja dqoei que la concentracio bacteriana
disminueix en relacido amb el control, no se 'aamneix fer decréixer siné que es
produeix la situacié inversa, per aquest motiun@dcio comengca amb unes 14
colonies (diluci6 -6) i finalitza amb 40 coloniedil(cio -4). Per tant, de la mateixa
manera que en la corresponent corba referida ®1€550nm), un cultiu infectat per

espectinomicina evoluciona paral-lelament al demss alterar (control).
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Estreptomicina (Str 200)’evolucié de la soca en haver estat infectadagopiest

antibiotic bactericida és l'esperada atés que s@ar com la corba redueix
considerablement el seu pendent des dels 30 alsml&@s. Es pot afirmar que
I'evolucié de la infeccio per aquest antibiotic @slt similar a la de I'ampicil-lina
pero0 en aquest cas, les concentracions cel-lulars superiors (el cultiu
d’estreptomicina forma 24 colonies al final, i éampicil-lina en forma 6, que

representa 4 vegades menys).

Bacteriofags
1,00E+10
4_—_.

1,00E+09

”><

1,00E+08 \
1,00E+07

£
3 \ —&—Control
o

1,00E+06 \. L1

1,00E+05 LS

1,00E+04 )

30 150
Temps (min)

Fig. 97 Corba d'infeccio (referida a I'evolucié des viables) del tractament fagoterapic.

L1: les viables del cultiu infectat per aquest baotag donen lloc a una corba amb
un pendent negatiu. Es el factor més eficac ja apmnsegueix fer disminuir la
concentracié 10vegades (inicialment és de I'ordre de® 1Cal final és de 1%).

Segons la imatge representada al grafic, es pobafique la seva evolucié és molt

semblant a la de I'ampicil- lina.

LS: la grafica de la infeccio per aquest bacteriaddagota que la concentracio final
(10") es redueix respecte la concentracié iniciaf)18mb la diferéncia que aquesta
disminucié no és tan intensa en comparacio amhuéaexperimenta el cultiu que

conté fags L1. De fet, la seva evolucié es pot mamar amb la corresponent a
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I'estreptomicina (passa d’una concentracié d&aa0) ja que ambdues segueixen
trams equidistants. Aquesta igualtat no té llocreerttacteriofags lisogenics i

antibiotics bacteriostatics perque les particuleggwes d’aquesta indole acaben
provocant la destruccio de la cél-lula (semprenteain compte I'espécie de fag, la
qual morira més aviat o0 més tard) en etapes avesgdel la infeccid, en canvi, els
antibiotics bacteriostatics només es limiten a ewintuna determinada concentracio

cel-lular sense fer-la minvar.
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8. Conclusions

Una vegada s’ha dut a terme la part practica dstqtreball i s’han analitzat
detingudament els resultats obtinguts, es podemwext les conclusions finals que
verifiquen o falsegen les tesis inicialment plaade;s.

Recordem, a grans trets, que el proposit prin@pajué s’ha basat la recerca ha estat
comparar el creixement d'una soca bacteriana essiiactada, per una banda, amb
antibiotics i, per I'altra, amb virus bacteriofggsr aixi poder determinar quina de les

dues terapies és meés efica¢ alhora de combatrerisatiultiresistents.

Aquest apartat s’estructurara en dues parts: emepriloc es contrastaran les
variables estudiades a la corba d’infeccio amisilgmsicions fetes abans d’infectar
el cultiu i en segon lloc, s’especificara i detalla nivell general el tractament més

optim responent aixi la hipotesi que sustenta keaquest projecte.

Pel que fa a la utilitzacio d’antibiotics, les hipsis que no s’han verificat son les
corresponents a I'ampicil-lina i I'estreptomicinan el cas de I'ampicil-lina, els

resultats obtinguts a partir del comptatge de emlffigura 95) demostren que és
I'agent quimioterapic meés efectiu davant el creigatmexponencial del bacteri i la

resisténcia que aquest presenta a I'ampicil- linentesfereix considerablement en la
destruccié microbiana. Quant a l'estreptomicinabsérva que el decreixement
cel-lular no ha estat tant destacat com s’espemalgrat que es tracta d'un compost
de caracter bactericida (figura 95). El darrer sitpper contrastar, corresponent a
I'espectinomicina, no es pot verificar completamangue d’acord amb els resultats,
el cultiu infectat s’estanca pero la corba mostug @mb el pas dels minuts la

concentracié bacteriana continua augmentant lemiffigura 95).
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Pel que fa a I'estudi dels virus bacteriofags, fianpra tesi (en la qual es remarca
I'efecte destructiu del fag litic) s’ha verifica fjue en el cas de I'especie litica (L1)
el cultiu cel-lular decreix accentuadament finsrigbar als nivells més baixos de
concentracié bacteriana (figura 96), pero pel gaeafla segona (s’afirma que
I'evolucié de la infeccid pel fag lisogenic serard#ant a la de I'espectinomicina),
s’observa que I'evolucié del creixement amb laafale lisogenica (LS) és diferent a
la de I'antibiotic bacteriostatic atés que amb eimponent viric la concentracio

cel-lular s’acaba mantenint constant i a un nimédlrior (figura 94).

Segons aquestes constatacions, s’arriba a la cddicue la terapia fagica és més
eficient que la quimioterapia pel tractament d’'esg® bacterianes que han adquirit
resistencies antibiotiques. Tot i aixi, en aquestperiencia la diferencia entre les
dues no es manifesta de manera molt determinagugasegons els resultats del
seguiment de viables (figura 94), I'ampicil-linaoasegueix reduir els nivells
bacterians a una concentracié lleugerament suparlardel bacteriofag litic. S’ha
atribuit aquesta notoria similitud al fet que ebg@s infectiu d’un bacteriofag litic

equival al d’'un antibiotic bacteriostatic ja quelalias es basen en la lisi cel-lular.

