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“La ciéncia és I'anima de la prosperitat
de les nacions i la font de
vida de tot progrés”.

(Louis Pasteur)


http://www.proverbia.net/citasautor.asp?autor=737
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0. INTRODUCCIO:

La resisténcia dels bacteris al antibiotics i altres substancies antimicrobianes és
un problema d’actualitat que ens pot arribar a afectar d’'una manera molt greu,
ja que la rapidesa en que sorgeixen els microorganismes multi resistents no és
igual a la velocitat en que sorgeixen nous antibiotics i aixd provocara a la llarga
que no hi hagi nous antibiotics per tractar a pacients amb malalties infeccioses

greus.

Aquest treball era una de les opcions proposades per el Centre de
Documentacio i Experimentacié en Ciéncies i Tecnologia (CDECT) i suggerit

com un treball de recerca per la meva tutora Lourdes Salis.

La motivacioé per la qual vaig escollir aquest treball és perque esta dins d’'un
dels temaris de biologia de segon de batxillerat i és una de les assignatures
gue més m’agrada. A part d’aix0, vaig escollir aquest treball perqué la recerca
d’'informacié em sembla interessant i d’actualitat ja que es un fet que podria
afectar-nos amb el pas del temps. També em va semblar una bona proposta
perqué la part practica es basa en el treball al laboratori i €és una experiencia
didactica i entretinguda ja que em permetra familiaritzar-me amb el material i

funcionament del laboratori.

El treball esta estructurat en tres parts en les quals dues formen part del marc
tedric i I'tltima forma part del treball de camp. En primer lloc s’expliquen els
diferents tipus de bacteris, les seves parts i fisiologia i en segon lloc s’explica
gque son els antibiotics, agents antimicrobians i la resistéencia bacteriana.

Finalment en tercer lloc es troba el treball de camp, que és la demostracio de I
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hipotesi “pot ser que els bacteris desenvolupin resisténcia a mesura que es van
posant en contacte amb antibidtics o biocides” a partir de la pregunta,
augmenta la probabilitat d’'obtenir bacteris amb el gen de resisténcia a mesura
que es van posant en contacte amb antibiotics o altres substancies

antimicrobianes com l'alcohol o el Triclosan?.

El treball de camp consisteix en una practica on es demostra la resisténcia del
Micrococcus luteus i Serratia marcescens a l'antibiotic d’ampli espectre
CIPROFLOXACIN i dos agents antimicrobians, el Triclosan un potent biocida i
'alcohol o etanol, un antiséptic. Aixd es fa a partir d’'un cultiu mare i unes
plaques de Petri mesurant la zona d’inhibicié que s’obté aplicant els diferents

tractaments amb discos de paper de filtre de 6mm.

Un dels primers problemes que he tingut en la part practica del treball, és que
els materials, en concret els discos de paper de 6mm per a realitzar
I'experiéncia van arribar massa tard i no he acabat de realitzar el meu treball
com m’agradaria perqué hagués volgut fer moltes més proves al laboratori, es
a dir, realitzar més sembres dels dos tipus de bacteris, pero aixd0 hagués
requerit molts més dies de treball al laboratori i per falta de temps només he fet
les suficients sembres de Serratia marcescents i Micrococcus luteus com per
constatar que la zona d’inhibici6 disminueix i que per tant existeix una

resisténcia.

Els segon problema que he tingut en la part practica del treball és que la
bascula de precisié no podia mesurar quantitats de producte molt petites i aixi

em vaig haver d’adaptar al material que hi havia al laboratori.
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1. HISTORIA:

Antony van Leeuwenhoek al 1.623 va ser
un dels primers descobridors dels bacteris i
el primer en observar-los utilitzant un

microscopi format per una lent i dissenyat

per ell mateix

1 Imatge d'un bacteri. Font:granplaneta.com

Al 1.828 Ehrenberg va anomenar a aquells

éssers amb una paraula grega, bacteris, que en catala vol dir petit basto.

Més tard Louis Pasteur i Robert Koch van relacionar els bacteris amb diferents
malalties considerant-los com a patogens. Aixi els bacteris van ser classificats
com un grup totalment separat a la resta dels altres organismes i Woese
finalment els va classificar en dos tipus de bacteris, els Eubacteris i els

Argueobacteris.
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2. QUE SON ELS BACTERIS?

Els bacteris s6n uns organismes unicel-lulars®, procariotes® que no tenen un

nucli diferenciat i en els quals I'ADN esta situat en el citoplasma?®.

Es classifiguen en dos tipus, els Eubacteris i els Arqueobacteris.

2.1. Els Arqueobacteris:

Els Arqueobacteris s6n bacteris primitius que viuen en
habitats semblants als de la terra primitiva, com
ambients amb temperatures més elevades que el punt
d'ebullicié de l'aigua 0 medis amb una concentracié de

sal molt elevada. Els Arqueobacteris son més antics

que els Eubacteris, dos exemples d'aquest tipus de

2 Imatge arqueobacteris Font:
bacteris son el Pyrocoocus furiosus i I'Halobacterium. es.wikipedia.org

2.2. Els eubacteris:

Els Eubacteris so6n organismes procariotes molt
simples ja que tenen poques estructures internes i

quatre formes externes i mesuren entre 1 i 10

micres®.

3 Imatge Eubacteris. Font:
tecnicoenfermeria.com

! que consta d'una sola cél-lula, la qual fa totes les funcions dels éssers vius.
2 cél-lula sense nucli diferenciat, de manera que el material genétic no és separat de la resta del
citoplasma per una membrana.
espai que delimita la membrana plasmatica.
1pm=10°m=10*mm

10
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Es diu que sén uns organismes molt antics perqué s'han trobat bacteris de fa

3.500 milions anys i dels quals podem trobar més de 2.000 espécies diferents.

Els bacteris son els organismes més petits que tenen tots els elements
necessaris i dispositius metabolics per a l'obtenci6 i transformacié de matéria
en qualsevol medi (terrestre o aquatic). S6n organismes indispensables per el
manteniment i equilibri ecologic ja que participen en els cicles biogeoquimics®
que permeten el reciclatge de la mateéria a la biosfera gracies a les seves

diferents funcions de nutricio.

Hi ha quatre tipus de bacteris a nivell morfologic: Els bacils, els cocs, els

espirils i els vibrions.

Els bacils son els bacteris amb forma allargada i que viuen en medis amb un

nivell baix de nutrients.

Els cocs sbén organismes amb una forma esférica que tenen poca relacié amb
I'exterior i viuen en medis rics en nutrients. Aquests tipus de bacteris sén molt

resistents ja que es transmeten a través de l'aire i poden ser patdgens®.

Els espirils i vibrions tenen forma d'helix i viuen en medis viscosos. La
majoria tenen un diametre petit, travessen facilment les mucoses i soOn

patogens en contacte directe.

® és un circuit o ruta per la qual un element quimic o molécula es mou a través d'un ecosistema i és
recicla.
® bacteris que provoquen malalties.

11
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4 Imatge bacils, cocs, espirils i vibrions. Font:
apuntesauxiliarinfermeria.blogspot.com
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3. LESTRUCTURA BACTERIANA:

Els bacteris estan formats per les seglents parts:

- La part externa que esta formada per una paret
bacteriana, una membrana plasmatica i quan es
troben en formes infectives també poden formar

una capsula bacteriana.

- La part interna esta formada per un citoplasma
en el qual es troba el hialoplasma o citosol’ on
estan immersos els ribosomes i inclusions i

finalment per 'ADN bacteria.

3.1. Part externa:

3.1.1. Capsula bacteriana:

Es una capa gelatinosa d'un gruix d'uns 100 a 400 A° 8
rica en glacids® com I'acid urodnic, l'acid glucuronic,

I'acetilglucosamina i glicoproteines, que es forma en els

bacteris patogens.

