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Introduccio

Tot i tenir bastant clar que volia fer un treball sobre biologia, no em va ser gens facil
decantar-me per un tema. Després de molt buscar, em vaig assabentar que hi havia un
equip d'investigacié de la Universitat de Girona que estava treballant amb bacteris i que
ells em podrien tutoritzar el treball. Vaig parlar concretament amb la doctora Margarita
Martinez, qui em va explicar el projecte cientific que estaven duent a terme, i em va
semblar que realitzar alguns dels experiments previstos podria ser un bon treball. Aixi em
podria endinsar més en com treballen els microbidlegs al laboratori.

Vaig demanar la Beca Botet i Sis6 i el Jove Campus de Recerca, tots dos ajuts de la UdG
per al desenvolupament del Treball de Recerca, i me’ls van concedir. Em van anar molt
bé perqué gracies a aix0 vaig poder anar durant tot el mes de juliol al laboratori a fer la
part experimental del meu treball i mantenir més contacte amb la Margarita, que m’ha
estat guiant.

Un dels objectius d’aquest treball era la familiaritzaci6 amb la microbiologia al laboratori,
preparant cultius cel-lulars i bacterians i manipulant-los. Per a mi, tot aixd era molt nou, i
vaig haver de buscar molta informacié prévia per entendre conceptes que després
utilitzaria molt al llarg del treball, tant conceptes biologics i relacionats amb les malalties o
bacteris com de material i productes utilitzats al laboratori.

D’altra banda, en la meva recerca pretenia aprendre sobre la flora intestinal i com
influeixen els bacteris que en formen part en el desenvolupament de malalties de I'aparell
digestiu. Per aquesta rad, tracto especialment la comparacié de mostres I'Escherichia coli
entre malalts de Crohn i celiacs. L'equip de la UdG treballa sobretot amb la malalta de
Crohn, i amb estudis com aquest vol arribar a veure si un tipus d’E. coli descrit
recentment és només present en malalts de Crohn o si també hi és en d’altres malalties
intestinals, com ara la celiaquia, la colitis ulcerosa o el cancer colorectal. A partir dels
resultats obtinguts es podria determinar si aquesta soca bacteriana estd nomeés
relacionada amb aquesta malaltia per saber si forma més part de la causa o la
consequencia de la malaltia, i aixi ajudar en el tractament del Crohn al qual, de moment,

no s’hi ha trobat cura.



1. La flora intestinal

1.1. Que és la flora intestinal?

La flora intestinal humana és un % o % e % ® @ ) Unigested
: . - @ - . =
ecosistema complex integrat per milions % @ 0% § %‘L”m”
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de bacteris que es troben al lumen i a la {

Bacteria

mucosa que recobreix la paret de les

}Mu-cus

| layer

cél-lules epitelials intestinals (Figura 1).
Aquest conjunt de microorganismes
s'anomenen microflora 0 microbiota

intestinal , i viuen en una relacid6 de

simbiosi* tant de tipus comensal* com de

mutualisme* amb nosaltres, | sense la

Figura 1. Esquema de les cél-lules epitelials, amb la
capa mucosa i el lumen (espai interior del tub intestinal),
La gran majoria d’aquests bacteris no ?e”tlar sense digerir i bacteris.

ont:

s6n perjudicials per a la nostra salut, i http://htmlimg2.scribdassets.com/8014kxsfi8pc38v/image
s/10-71545be0e3.jpg

major part d’ells no podriem viure.

molts ens soOn beneficiosos. Els
principals beneficis que el nostre organisme n’obté son:

» Degradacio de compostos dels aliments que el nostre sistema digestiu no pot degradar

Ajut en I'absorcié de nutrients

Eliminacié de compostos perjudicials per a nosaltres

Sintesi de determinats compostos, com la vitamina K i algunes del complex B

Col-laboren amb el sistema immunitari per fer front a patdogens

1.2. De que depen la flora intestinal?

La flora intestinal, que es regenera peridodicament excretant els microorganismes a través
de la femta, esta influenciada per una serie de factors intrinsecs (secrecions intestinals) i
extrinsecs. Aquests darrers poden ser I'envelliment, la dieta, I'estrés, els antibiotics (que
actuen en contra de la flora) i la ingesta aliments o suplements alimentaris amb
organismes probiotics (bacteris seleccionats que ens soOn beneficiosos) o amb

components prebiotics (que afavoreixen el desenvolupament de la flora desitjable).