L’aplicacié de la fagoterapia a més a meés suposaeguit d’avantatges a nivell
social que I'afavoreixen en relacio amb I'is desiantibiotics com per exemple:

— L’elevada accessibilitat dels bacteriofags els gjes localitzen alla on hi
hagi poblacions bacterianes, per tant a llocs trats com el sol, la flora
intestinal dels animals, el clavegueram o l'aigeartr.

— La rendibilitat econdmica, ja que la seva obtemepresenta un baix cost.

— El perjudici nul per a la salut de I'organisme guageix la infeccié bacteriana

gracies a la seva especificitat que evita que mtahtiees cel-lules.
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La rapidesa amb que té lloc el procés de curagigugesegons s’ha observat
als grafics de les diferents corbes d’infeccio,ctamcentracié de bacteris
eradicada pel fag litic és superior a la de l'aatib en el mateix interval de
temps.

La reduccid del nombre de victimes mortals causaoer epidemies
bacterianes en paisos en vies de desenvolupameuejsi s'arribés a poder
comercialitzar aquests virus en forma de medicamgudr I'escas
financament que es necessita, podria subministrar4$n major percentatge
de poblacié afectada en comparacié amb I'antibcditvencional.

La baixa probabilitat de les cél-lules bacterigregsdesenvolupar mutacions.

Des del meu punt de vista actualment ens troberandal/una adversitat potencial

perqué cada dia es fa més latent la quantitat sist@éacies en especies bacterianes

responsables de malalties tan comunes com la pmeanab primer mon, o el colera,

al tercer mon. Aquest estudi demostra, encaraigueaspetita escala, que una de les

possibles solucions a aquesta situacio ofereix mpliaventall d’avantatges que

s’haurien de tenir en compte per impulsar aquesistd’investigacio, fins ara poc

representativa. Per aixo, crec fermament en lailitgbde traslladar aquest senzill

projecte a un ambit d’estudi més ampli i compleikitzaint la tecnologia i I'equip

cientific adequat.
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Annex

GRUP EFECTE MECANISME D’ACCIO ANTIBIOTICS DERIVATS ESPECTRE EFE CTES SECUNDARIS
ANTIBIOTIC PRIMARI
Inhibicié de la sintesi de la paret cel-lular
*Penicil-lina Reduit (idoni contra
=Meticil-lina gram-positius)
Penicil- lina Bactericida Impedeixen la formacié d’enzims que Reaccions al-lérgiques (diarre
participen en I'encreuament de cadenes Ampli (idoni contra gram{  anemia, urticaria, nausees)
de peptidoglica. -Ampicil-lina positius i alguns gram-
negatius)
Ampli (idoni contra gram- Reaccions al-lergiques,
. . oy . _ .. 5 .
Cefalosporina | Bactericida lgual que I'anterior. Cefalc')t'lna positius i alguns gram- | tromboflebiti$®, lesions renals
=Cefoxitina negatius)
Inhibicié de la sintesi de proteines
S'adhereixen a la subunitat petftdel Ampli (idoni contra gram- Sordesa, mareig, nausees,
Tetraciclina Bacteriostatic rlbosoma.llnterfermt ?Ilrec'Fament en la -Oxitetraciclina positius i gram-negatius reaccions al-lergiques
produccio de proteines i causant la
lectura erronia del RNA missatger.

% Inflamaci6 al-lérgica o quimica de la paret venesguida de la formacié d'un trombe adherit astque
% Els ribosomes estan formats per dues parts: lanitab gran i la subunitat petita. Ambdues en seipermeten la traducci6 de la cadena de RNA rgessit
per tant, la formacié de proteines.
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Macrolid

Bacteriostatic

S’uneixen a la subunitat gran del

ribosoma per inhibir la prolongaci6 de
cadena peptidiéadurant la sintesi de |

proteina.

la

=Eritromicina
=Clindamicina

Ampli (idoni contra gramf
positius aerobis i
anaerobis i alguns gram
negatius)

Irritacio gastrointestinal,
decoloraci6 dental, lesions
hepatiques i renals

Cloramfenicol

Bacteriostatic

Igual que I'anterior.

Cloramfenicol

Ampli (gram-positius i
gram-negatius)

Disminuci6 de I'acci6 de la
medul-la 0ssia, reaccions
al-lérgiques

Inhibici6 de la

sintesi d’acids nucleics

Inhibeix la DNA girasa i la

topoisomerasd, bloquejant la replicaci
del DNA i el procés de transcripio

D

=Norfloxacina

Reduit (idoni contra
gram-negatius)

Tendinitis, convulsions,
reaccions al-lergiques

Quinolona Bactericida
) o Reduit (idoni contra el | Nausees, vomits, diarrea, fatig
"Rifampicina enereMycobacteriuni anemia, somnoléencia
Rifampicina Bactericida Inhibeix la RNA polimerasi =Rimpin 9

alguns gram-positius)

®" Polimer format per una seqiiéncia d’aminoacidsfoumearan la proteina.

® La DNA girasa i la topoisomerasa sén enzims qugeager replicar el DNA.
% Moment de I'expressié génica en qué les seqiiedei@NA son copiades a una cadena de RNA misspéggroder obtenir les proteines.
"0 Enzim capag de polimeritzar les cadenes de RNAatger a partir de la lectura de la molécula de DNA
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