" porci6 liquida del citoplasma
& angstrom: 1A°=1x10°m

\

4
7

X

Ribosoma Fimbries

ADN
bacteria

Membrana

4

ViERaTe
AN <\ (1

\

N

Inclusions

plasmatica

/ Citoplasma

Vacuiol
de gas

Flagel

El Morfologia general d'un bacteri.

6 Imatge bacteri encapsulat.

5 pibuix parts d'un bacteri. Font: diapositives de
classe "Els microorganismes"

Font: diapositives de classe "Els

microorganismes"

° biomolécules organiques formades per carboni hidrogen i oxigen, formats per monomers anomenats

monosacarids de férmula empirica CyH2nOn,

13
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Les diferents funcions de la capsula bacteriana son la regulacié d'intercanvi
d'aigua, ions™ i substancies nutritives amb el medi extern.

Aquesta capa és rica en aigua i protegeix al bacteri de la deshidrataci6é creant-li
una resistencia en cas de dessecacio del medi i a més permet la formacio de
colonies. També és un mitja de defensa front a bacteridfags®?, anticossos'? i la

fagocitosi*® que poden reconéixer el bacteri per destruir-lo.

o Gram-
Paolisacdridos

' /

3.1.2. Paret bacteriana:

La paret bacteriana recobreix el bacteri donant-li T,

.......................... —=0—0—0-
rigidesa i forma davant les variacions de pressi6 mmﬁﬂm}m}mmm _______
Péptido
osmotica'®, regula el pas dels ions com a membrana i i

1) Glicolipidos. 2) Fosfolipidos v otros lipidos

semipermeable®, t& un gruix entre uns 50 a 100 A° i Blotdo Giains
és molt resistent als antibiotics. Els components
fonamentals d'aquesta paret son peptidoglicans o

mureines, formades per anells de polisacarids

enllacats amb oligopéptids. Segons I'estructura

Membrana
plasmitica 21

d'aquesta paret i un procés anomenat tincié de Gram

7 Dibuix paret bacteri Gram+ i -. Font:
diapositives de classe "Els microorganismes"

1% atom o grup d'atoms que tenen una carrega eléctrica deguda a la pérdua (i6 positiu) o a la captura (i6
negatiu) d'electrons.

! virus parasit especific de bacteris als quals causa la lisi en multiplicar-se en llur citoplasma.
12 glicoproteines de tipus globular solubles a la sang o altres fluids corporals i que so6n utilitzats pel
S|stema immunitari per identificar i neutralitzar elements estranys al cos, com ara bacteris, virus o parasits.
globus blancs que protegeixen el cos ingerint bacteris o cossos nocius.

4 diferéncia de pressio que hi ha entre dues dissolucions de concentracions diferents separades per una
membrana semipermeable i que assoleixen finalment un equilibri entre elles, ja que es deixa passar més
0 menys dissolvent per la membrana semipermeable d’'una dissolucio a I'altre fins que les dues assoleixen
la mateixa concentracio.

> membrana formada per una bicapa lipidica que delimita la cél-lula i que només deixa passar certes
substancies segons la pressié osmotica, la concentracio i la temperatura.

14
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podem diferenciar dos tipus de bacteris:

- Els Gram positius, els quals la seva paret és monostratificada i esta formada
per una capa gruixuda de peptidoglicans anomenats mureina, a la qual

s'uneixen proteines,*® polisacarids'’ i acids teicoics 2.

- Els Gram negatius son els que tenen una paret biestratificada, amb una capa
basal fina de peptidoglicans en la qual hi ha una membrana externa constituida

per una doble capa lipidica’® amb proteines situades cap a I'exterior.

La tincio de gram és un metode per distingir els y:—,-_ “{t .t”,.‘:—;, .1-
. o $ e e, ]
bacteris gram positius i negatius. Es un procés en el -% ::a o AR J'gfu '
'R/
. . & .- " Ve o .& s
qual els bacteris es tenyeixen amb un complex |s %s < R T L
. . . , . Gram+ Staphylococcus aureus
cristall violeta/iode, després es descoloreixen amb
alcohol i mes tard es tenyeixen amb safranina, 7\ s - -
R
guedant els gram negatius tenyits de color vermell - N . <
” »
ja que el complex cristall violeta a I'hora de la ’ - b
[
Gram- Escherichia coli

decoloracié no queda retingut en la paret bacteriana

i els grams positius tenyits de color blau perqué 8"““,?9“"?“””’3?"' Font: diapositives de
classe "els microorganismes

retenen el color violeta.

16 compostos organics fets per aminoacids, unes molécules que contenen el grup amino, un grup carboxil i
un radical que formen una cadena lineal i s’'uneixen per un enllag peptidic.

7 glacids formats per molts monosacarids.

18 polimers de glicerol units mitjancant enllacos fosfodiester.

19 estructura que formen els lipids quan orienten els caps hidrofils cap a I'exterior i les cues hidrofobes cap
a l'interior quan es troben en un medi aquos.

15
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3.1.3. Membrana plasmatica:

La membrana plasmatica és una capa que envolta el citoplasma, té uns 75 A°
de gruix i és molt semblant a la de les cél-lules eucariotes pero sense
esteroides®®. Aquesta membrana conté uns mesosomes que son uns replecs
interns que tenen com a funcidé subjectar el cromosoma bacteria, dirigir la
duplicacié del DNA per mitja ADN-polimerases® i fer la respiraci6®, ja que
tenen una estructura semblant als complexos ATP-sintetases® dels
mitocondris®*. Aquests mesosomes també s'encarreguen de la fotosintesi (en
els bacteris fotosintétics) perque s'hi troben les molécules del fotosistema |

(PSI) iassimilar NO3 0 NO2 i N, en els bacteris nitrificants.

Altres funcions que té la membrana plasmatica és limitar el bacteri i regular el

pas de les substancies nutritives.

zi’ lipid format per anells de carboni units entre si.
proteina enzimatica que s’encarrega de duplicar 'ADN d’'una cel-lula.

2 procés en el qual les cél-lules degraden les molécules organiques per obtenir energia.
2 enzims responsables de subministrar energia a la cel-lula sintetitzant adenosina trifosfat (ATP).
24 organuls cel-lulars que contenen una matriu i uns replecs anomenats crestes. Son els encarregats de

dur a terme la funcioé de respiracié cel-lular un procés que proporciona a la cél-lula I'energia necessaria
per realitzar diverses activitats.

16
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3.2. Part interna:

Bewly BN e

3.2.1. Els Ribosomes:
PRNA, “ e vl

Els ribosomes sbén particules formades per 9.0 .Q”
dues subunitats, una subunitat petita i una " \
subunitat gran encarregades de la sintesi de > 2 /'

proteines les quals es troben disperses per el

. 9O Dibuix d'un ribosoma i la sintesi de proteines.
C|toplasma. Font:es.wikipedia.org

La subunitat petita té una velocitat de sedimentacié 30S i esta constituida per

una molecula d'ARN i 21 proteines diferents.

La subunitat gran té una velocitat de sedimentacié de velocitat 50S i esta

formada per dues molécules ARN?® i 34 proteines.
3.2.2. Inclusions:

So6n granuls sense membrana que es troben dispersos per el citoplasma i que
serveixen de mecanisme de reserva de diferents substancies nutritives o de

residus del seu metabolisme.
3.2.3. Vesicules gasoses:

Les vesicules gasoses sOn estructures que contenen gas, de forma cilindrica i

gue permeten la flotabilitat del bacteri, per exemple en els bacteris fotosintétics.