1.3. Com sol ser la flora normal?

En la flora normal d’'un huma hi ha més de 500 espécies bacterianes diferents, tot i que el

99% del total de la comunitat es compon de nomeés 30-40 espécies (Figura 2).

Oesophagus

104-10% CFU/ml

Streptacaccus Stomach
Prevotella <10# CFU/mI
Veilonella Strepfococcus

Lactobacillus
Staphylocaccus

Duodenum ———
i Helicobacter pylori

10%-104 CFU/mI
Similar as stomach

+ Veilonella Jejunum

+ yeasts 103-10° CFU/m
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Colon —
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Bacteroides 107-10% CFU/mI

Bifidobacterium Bifidobacterium

Clostridium Bacteroides

Ruminococcus Veilonelia

F’epta.st‘rqptaco cous Clostridium

Eubacterium Enterobacteriacea

Faecalibacterium

Streptococcus

Figura 2 . Especies bacterianes més abundants a les diferents parts del tracte
gastrointestinal huma.
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1.4. Alteracions en la flora normal; dishiosi

El conjunt d’alteracions en la microbiota intestinal s’anomena disbiosi , i s’ha relacionat
amb malalties inflamatories de l'intesti i amb altres trastorns relacionats amb el sistema
immunologic, ja que han disminuit els bacteris protectors (com ara Bifidobacterium i
Lactobacillus), i han augmentat els nocius (com Bacteroides i algunes soques*
d’Escherichia coli). Aquesta qualitat d’'alguns bacteris de ser nocius també s’anomena
patogénesi*, i ve regulada pels seus gens de virulencia* , transferibles entre diferents

individus, de manera que un bacteri no patogen* es pot convertir en un de patogen.



2. La immunitat

2.1. La immunitat

Els teixits humans, excepte linterior de les cavitats dels aparells digestiu, respiratori i
reproductor, sén practicament esterils. Per a fer front a organismes patdogens que ens
puguin causar algun tipus de malaltia, tenim diferents defenses a [I'organisme.
Externament, trobem els epitelis, les mucoses i la flora bacteriana. Si algun patogen ha
aconseguit travessar aquestes barreres, se’'n troba unes d’internes que sén els vasos,
organs i teixits limfatics i les cel-lules i molecules del torrent sanguini. Aqui poden actuar
defenses especifiques per a cada tipus de patogen, com els anticossos, o inespecifiques,
com quan es produeix el procés d'inflamacio.

La immunitat és la capacitat de resistir a un agent infeccios, sigui per la defensa que

realitza el sistema immune o per la barrera que defensa I'organisme de la infeccio.

2.2. El procés inflamatori

Quan la pell o mucoses pateixen una lesio, es produeix envermelliment (per 'augment de
flux sanguini de la zona), inflamacié (el volum de la zona també augmenta per 'augment
de flux sanguini), dolor (perqué fa pressio sobre les terminacions nervioses) i febre locals
(perqué la temperatura elevada activa el metabolisme dels macrofags i inhibeix la divisio

bacteriana).

Un cop s’ha detectat la infeccid, son atretes cap a la zona diferents tipus de cél-lules
immunologiques. Un exemple en sén els neutrofils , els qui principalment realitzen la
fagocitosi, és a dir, englobar per destruir o digerir elements, en aquest cas, els

infecciosos, com els bacteris (Figura 3).

injury

ERSERIRE Figura 3. Mecanisme de la inflamacid,

en qué s’aprecia la infeccio6 a la
dermis amb la reaccié de I'organisme
augmentant el flux sanguini o activant
els neutrofils, per exemple.
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3. Les malalties digestives

Existeixen moltes malalties digestives diferents, és a dir, que afectin alguna zona de
I'aparell digestiu, perd només en tractaré algunes perqué son les que tenen una relacié
directa amb l'objectiu del treball, és a dir, la malaltia de Crohn (explicada juntament amb

la colitis ulcerosa perque hi esta molt relacionada) i la celiaquia.

3.1. Les malalties inflamatories intestinals

Les Malalties Inflamatories Intestinals (MIl)  son desordres intestinals inflamatoris
cronics d'etiologia desconeguda, és a dir, de les quals no se’n coneix l'origen. Es
diferencien principalment entre la malaltia de Crohn (MC) i la colitis ulcerosa, que

presenten moltes similituds (Figures 4 i 5).