25 /8 - . . N . 2 . . . .
(acid ribonucleic): cadena de nucleotids units entre ells, conté les bases nitrogenades adenina, citocina,
guanina i uracil en lloc de timina.

17
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3.2.4. ADN bacteria:

L'ADN bacteria és la informacié genetica del ADN bacteriano Plasmidos
bacteri, esta format per una sola molécula
llarga i circular amb una cadena doble helix

amb superenrotllaments. L'ADN es situa unit

als mesosomes i la seva funcio es dlrlglr el 10 Dibuix ADN bacteria i els plasmidis. Font:es.wikipedia.org

funcionament del metabolisme bacteria.

La regié condensada de I'ADN s'anomena nucleoide.
Dins dels bacteris també apareixen varies molécules
d'ADN de menor massa que un cromosoma
anomenades plasmidis. Aquests plasmidis poden

tenir gens de resisténcia als antibiotics o gens que

intervenen en els processos de reproduccio.
11 Imatge d'uns plasmidis. Font: uc.cl

3.3. Altres estructures externes dels bacteris:

3.3.1. Els Flagels:

So6n prolongacions dels bacteris que estan
formats per dues parts, la zona basal i la tija,

tenen funcié locomotora i que permeten que

Flagelos

els bacteris es moguin lliurement.

12 Imatge d'un bacteri amb tres flagels i cilis. Font:
biologiabi.blogspot.com

18
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La zona basal esta formada per el colze i el cos basal, que esta format per un
bastd central i quatre estructures discoidals on els dos discos interns giren

sobre si mateixos i transmeten moviment a la resta del flagel.

\a> @ filament flagel-lar (tija)

-*"\)/\f Escherichia

Monotrics ol e direccié de
(un sol flagel) la rotaci6

membrana
externa mﬂm
Lofotrics capa de ana

cos

(diversos flagels en un sol pol) basal - — 1
membrana
plasmatica
Amfitrics ' = discos

(grups de flagels als dos pols)

fimbries
d'adheréncia

Peritrics
(flagels que envolten el bacteri)

membrana
plasmatica

13Dibuix del funcionament d'un flagel. Font: Biologia | Santillana.

3.3.2. Pels i fimbries:

Es troben a la superficie externa dels bacteris i sén
estructures buides i tubulars formades per

proteines, amb un gruix de 40 a 80A°.

Els péls sén llargs i participen en el intercanvi de

material genétic amb altres bacteris mentre que les

Tt flww v Sie. e

fimbries son curtes i permeten al bacteri fixar-se al
14 Imatge de dos bacteris connectats

mitjancant els péls. Font: diapositives de classe
"els microorganismes"

substrat, cap dels dos té funcié locomotora.

19
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4. FISIOLOGIA BACTERIANA:

Funcions de nutricio, relaci6 i reproduccio:

4.1 Funci6 de nutricio:

Els organismes autotrofs®® utilitzen compostos?’ inorganics per sintetitzar els

seus propis compostos organics, hi ha diferents tipus d'organismes autotrofs:

- Els autotrofs fotosintétics que son els bacteris sulfurosos, verds i porpres que
no utilitzen aigua com a donador d'electrons en la fotosintesi, sind altres
compostos com el sulfur d'hidrogen. No produeixen oxigen, absorbeixen la llum

infraroja i poden realitzar la fotosintesi sense llum visible

- Els autotrofs quimiosintetics que son els bacteris que utilitzen I'energia que

desprenen certs compostos inorganics quan s'oxiden.

Els bacteris heterotrofs son els que utilitzen compostos organics per sintetitzar

els seus propis compostos organics, n'hi ha de diferents tipus:

- Els saprofits son els bacteris que viuen sobre la matéria morta.

- Comensals o parasits que son els bacteris que viuen conjuntament amb altres
organismes. Els comensals son els que no perjudiquen ni beneficien a l'altre

organisme i els parasits son els que produeixen malalties en l'altre organisme.

% organisme que capag d’elaborar la seva propia matéria organica a partir de substancies inorganiques.
%" substancia formada per dos o més elements quimics.
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4.2. Diferents vies metaboliques dels bacteris:
- Els bacteris aerobics que son els poden utilitzar oxigen .

- Els bacteris anaerobics que sén els que no poden utilitzar oxigen. Aguests
poden ser, estrictes que son els no admeten oxigen perqué el consideren un

veri o facultatius que si que utilitzen oxigen quan n'hi ha.
4.3. Funci6 de relaci6:

Els bacteris es relacionen a partir del moviment, ja sigui per moviment flagel-lar

0 per contracci6 o dilatacio.

També responen a canvis mediambientals formant espores o mecanismes de
resisténcia que suporten temperatures molt elevades, altes concentracions de

sal i I'accié d'agents quimics o radiacions.
4.4. Funcié de reproduccio:

Els bacteris es multipliguen mitjangant una
reproduccié asexual®, es a dir, a partir de la
biparticié. En aquest procés I'ADN es duplica i la

paret bacteriana creix formant una separacié on

finalment es creen dues cél-lules o dos bacteris 15 imatge de la biparticié dels bacteris. Font:
recursos.cnice.mec.es

fills identics. Aquest, és un procés creat per els

mesosomes.

28 reproducci6 en la qual no intervenen els dos sexes.
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4.5. Fenomens de parasexualitat:

Hi ha tres processos d'intercanvi genetic:

-La conjugaci6 es un procés en el qual el bacteri transmet
un plasmidi per mitja de les fimbries (donador F+) a un
bacteri receptor (receptor F- que finalment es convertira en

F+ quan obtingui el plasmidi F).

Conjugacio I: F+ conté copies de plasmidis i és el donador
mentre que F- no conté plasmidis i és el receptor. En
aquest procés es transmet un dels plasmidis a través del
pel sexual o fimbries, després es replica la cadena formant

dos plasmidis identics i aixi els F- es convertiran en F+.

16 Dibuix del procés de la
conjugacio. Font: diapositives de
classe "Els microorganismes".

c . . . . - &)
-La transduccid és un intercanvi genétic que A%A P e

es produeix gracies a un virus bacteriofag, [[

el qual parasita un bacteri amb fragments

d'ADN d'un altre bacteri que ja havia

parasitat darrerament. 17 Dibuix del procés de la transduccié. Font: diapositives de
classe "Els microorganismes"
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- La transformacié es un procés en el qual el bacteri

52 N
s'introdueix ADN d'un altre bacteri que es troba dispers k____/
5 Pel
per el medi on viu, aquets tipus de bacteris s'anomenen “dm‘}
competents. iy
PTG,
Mo

18 pibuix del procés de la
transformacié. Font: diapositoves
de classe "els microorganismes".

Gracies a aquests processos d'intercanvi genétic la poblacié de bacteris obté
variabilitat genéetica és a dir, tots els bacteris no tenen un mateix genotip ja que
s'intercanvien entre ells diferents gens de resisténcia.

Aixi s'assegura la supervivéncia de l'espécie front a canvis ambientals o

substancies nocives com els antibiotics o biocides.
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5. SERRATIA MARCESCENS:

Classificacio cientifica:

Regne: Bacteris

Filum: Proteobacteri

Classe: Gamma Proteobacteri

Ordre: Enterobacterial

19Imatge d'una placa de petri amb el bacteri
Serratia marcescens. Font: edenprairieweblogs.org

Familia: Enterobacteriaceae

Geénere: Serratia

Espécie: Serratia marcescens

El bacteri Serratia marcescens és un bacil Gram negatiu del filum dels
Enterobacteriaceae que viu en ambits amb una humitat elevada i en un Ph®
entre 5 i 9. Aquest tipus de bacteri el podem trobar facilment en els serveis

publics "lavabo" i a les clavegueres.

Les diferents malalties que pot produir el Serratia marcescens son infeccions

en els ronyons, vies urinaries i respiratories, conjuntivitis i queratitis.

Es un bacteri resistent a molts antibiotics a causa dels factors R, uns plasmidis
que creen enzims amb resistencia als antibiotics, concretament a totes les

penicil-lines.

29 6s un index de la mesura de I'acidesa o alcalinitat d'una solucio, gue és donada per l'activitat dels ions
en una solucid.
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6. MICROCOCCUS LUTEUS:

Classificacio cientifica:

Regne: bacteris

Filum: Actinobacteria

Classe: Actinobacteria

Ordre: Actinomycetales

20 placa de petri amb bacteris Micrococcus
luteus. Font: faculty.ccbcmd.edu

Familia: Micrococcaceae

El Micrococcus luteus és un bacteri del filum Actinobacteria i és un Gram-
positiu. Aquest bacteri conté una paret cel-lular molt gruixuda, un ADN ric en
citosina i guanina® 75% i plasmidis. Té un metabolisme aerobic (utilitzen
oxigen) i poden viure en ambits amb una baixa concentracio de dioxid de
carboni.

Aquests organismes viuen a una temperatura de 37°C, mes 0 menys a la
temperatura del cos huma. Es poden trobar a les cavitats nasals, les vies
respiratories superiors, a la mucosa de la boca i a la pell humana, on
transformen la suor en compostos d'olor desagradable. En general aquests
bacteris provoquen infeccions a la pell humana.

El Micrococcus luteus és molt sensible als antibiotics beta lactamics, que son
uns antibiotics que contenen un nucli amb I'anell -lactam en la seva estructura

molecular i poden créixer en productes lactics i fins i tot en medis toxics.

¥ hases nitrogenades que formen I’ADN.
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7. RESISTENCIA DELS BACTERIS ALS ANTIBIOTIC:

7.1. Qué sbn els antibiotics ?

Els antibiotics sdbn medicaments que s'utilitzen tant en medicina humana com
veterinaria per a la profilaxi i tractament de les malalties infeccioses, ja que
aguests poden eliminar els microorganismes o inhibir el seu creixement.

Son substancies de baix pes molecular produides per éssers vius, poden ser
antibiotics naturals, que soén els que no han estat modificats quimicament o

semi sintetics que han estat modificats a partir de la substancia natural.

La majoria dels antibiotics procedeixen del metabolisme de microorganismes

procariotes o eucariotes®. Hi ha diferents antibiotics segons la zona on actuen:

- Antibiotics que interfereixen a la biosintesis de la paret cel-lular (es
canvien els components intracel-lulars del microorganisme mitjangant la pressio

osmotica produint-li la mort).

- Antibiotics que actuen sobre la membrana cel-lular.

- Antibiotics que inhibeixen la sintesi de proteines.

- Antibiotics que inhibeixen la sintesi d'acids nucleics®.

Els antibiotics més produits son els que interfereixen en els enzims de sintesi

de peptidoglicans en els Eubacteris.

31 . .o .
organismes cel-lulars amb nucli diferenciat.

32, .. N .. , - . ., ...
biomolécules organiques encarregades d'emmagatzemar i difondre la informacié genetica
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e .. H
7.2. Antibiotics beta lactamics: Antibiotico activo 2 ow
H
HN | Ho
2

Els antibiotics beta lactamics soén els

N s
que contenen un nucli amb l'anell B- -
o
o

HO
lactam en la seva estructura molecular.

CO0o

Antibidtico inactivo

B-lactamasa

21 Dibuix d'un antibidtic beta lactam. Font: www.2.udec.cl

Tipus d'antibiotics beta lactamics:

La penicil-lina és un antibiotic beta lactamic i va

ser un dels primers antibiotics naturals en R

% H
: S
descobrir-se. Aquest antibiotic té un espectre \_‘/ CH3
molt reduit, es a dir, només actua en front els O /—N CH
3

estreptococs® del grup A iels cocs Gram- (@]

wer

COOH

positius. No afecta a cap bacteri gram-negatiu
22 Dibuix de I'estructura de la penicilina. Font: perubiotec.org

i és susceptible als enzims desactivadors que

creen molts bacteris.

La penicil-lina s'administra per via oral, és molt sensible als acids (acids de
I'estdbmac), s'elimina rapidament per l'orina i en alguns casos provoquen

respostes d'hipersensibilitat en un individu (al-1érgia a la penicil-lina).

3 (Streptococcus): s6n un genere d'eubacteris gram-positius
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Per resoldre aquests problemes es van fabricar penicil-lines semi sintetiques
amb propietats millorades com: un espectre més ampli d'accié, més temps de
permanencia als fluids del corporals ( no s'eliminen facilment per I'orina i aixi
I'antibiotic t¢ mes duracio), resisténcia a enzims desactivadors, resistents als

Ph acids. Aquestes penicil-lines es poden classificar en tres grups:

- resistents a penicil-linases (enzims desactivadors de I'antibidtic).

- d'ampli espectre (actuen en front una gran varietat de bacteris).

- penicil-lines anti-pseudomones (un bacteri patogen perillés quan infecta

ferides).

Els mecanismes d'accié de penicil-lines i altres antibiotics beta lactamics
consisteixen en inhibir la produccié de petidoglicans sobre els bacteris en

creixement.

La produccié industrial dels antibiotics s’ha incrementat molt gracies a la
recerca d’espéecies microbianes capaces de produir antibiotics i poden produir-
ne més quantitats. També, gracies a una millora en els medis de cultiu i una
seleccié de les soques mutants dels microbis que tenen més capacitats per

produir-ne.
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8. QUE SON LES SUBSTANCIES BIOCIDES?

Un biocida és una substancia quimica sintetica o d'origen natural toxica pels
bacteris que serveixen per destruir, matar o inhibir el creixement de qualsevol

organisme nociu mitjangant medis quimics o biologics.

Els mecanismes d'acci6é dels biocides so6n a la zona de la membrana cel-lular,

provocant-li una lisi.
8.1. Tipus de biocides:

- Els biocides bioldgics que sén enzims o substancies d'autodefensa

produides per un organisme.

- Els biocides fisics que sbn radiacions amb una elevada energia que oxiden

la paret proteica i destrueixen el bacteri.

- Els biocides quimics inorganics o de sintesi organica com el dioxid de

clor (ClO,), cloramines etc.
8.2. Caracteristiques dels biocides:

- Ampli espectre d'activitat (inhibeix el creixement d'una elevada varietat de

bacteris).
- Solubles en aigua.
- Efectius en un ampli rang de Ph.

- Efectius en baixes concentracions.
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- Baixa toxicitat humana.

- Facils de neutralitzar (mecanismes desactivadors per a la seva posterior

neutralitzacio).

Les substancies al-logenes son uns biocides molt potents i Utils, el clor s'utilitza

per desinfectar i tractar I'aigua perque quedi lliure de bacteris i sigui potable.

Els biocides s6n nocius i toxics poden produir intoxicacions si no s'utilitzen
adequadament.
Sovint s'utilitzen en agricultura, medicina, control de plagues i per a I'Us

domestic.
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9. Que sobn els antiseptics i desinfectants?

Els desinfectants o germicides son agents quimics antimicrobians capacos de

matar o inhibir el creixement bacteria.

Els antiseptics també sén substancies quimiques antimicrobianes que eviten la
putrefaccio dels materials vius. Es consideren desinfectants amb baixa activitat

toxica per els teixits vius.

Un agent esterilitzant és aquell que produeix la inactivacio total de totes les
formes de vida microbiana (pérdua irreversible de la capacitat de divisié

cel-lular).
9.1. Factors que afecten a la poténcia d'un desinfectant:
- La concentracio i el temps d'actuacio.