Figura 4 . Interior del tub digestiu d’'un pacient amb Figura 5 . Interior del tub digestiu d’'un pacient amb
malaltia de Crohn. Colitis Ulcerosa.

Font: http://www.medicasalud.com/images/ Font: http://m1.paperblog.com/i/154/1541923/bacterias-
ilitisendoskopie_480.jpg modificadas-geneticamente-podrian-a-L-VKWS4Q.png

Es desconeixen les causes de I'aparicié d’aquestes malalties, perd si que s’han trobat
factors que hi influencien molt: la predisposicié geneética i sistema immunologic, que fan
gue I'hoste hi sigui més susceptible, o factors externs i ambientals, com I'estil de vida i els
microorganismes. Referent a aix0, esta demostrat que els pacients amb malaltia de Crohn
presenten dishiosi, ja que la composici6 microbiana de la flora intestinal esta
desequilibrada i hi ha un descens en la poblacié de bacteris protectors i un increment en
microorganismes que promouen la inflamacié. Diversos estudis han confirmant, a més,
que la poblacié que ha augmentat més és la d’Escherichia coli, i altres estudis, que
s’estan duent a terme actualment, pretenen descobrir quin paper hi tenen en aquestes
malalties.



L’inici d’'una MII sol ser entre els 15 i 30 anys, perd pot comengar a qualsevol edat.
Aquestes malalties afecten entre 10 i 12 habitants per cada 100.000, en igual proporcio
d’homes i dones. Ens els darrers anys el nombre d’afectats ha crescut molt i malgrat que
hi ha tractaments que ajuden a controlar-ne els simptomes i evitar nous brots, no es

coneix cap cura farmaceéutica per les malalties, tot i que es pot recorrer a la cirurgia.

Els simptomes poden ser variats, pero en termes generals sén: dolor abdominal, diarrea
(sovint amb sang), vomits o pérdua de pes, a part de complicacions fora del tracte
gastrointestinal, com erupcions cutanies, artritis, inflamacions oculars, fatiga, manca de
concentracid, i poden arribar a causar la mort (tot i que no és gaire frequent). Les
malalties sén croniques i evolucionen per brots, amb periodes llargs sense simptomes o

pocs, i epoques d’aguditzacio, i les condicions milloren gracies al tractament.

3.1.1. Diferéncies entre la malaltia de Crohnila  colitis ulcerosa

La principal diferéncia entre les MIl és la seva zona d'afectaci6 en el tracte
gastrointestinal. Mentre que la malaltia de Crohn pot afectar qualsevol part del tracte
(des de la boca fins a l'anus, essent [l'ili terminal la zona més frequentment afectada),
formant Ulceres profundes de forma discontinua, la colitis ulcerosa només afecta a l'intesti
gros, formant moltes Ulceres més petites que sagnen pero de forma continua. Per aixo, el
tractament d’aquestes malalties és diferenciat, ja que mentre en la colitis ulcerosa n’hi ha
prou en extirpar l'intesti gros, en el Crohn no serviria perque podria aparéixer en un altre
lloc.

3.2. La celiaquia

La celiaquia és una malaltia autoimmunitaria, caracteritzada per una péerdua total o parcial
de les vellositats que recobreixen lintesti prim i desencadenada per la ingesti6 de
proteines de gluten de cereals.

Es produeix en persones amb predisposicio genética de totes les edats.

Els simptomes inclouen diarrea cronica, retard del creixement (en nens), i el cansament,
pero aquests poden estar absents, i s’han descrit simptomes en els altres organs.

Aquest trastorn esta associat amb desequilibris en la composicié de la microbiota
intestinal.

La malaltia celiaca és causada per una reaccié immunologica contra la proteina gluten,

present en el blat, i d’altres proteines similars presents en varietats com l'ordi i el ségol.



Quan aquestes proteines es posen en contacte amb uns enzims determinats, se’ls
modifica I'estructura. Aquesta nova estructura provoca una reaccié inflamatoria per part
del sistema immunologic que trenca les vellositats que recobreixen l'intesti prim. Com que
aquestes vellositats son les responsables de I'absorcié de nutrients, aquesta inflamacio
influeix en aquesta absorcio.

L’anic tractament efica¢ que es coneix €s una dieta lliure de gluten durant tota la vida, que
permet no tornar a experimentar més els simptomes de la malaltia.