- El tipus de Ph on aplicar el desinfectant (els desinfectants anionics son mes

efectius en Ph acids i els cationics tenen més eficacia en Ph alcalins).

- La temperatura (amb un augment de la temperatura augmenta la potencia

dels desinfectants).
9.2. Tipus de desinfectants:

- Els detergents que son sabons que contenen una porcio hidrofobica i una

porcié hidrofila que permeten formar micel-les **en una solucié aquosa. Hi ha

34 . \ TN
és un conglomerat de molécules que formen una monocapa biologica.
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detergents cationics®, anionics*® i no idnics (no idnics no tenen capacitat

antimicrobiana) segons la proporci6 hidrofila.

- Els alcohols que desorganitzen les bicapes lipidiques de les membranes i no
afecten a les espores, per aixo no tenen efecte esterilitzant. S6n substancies
liquides, incolores, de baix pes molecular i solubles en aigua (H,0). S'utilitzen

dos tipus d'alcohols I'etanol i isopropanol.

- Alguns al-logens tenen funci6 antiséptica, el iode que es un bon antiséptic per

a la pell i té major efectivitat en un Ph acid.

Aquests tres tipus de desinfectants desorganitzen o destrueixen la membrana

cel-lular del bacteri produint-li la mort.

35 ., N i
i6 amb carrega positiva

36 .. N .
i6 amb carrega negativa.
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10. QUE SON | COM ACTUEN EL TRICLOSAN, L’ETANOL | ELS

ANTIBIOTICS D’AMPLI ESPECTRE?

OH Cl
El Triclosan (5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol) 0

és un potent fungicida®” i agent antibacteria. En

condicions normals es troba en estat solid i és | Cl

23 Dibuix de I'estructura del Trilosan. Font:

soluble en substancies organiques. en.wikipedia.org

Aquest tipus de substancia es encarregada de destruir bacteris Gram-positius i
Gram-negatius, ja que es transfereix a través de la membrana citoplasmatica

bacteriana i interfereix en el seu metabolisme lipidic.

El podem trobar en diferents productes d'Us personal com desodorants, la

pasta de dents, sabons i inclUs introduit en dispositius i material médic.

L'etanol és un alcohol i es classifica com
una substancia antiseptica i desinfectant H H

gracies a la seva accio dissolvent que

afecta als cultius de microorganismes. H C C O H

Sovint s'utilitza per Us cutani per H H

24Dibuix de I'estructura de I'etanol. Font: genboot.com

desinfectar la pell amb una concentracié

(60-90%) i s'"anomenen alcohols quirudrgics.

Els antibiotics d'ampli espectre sén aquells antibidtics que actuen contra una

gran varietat de bacteris.

%7 és la substancia utilitzada per prevenir, inhibir o eliminar els fongs o les seves espores.
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Els aminoglicosids son antibiotics d'ampli espectre produits per diverses

espeécies de bacteris Streptomyces. Mecanismes d'accio:
- Provoquen danys a la membrana.

- Distorsionen l'estructura del ribosoma.

- Causen errors en la lectura de 'ARNm.

- Sintesi de proteines defectuoses.

El Ciprofloxacin és l'antibiotic d'ampli espectre O O

que s'ha utilitzat per dur a terme I'experiéncia al F

OH

laboratori. Aquest antibiotic actua bloquejant la

M N
replicacié de I'ADN (inhibeix I'enzim ADN-girasa) O

HM
produint el trencament de la doble hélix de 'ADN

i s actiu contra els bacteris gram-positiu i gram-
25 Dibuix de I'estructura del antibiotic d'ampli espectre

. Ciprofloxacin. Font: en.wikipedia.or;
negatiu. P pedia.ore
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11. CAUSA DE LA RESISTENCIA DELS BACTERIS ALS ANTIBIOTICS | LA

SELECCIO NATURAL:

La resistencia als antibiotics per part dels bacteris €s un fenomen produit per

I'evolucio i la selecci6 natural.

Una poblacié de bacteris no és geneticament igual ja que

presenten una variabilitat genetica. La resisténcia als Before selection

antibiotics és un fenomen causat per les mutacions® en . O

el material genétic d’un bacteri, o per la insercié de gens O O

extra cromosomics anomenats transposons®  al .
After selection

cromosoma bacteria o per la introduccié de plasmidis, .

que es poden transferir als bacteris per mitja de la

Final population

d'un pel sexual introdueixen a un altre bacteri un ..

Resistance |evel

altres dos processos explicats anteriorment, la OOOO...

transduccié i la transformacié. En aquests processos oW High

conjugacio, un procés parasexual on els bacteris per mitja

plasmidi. També hi ha un intercanvi genétic a partir d'uns

. N . , . . 26 Dibuix del procés d ela resisténcia dels
I'ADN bacteria es recombina amb I'ADN d'un altre bacteri i pacteris als antibiotics. Font:

es.wikipedia.org
aixi poden aconseguir nous gens que poden contenir la
resisténcia als antibiotics o a altres agents desinfectants, antiseptics o biocides.

Dit aix0, hi ha dos tipus de resisténcia:

- La resistencia adquirida: una residencia provocada per la modificacido o

mutacions del material genétic d’'un bacteri.

% &s el canvi de d'informacio genética (genotip) d’'un ésser viu que produeix un canvi de les seves
caracteristiques, que es presenten espontaniament i que pot transmetre a la descendéncia .
% segments de ADN.
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- La resistencia transmissible: la resisténcia causada per els plasmidis que

poden passar d’'un bacteri a un altre.

Caracteristiques dels plasmidis amb el gen de resisténcia:

- Estan capacitats per transferir resistencies simultanies als bacteris que els

adquireixen.

- Tenen la capacitat de reproduir-se epidémicament®® de manera horitzontal

entre cél-lules de diferents especies.

- No tenen efectes negatius sobre el material genetic del bacteri.

Mecanismes implicats en la resisténcia dels antibiotics:

- Disminucié de la permeabilitat de I'antibiotic: produit gracies a barreres
naturals com la membrana dels bacteris gram-negatius que son insensibles a

molts antibiotics i també la modificacio de les capsules bacterianes.

- Desactivacié enzimatica de I'antibiotic: mecanisme format pels plasmidis i

gue dona resisténcia en front antibiotics beta lactamics i els aminoglicosids.

- Modificacio quimica de la zona on actua I'antibiotic (diana).

- Sintesi d'enzims resistents.

Aquests plasmidis han pogut sorgir a causa d’un intercanvi de material genétic

amb una especie mutant, es a dir, una espécie que ha experimentat un error en

0 malaltia que es propaga en poc temps en una poblacio i que afecta a gran nombre de persones.
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els seu material genétic i que ha produit per equivocacié gens que puguin

contenir la resisténcia.

També aquests plasmidis poden aparéixer per la transmissid de material
genetic amb espécies de bacteris estranyes, ja que els plasmidis i material

genetic es poden transferir entre espécies diferents.

La seleccié natural:

En un cultiu de bacteris sensible a un tipus d'antibiotic quan es posa en
contacte amb aquest s'observen bacteris resistents en la poblacié. Aquest fet
no és causat perqué l'antibiotic produeixi els canvis genetics sobre els bacteris,
sin06 que només selecciona els bacteris resistents que sorgeixen
espontaniament en la poblacio, es a dir, la resisténcia no és adquirida per mitja
de l'antibiotic, sin6 que ja era present abans del contacte amb ['antibiotic.
Aquest és un procés produit per la seleccio natural.

Els bacteris sensibles a l'antibiotic moren i els que contenen el gen de
resisténcia seleccionats per [I'antibiotic sobreviuen i poden multiplicar-se
transmetent la resisténcia als seus descendents o altres espécies bacterianes.
Aquests tipus de fenomen és causat per I'Gs abusiu i incorrecte dels antibiotics
en el tractament d'infeccions humanes, I'administracié de farmacs poc actius,

de dosis petites 0 de tractaments massa curts.

En la actualitat han aparegut bacteris multiresistents, que sén soques de

bacteris resistents a diversos antimicrobians a I'hora.

Hi ha dos tipus de soques diferents:
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- La soca insensible és aquella que gracies al seu genotip natural li permet
resistir d’'una forma natural a un determinat antibidtic o substancia
antimicrobiana. Per exemple l'estructura de la paret bacteriana dels bacteris

Gram-negatiu que dificulta el pas de molts agents antimicrobians

- La soca resistent que és la que a sofert canvis genétics a partir d’'un genotip

anteriorment sensible a aquest tipus de substancies.

11.3. Dades informatives: Font: www.biologia.edu.ar

- Després de 6 anys d'haver introduit la penicil-lina la frequencia de soques de
Staphylococcus aureus resistents en els hospitals anglesos va passar del 10%

a un 60%. Actualment és d'un valor del 90%.

- Amb els nous antibiotic beta lactamics també han sorgit soques resistents pero

amb una frequéncia baixa.

- Actualment existeixen problemes de tractament amb els enterobacteris i amb el
el gonococ i el meningococ, que tradicionalment havien estat molt sensibles a
les penicil-lines.

- La capacitat dels bacteris per obtenir resistencia provoca un problema per I's
dels antibiotics en un futur i aixo fa que s'hagin d'invertir grans quantitats de

diner en investigacions per intentar solucionar aguest problema.
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12. Com fer un bon Us dels antibiotics?

L'aparicio de resistencies bacterianes als antibiotics

meés habitualment utilitzats suposa una amenaca per la

salut publica degut a que, en deixar de ser eficacos cal

Antibiético
500 mg

variar les estrategies de tractament utilitzant nous

12 Capsulas

antibiotics cada vegada meés selectius. Aquesta situacio
no és sostenible, ja que per al descobriment i

comercialitzaci6 de noves molecules amb poder
27 Imatge. Font:

G , . . laincubadora.blogspot.com
antibiotic s6n necessaris entre 15 i 20 anys de recerca, e

mentre que el ritme d'aparicidé de resisténcies és molt més rapid. Per aixo es

molt important fer un bon Us dels antibiotics, diferents pautes a seguir:

- Els antibiotics no s'han d'utilitzar per tractar grips ni refredats, ja que

s6n malalties causades per virus i no per bacteris.

- Han de ser receptats per un metge, no ens hem d’auto medicar.

- S'ha de complir tot el temps de tractament i amb les dosis correctes.

- S'ha de complir I'norari a I'hora de prendre la dosi d'antibiotic, sempre

cada 8 hores.
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TREBALL DE CAMP:

13. INTRODUCCIO:

La part practica d'aguest treball s’ha dut a terme al laboratori amb el protocol
estandard del Centre de Documentacié i Experimentacié en Ciéncies i
Tecnologia (CDECT) que permet demostrar, de forma quantitativa, la rapidesa
amb que les soques resistents passen a ser les espécies dominants en
poblacions de bacteris exposats a diferents compostos ja siguin antibiotics o

agents biocides com el Triclosan.

14. OBJECTIUS:

- Comprovar l'aparicié de soques de Micrococus luteus i Serratia marcescens
resistents a determinats antibiotics o altres compostos antimicrobians com el

Triclosan.

- El risc que comporta el mal Us de les substancies antimicrobianes i el

consequent increment de les soques bacterianes resistents.

- Presa de contacte amb la técnica de cultiu bacteria, técnica rutinaria en els

laboratoris de microbiologia.

- Prendre consciéncia del paper dels antibiotics i del seu Us racional.
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15. MATERIAL | EQUIPAMENT:

Per fer possible aquesta experiéncia al laboratori necessitem el seguent

material i equipament:

- Una incubadora que permeti assolir una temperatura de 35-37°C.

- Cultius mare de les soques bacterianes Serratia marcescens i

Micrococus luteus.

- Medi de cultiu liquid (sense bacteris) 8 ml per tub d'assaig.

- Triclosan en pols.

- Discos de paper de 6mm impregnats amb un antibidtic d'ampli

espectre (CIPROFLOXACIN 5 mil-ligrams)

- Aigua destil-lada.

- Alcohol etilic.

- Material fungible.

- Plaques de petri amb agar (esterilitzades).

- Tubs d'assaig amb rosca.

- Bastonets de cot0 esterilitzats.

- Discos de paper sense impregnar de 6 mm.

- Una gradeta per als tubs de cultiu.
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- Parafilm.
- Provetes de 250 ml.

- Retoladors indelebles per retolar els tubs i les capsules de petri.

- Pipeta i pera (de 2ml).

JOL AW £V

— 28 Imatge d'uns discos de paper de filtre

impregnats amb antibiotic i sense
impregnar. Font: Elena Marin.

30 Imatge d’una flama amb un cremador

29 Imatge d’uns cultius mare de N
d’alcohol. Font: Elena Marin.

Serratia marcescents i Micrococcus
luteus. Font: Elena Marin.

FEEEEE L ctremhio

L]
i

32 Imatge del PARAFILM

33 Imatge d'una pipeta (de (segellador). Font: Elena 31 'II"I‘actIge' Ic!ell aLgL:a '
2ml) i una pera. Font: Elena Marin. estil-la ailalcohol. Font:
Elena Marin.

34 Imatge d'una proveta
8 p

(de 250 ml). Font: Elena

Marin.

Marin.
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16. PREPARACIONS PREVIES A L’INICI:

16.1. Dissolucions del treball:

Les tres substancies que s'utilitzaran en aquesta
experiéncia per demostrar la resistencia dels bacteris a
aguests son l'alcohol etilic, I'antibiotic d'ampli espectre

CIPROFLOXACIN i el Triclosan, de les quals només |

s'haura de fer una dissolucio amb el Triclosan i I'alcohol 35 imatge de dos metras aforats
amb una dissolucié de Triclosan (1L)

etilic ja que disposem de discos de paper de filtre de :V‘I*'a[°°h°' (100ml). Font: Elena
arin.

6mm els quals estan impregnats amb ['antibiotic d'ampli

espectre.

16.1.1. Dissoluci6 del Triclosan :

Triclosan concertacié final: 0,5gr/l ( dissolt amb 17,5%

alcohol i 85% aigua destil-lada).

Fem una dissolucié d'un litre on diluirem 0,05 gr de

\ﬁ ~
Triclosan en pols amb 170 ml d'alcohol etilic i 830 ml e
d'aigua destil-lada. 36 Imatge d'una dissolucié de

Triclosan en un metras aforat
(11). Font: Elena Marin.
1) Mesurem en una balanca de precisio 0,05 grams

de Triclosan amb un vidre de rellotge.

2) Agafem i mesurem amb una proveta 170 ml d'alcohol i 830 ml

d'aigua destil-lada (4 provetes de 250 ml)
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3) Diluim els 0,05 gr de Triclosan amb una part de la ;

dissolucio d'aigua destil-lada i alcohol etilic.
4) Ho aboquem tot en un metras aforat d'un litre. .

~ "
5) Enrasem amb un comptagotes fins arribar a la linia “/ y

37 Imatge de la barreja de
Triclosan i la dissolucié
(alcohol i aigua destil-lada) en
un vas de precipitats. Font:
Elena Marin.

del coll del metras aforat.

16.1.2. Dissoluci6 d'alcohol etilic:

Alcohol al 17,5% aigua destil-lada.