Tot i que la malaltia és causada per una reaccié a les proteines de blat, no és el mateix
que l'al-lergia al blat, ja que no fa només una reaccié de resposta inflamatoria, siné que

destrueix els propis teixits.



4. Escherichia coli

4.1. Qui és I' Escherichia coli

L'Escherichia coli (sovint abreujada E. coli) és una espeécie bacteriana que viu a la
mucosa de lintesti dels animals de sang calenta, com els ocells i els mamifers, i és
imprescindible per la digestio dels aliments (Figures 6 i 7).

Actualment és I'ésser viu sobre qui se’n té més coneixement biomolecular, ja que és

facilment manipulable al laboratori.

Figura 6. Diversos individus d’E. coli amb flagels. Figura 7 . Diversos individus d’E. coli.

Font: http://www.haccpeuropa.com/wp- Font:
content/uploads/2012/01/E_Coli_Bacteria.jpg http://bioweb.uwlax.edu/bio203/s2008/moder_just/

Images/96444A.jpg

4.2. Varietats patogenes d’ Escherichia coli

La major part de soques d’aquest bacteri no s6n patogenes, sind que viuen a l'intesti de
I'hnome i la resta de mamifers formant part de la flora intestinal normal, amb una relacié de
simbiosi i sense causar cap malaltia.

La resta de soques, que sén minoria, han desenvolupat la capacitat de causar una amplia
gamma de malalties humanes. Cal tenir en compte que en pacients immunodeprimits o
gquan la barrera gastrointestinal es trenca, fins i tot soques no patogenes d’E. coli poden
causar infeccid. Els patogens d’E. coli comparteixen amb molts altres patogens de les
mucoses una progressio de la patogénesi que consisteix en la colonitzacié d'un lloc de la
mucosa, I'evasio de les defenses de I'hoste, la multiplicacié i, finalment, el dany a I'hoste.
Les E. coli patogenes es classifiquen en dos grans grups depenent dels gens de
virulencia que tinguin i, per tant, del tipus d’'infeccio que causen:

E. coli patogenica extraintestinal (EXPEC) — causa infeccions fora del tracte digestiu,

com infeccions al tracte urinari (UPEC), sepsia i meningitis (MNEC).



E. coli diarrogenica (DEC) — també s’anomena entérica, ja que causa infeccions
intestinals. N'existeixen sis patotipus* ben descrits:

« E. coli enteropatogenica (EPEC), que afecta les microvellositats de l'intesti prim.

» E. coli enterohemorragica (EHEC), que produeix toxines que causen gastroenteritis

hemorragica.

E. coli enterotoxigenica (ETEC), que provoca diarrea aquosa degut a la produccié de

toxines (Figura 8).

E. coli enteroagregativa (EAEC), que forma agregats a la superficie de la mucosa

intestinal i també provoca diarrea persistent.

E. coli enteroinvasiva (EIEC), que penetra a les cel-lules de I'epiteli intestinal, causant

de febre, rampes abdominals i diarrea amb sang i moc.

 E. coli d'adheréencia difusa (DAEC), tenen una difusa caracteristica d’adheréncia a les
cel-lules intestinals i també causen diarrea.

S’han descrit també altres patotipus diferents d’E. coli, perd encara no han estat gaire

estudiats, com per exemple I'E. coli adherent i invasiu (AIEC), que es tractara en I'apartat

seguent.

Figura 8 . Patotip ETEC, que presenta fimbries per a
adherir-se a superficies.

Font: 147 Nature © Macmillan Magazines Ltd
(1992).
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5. AIEC, un patotipus d’Escherichia coli
recentment descrit

5.1. L'Escherichia coli en la malaltia de Crohn

Comparant la flora intestinal de pacients amb malaltia de Crohn (MC) amb controls

(persones sanes), s’ha observat que en els de MC hi havia més quantitat d’E. coli.

Llavors, un dels tipus d’E. coli més abundants en la MC s’ha anomenat E. coli adherent-

invasiva, després d’haver-lo estudiat segons:

 Caracteristiques genotipiqgues — s’han estudiat els seus gens de virulencia i s’ha vist
gue eren semblants als de les E. coli extraintestinals i a les comensals.