Fem una dissolucié en la qual diluim 17,5 ml I'alcohol etilic

amb 82,5 ml daigua destil-lada per formar 100 ml de

dissolucio.
1) Mesurem en una proveta de 50 ml 17,5 ml d'alcohol .
etilic i 82,5 ml d'aigua destil-lada en una proveta de ——u
250 ml. ®
[ 3
2) Ho aboquem tot en un metras aforat de 100 ml. 38 Imatge de Ia

dissolucié amb Triclosan,
afegint amb un
comptagotes la
dissolucio per arribar a la
linia coll. Front: Elena

del metras aforat. Marin.

3) Enrasem amb un comptagotes fins a la linia del coll
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17. PROCEDIMENT | EXECUCIO DE L’EXPERIENCIA:

Aquest experiment consta de 6 passos:

1) La sembra dels bacteris

Transferéncia dels cultius liquids mare a les plaques de Petri** amb l'agar*?

esterilitzat, agafant amb una pipeta unida a una —
pera 1 ml de cultiu escampant-lo uniformement

|
per tota la zona de la placa de petri. < 4 Yo% "

Es tapa immediatament la placa per no

contaminar el medi i es mou la placa suaument

39 Imatge de la sembra de bacteris amb una
pipeta (1ml). Font: Elena Marin.

perqué la superficie amb l'agar quedi amb una

capa uniforme de bacteris.

2) Aplicacié dels diferents tractaments:

S'impregnen els discos de paper de filtre de
6mm amb cada producte a testar, en aquest
cas només impregnem els discos que han de

portar les dissolucions de Triclosan i alcohol

etilic ja que disposem de discos de paper
laq P pap 40 Imatge d’un Vidre de rellotge amb un
tractament, pinces i un filtre de paper de 6mm. Font:
Elena Marin.

* s un recipient de vidre o plastic de diferents diametres (al voltant de 10cm) amb na coberta de la
mateixa forma que la placa perqueé es pugui col-locar a sobre per tancar el recipient.

42 . N . \ T . . . ™ .
és una substancia que s’extreu de les algues dels generes Gellidium i Gracillaria. S’ utilitza per al cultiu

cel-lular i microbiologia.

45



Resistencia als antibiotics i altres substancies antimicrobianes per part dels bacteris.

impregnats amb I'antibiotic d'ampli espectre. Fem aquest procés ajudats amb
unes pinces (diferents per a cada tractament) desinfectades amb alcohol
deixant que s'evapori mes tard. Quan el disc de paper ja esta ben impregnat el
col-loquem al centre de la superficie d'agar de cada una de les plaques.
Esperem un minut per permetre l'adhesié dels discs a l'agar i segellem les
plagues amb Parafilm per tal de no contaminar el medi amb altres bacteris i

identifiquem les plaques de petri amb el nom del tractament aplicat amb un

retolador indeleble.

42 Imatge de la impregnaci6 dels discos de paper de filtre en 41 Imatge de les plaques de petri identificades amb cada
diferents tractaments. Font: Elena Marin. tipus de tractament. Font: Elena Marin.

En aquests dos primers passos és molt important treballar amb condicions
d’esterilitat per tal de no contaminar les plaques de Petri amb altres bacteris del
medi i evitar riscos d'infeccié. Per aixo s'han d'esterilitzar les pipetes amb lleixiu
i esbandir-les amb aigua abans i després de ser utilitzades. Les pinces per
aplicar els tractaments es poden esterilitzar amb alcohol o lleixiu, si és amb

alcohol s'ha de deixar que s'evapori abans d'utilitzar-les. Per manipular les
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plaques amb les mans utilitzem guants de latex també esterilitzats amb lleixiu.
A més, durant el procediment de sembra i aplicacio del tractament obrim el
minim possible les plaques de Petri i col-loquem al costat una flama amb un
cremador d’alcohol per evitar que entrin bacteris de l'aire que contaminin el

medi de cultiu.

3) Incubar durant 24h:

Els cultius (plaques de Petri o suspensions al tub d'assaig) s‘han d'incubar
durant 24h, el bacteri Micrococus luteus a 37°C de temperatura obtenint un
color groguenc després de la incubacio i el bacteri Serratia marcescens a uns

25°C obtenint un color rosat vermellés després de les 24h incubacio.

Es un procés que és important perqué els bacteris deixen d'estar en un estat
latent ja que abans estaven al frigorific i €s el periode de temps en el qual fan

efecte els diferents tractaments, per després mesurar la zona d'inhibicio.

4) Mesurar la zona d'amplada de la zona d'inhibicié del creixement

bacteria:

Després de les 24h d'incubaci6o apareixen unes zones lliures de color
transparent al voltant dels discos de paper perqué el tractament amb el qual
hem impregnat els discos es difon per tot el medi de cultiu bacteria eliminant els

bacteris, aixd s’'anomena zona d’inhibicio.
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En aquest procés es mesura la
distancia des del limit del disc de
paper de filtre fins al limit interior del
cultiu bacteria, es a dir, fins al final
de la zona de la placa de petri que
forma un halo del color de l'agar on

no hi ha bacteris o zona d'inhibicié.

Mesurem aquesta zona d'inhibicio
4.3 Imatge d'un peu de rei mesurant una zona d’inhibicié d'una placa de

amb un peu de rei mil-limetrat per petri amb antibiotic. Font: Elena Marin.

obtenir una mesura més exacte.

5) Isolar, de cada una de les plaques els bacteris que tenen més

possibilitat de ser resistents per cada un dels tractaments.

Es trien els bacteris més resistents de cada tractament fregant un bastonet de
coto esteéril per la superficie més propera a la zona d'inhibicié del cultiu bacteria
o s'escullen les colonies que hagin sobreviscut dins de aquesta zona. Amb
aquest procediment tenim més possibilitat de trobar bacteris amb el gen de
resisténcia. Seguidament, es transfereixen els bacteris a un tub d'assaig amb
5ml de cultiu sense bacteris (net), submergint els cotonets en cada tub d'assaig
marcat amb el nom de cada tractament. Es deixen a la incubadora a la

temperatura adient col-locats en una gradeta durant 24h.
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45 Imatge de la tria dels bacteris de la zona d'inhibicié
amb un cotd. Font: Elena Marin.

44 Imatge d'un coté submergit dins del liquid de cultiu net
(5ml). Font: Elena Marin.

46 Imatge dels tubs d'assaig amb els bacteris resistents
en una gradeta. Font: Elena Marin.

Aquest procediment és un dels més importants ja que hem agafat els bacteris
que sén més resistents, perque es troben al voltant de la zona d'inhibicié.
Durant el temps que estaran a la incubadora els bacteris es multiplicaran i els
bacteris resistents transferiran els gens de resisténcia als altres fent que

augmenti la resisténcia a la majoria de la poblacio.
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6) Sembra d'una nova placa de petri amb el medi de cultiu liquid amb els

bacteris resistents:

Després de les 24h sembrem una placa de petri amb 1 ml de cultiu amb
bacteris per cada un dels tubs d'assaig de bacteris resistents de cada
tractament, (repetim els passos 1 i 2) movem suaument la placa per distribuir
els bacteris per tota la zona d'agar, impregnem els discos de paper amb cada
tractament, amb les pinces els col-loquem a la part central i després d'un minut
(perque s'adhereixin els discos de paper a l'agar) segellem amb Parafilm.
Anomenem cada placa de petri amb el tractament el nombre de la sembra a la

qual pertanyen i el nom del bacteri.

Repetim aquest protocol tantes vegades com sembres de bacteris

resistents vulguem obtenir.
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18. PAUTES PER REDUIR EL RISC DE CONTAMINACIO:

- No permetre que els bastonets de cotd, entrin en contacte amb cap superficie
o solucié que no sigui la propia dels bacteris. No tocar lI'agar o el medi de cultiu

amb els dits o altra cosa que no sigui els bastonets de coté.

- Deixar les plaques de Petri tancades durant tota I'experiéncia, excepte el

moment de transferir els bacteris.

- Els cotonets utilitzats, els liquids de cultiu i les plaques ja utilitzades s'han de
posar en contenidors previament designats per aquest Us, amb lleixiu diluit
durant 24h per destruir tots els bacteris. Cal rentar-se les mans amb sabd,

preferible que no contingui Triclosan, després de la transferencia de cultius.

51



Resistencia als antibiotics i altres substancies antimicrobianes per part dels bacteris.

19. RECOLLIDA DE DADES | GRAFICS:

Taula 1: Mesura de la zona d’inhibicié Serratia marcescens.

la sembra 2a sembra 3a sembra 4a sembra
Antibiotic 17 mm 11 mm 11 mm 8 mm
Alcohol 5 mm 3 mm 3 mm 3mm
Triclosan 7 mm 7 mm 6 mm 3mm

Fotografies:

- Primera sembra:

47 Imatges de la primera sembra de Serratia marcescens amb els tractaments d'antibiitic, Triclosan i alcohol.
Font: Elena Marin.
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- Segona sembra:

48 Imatge de la segona sembra de Serratia marcescens. Font: Elena Marin

- Tercera sembra;:

49 Imatge de la tercera sembra del bacteri Serratia marcescens. Font: Elena Marin.
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- Quarta sembra:

“x o

50Imatge de la quarta sembra del bacteri Serratia Marcescens. Font: Elena Mrin.

Grafic:

Resistencia del bacteri Serratia marcescens als
tractaments antibiotic, Triclosan i alcohol mitjancant
la reduciod de la zona d'inhibicio.

zona d'inhibicié (mesura en mm)
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Taula 2: Mesura de la zona d’inhibicié Micrococcus luteus.

la sembra 2a sembra 3a sembra
Antibiotic 15mm 9mm 6 mm
Alcohol 2mm 0mm 0Omm
Triclosan 2mm 2mm 0Omm

Fotografies:

- Primera sembra:
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- Segona sembra:

52 Imatge de la segona sembra del bacteri Micorcoccus luteus. Font: Elena Marin.

- Tercera sembra;:

— e B .
53 Imatge de la tercera sembra del bacteri Micrococcus luteus. Font: Elena Marin.
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Grafic:

Resistencia del bacteri Micrococcus luteus als
tractaments antibiotic, Triclosan i alcohol mitjancant la

reducciod de la zona d'inhibicio.
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Grafic Micrococcus luteus i Serratia marcescens:

zona d'inhibicié (mesura en mm)

Mesura de la zona d'inhibicid de la quarta sembra dels

16

14

12

10

bacteris Serratia marcescens i Micrococcus luteus.

\ = Serratia

\ marcescens

e Micrococcus
luteus

N\

N\

\

AN

Antibiotic Alcohol Triclosan
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20. CONCLUSIONS | ANALISIS DE LES DADES:

Durant aquesta experiéncia al laboratori hem pogut comprovar que hi ha una
petita disminuci6 de la zona d’inhibicid, aixo vol dir que cada cop que repetim el
protocol, es a dir, seleccionem els bacteris del marge de la zona d’inhibicio

augmentem el nombre de bacteris resistents.

Respecte a I’ hipotesi inicial “pot ser que els bacteris desenvolupin resisténcia a
mesura que es van posant en contacte amb antibidtics o biocides” podem dir
que és certa ja que a l'inici de la practica tots els bacteris no sén genéticament
iguals, n’hi ha que tenen el gen de resisténcia i a altres que no, ja que hi ha
una variabilitat genética en la poblacié. Quan s’aplica el tractament o I'antibiotic,
aguest només selecciona els bacteris amb el gen de resistencia per seleccié
natural i aixi els bacteris resistents transmetran els seus gens a la seva

descendéncia formant una poblacié bacteriana resistent.

Aquest és un procés que porta molts problemes en el mén actual a I'hora de
curar malalties, ja que quan prenem un antibiotic cada sis hores sabem que
durant aquest temps la concentracié d’antibiotic a la sang és perjudicial per els
bacteris i queden eradicats. Ara bé, si deixem de prendre el tractament la
concentracié mortifera pels bacteris disminuira i els més resistents per seleccié
natural sobreviuran passant els seus gens de resistencia als altres bacteris,
fent una malaltia infecciosa molt dificil de curar i tractar. Per aix0 és molt
important seguir les pautes d’'un metge i prendre els antibiotics com cal, per no

patir una infeccié amb bacteris resistents.
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Cada any a Europa més de 25.000 persones moren per infeccions amb
bacteris multiresistents també es produeixen 440.000 casos de tuberculosis

multiresistent causant més de 150.000 morts en tot el mon.

El fet de que cada any apareguin més bacteris resistents no nomeés succeeix a

causa dels antibiotics, sindé també amb biocides com el Triclosan.

L’'us de productes comercials com sabons
antibacterians o productes d’higiene personal
que contenen aquests tipus de substancies
com el Triclosan, poden produir un augment
dels bacteris resistents, perqué el que fem
quan els estem utilitzant és seleccionar els
bacteris resistents tal i com fem durant la

practica. Llavors, aquests tipus de productes

no son nomes perjudicials per a la nostra salut 54 piuix. Font: google imatges

sin6 que també son nocius per al medi ambient.

Hi ha molts productes amb Triclosan que es

L Dienten Bloncos Codll
poden adquirir facilment al mercat: e

ey TS ¥ VA AT e, M o —

- Els productes d’higiene personal com els

cosmetics, per exemple la pasta de dents Eucryl,

desodorants i sabons per les mans. 55Imatge de la pasta de dents Eucryl. Font:

farmaciaencasa.com

60



Resistencia als antibiotics i altres substancies antimicrobianes per part dels bacteris.

- Els productes de neteja de I'habitatge com

detergents i sabons.

56 Imatge de productes que contenen Triclosan. Font:
bacteriasactuaciencia.blogspot.com

Els diferents problemes que he tingut durant la practica del treball s6n que els
materials, els filtres de paper de 6mm van arribar massa tard i llavors no he
pogut dedicar molt temps en fer més de quatre sembres per bacteri, ja que
només amb fer quatre sembres del bacteri Serratia marcescens he trigat quasi

deu dies en els quals dedicava una hora cada dia en fer la practica.

Els segon problema gue he tingut €s que la bascula de precisié del laboratori
de I’ institut no podia mesurar un pes molt petit, ja que per fer una dissolucié de
Triclosan necessitava 0’0005 gr, aixi em vaig haver d’adaptar al material del

laboratori i vaig fer una dissolucié més concentrada amb 0’05 gr de Triclosan.
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22.GLOSSARI:

Biomolecules: molecules que formen part de la matéria viva.

Glicoproteines: biomolécula formada per una proteina i un carbohidrat .

Oligosacarids: glucids formats per una cadena curta de monosacarids.

Monosacarid: glacids molt senzills formats de tres a vuit atoms de carboni, un

grup aldehid o cetona i atoms d’hidrogen.

Lipid: biomolécules insolubles en aigua i solubles en dissolvents apolars o
organics que estan formades per dues parts, el cap que és la part hidrofila que

té afinitat per I'aigua i la cua que es hidrofoba, es a dir, repel-leix I'aigua.

Enzim: biomolécules o catalitzadors naturals, sén molécules que s’encarreguen
d’augmentar la velocitat de les reaccions quimiques i reduir I'energia

d’activacio.

Espora: estructura reproductora.
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