 Caracteristiques fenotipigues — s’ha vist que aquestes E. coli tenen les capacitats de:
adhesi6 iinvasiéo de les cél-lules intestinals (gracies a unes estructures anomenades
fimbries o pilis), i la supervivencia i replicacié dins de macrofags sense provocar la mort
cel-lular de Tl'hoste (fet que indica que podrien estar involucrades en I'estimulacio
d’antigens cronics, I'activacié de cél-lules T i macrofags i en la formacié de granulomes)
(Figures 91 10).

Aguesta varietat patogena anomenada AIEC (de 'angl  és adherent-invasive E. coli,
és adir E. coli adherent-invasiva) es caracteritza per les capacit  ats d'adhesid i

invasio de les cél-lules intestinals i la supervive ncia i replicacié dins de macrofags.

lt."r."r.f\_.f‘__‘. :',l:;ll;' ",-.‘g I‘jr':"' .’F

N T I T TR e S B NG
,'TI' Mnan < folenn Anodan Ao

flagels /*'l"”" 'Il-Ji-',L Ill_J}'-:'...:J'I..'J .,,-..JUH"J,.,.'L'JKI\

-

miacrofag

Figura 9 . Esquema del mecanisme patogénic de I'AIEC on s’aprecien les capacitats d’adhesid i invasio a les
cel-lules epitelials i de supervivéncia i replicacio dins de macrofags.
Font: Glasser & Darfeuille-Michaud (2008).




Infeccion de células epiteliales 1407

Figura 10. Cel-lules de I'epitel-li intestinal infectades amb AIEC (esquerra) i amb un altre
bacteri no adherent-invasiu.
Font: Garcia-Gil, L. J., (2012)

Malgrat I'existencia d’'una gran diversitat de soques dins el patovar* AIEC, encara no se'n
coneix cap gen de viruléncia especific, fet que dificulta molt la seva identificacio i
caracteritzacié. Actualment, la Unica manera d'identificar-lo és mitjancant I'analisi fenotipic
de les capacitats d’adhesié i invasio de les cél-lules intestinals i I'habilitat per a sobreviure
i replicar-se dins de macrofags.

S’ha comprovat que aquest patovar pot ésser present tant en pacients amb MC,

(especialment en malalts amb afectacio ileal) com en els controls, perdo es troba més

freqientment en els malalts de Crohn (prevalenca del 50% i 16% respectivament).

Es creu que el patotip AIEC esta implicat d'alguna manera en la MC, formant més part de

la causa que no pas de la conseqiéncia de la inflamacio, degut a que les caracteristiques

fenotipiques del patotip estan relacionades en diversos aspectes de la patogénesi de la

MC, com per exemple:

* La capacitat de les AIEC d’adhesio i invasio de les cél-lules de I'epiteli intestinal indueix
la resposta inflamatoria. D’aquesta manera, com que les cél-lules del nostre cos es
veuen invadides, es produeix una inflamacio per a defensar-se.

* Les AIEC sbOn capaces de reduir la funcié de barrera de I'epiteli intestinal, reduint
'expressio de les proteines d’'unié estreta (proteines que uneixen les cel-lules creant
una barrera de permeabilitat impedint el flux lliure de substancies entre cél-lules), la qual
cosa condueix a una permeabilitat intestinal alterada.

» Les AIEC formen granulomes in vitro, caracteristica tipica de la malaltia de Crohn.

Tot i aix0, pero, la seva descoberta en persones sanes suggereix que I'AIEC és un

patogen facultatiu*, €s a dir, que pot causar malaltia en hostes susceptibles i que, a més,

€s només un dels molts factors que poden estar implicats en la MC, com ho son també el

menjar no saludable, prendre antibiotics o fumar.
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5.2. L'AIEC en altres malalties intestinals diferen ts ala MC

A part de la seva preséncia en la MC, també es vol estudiar en altres malalties intestinals,

com ara:

» Cancer colorectal — alguns estudis han detectat AIEC en la mucosa intestinal de
pacients amb cancer colorectal. Per aix0, es proposa que aquest cancer pot ser el
resultat d’'una inflamacié lleu continuada i d'un error en l'apoptosi* causat per la
presencia d’aquests bacteris intracel-lulars. Tot i aix0, es necessiten altres estudis
independents que determinin la prevalenca de I'AIEC en la mucosa de pacients amb
cancer colorectal per a corroborar o desestimar la implicacié de I'AIEC en aquesta

malaltia.

Colitis ulcerosa — la prevalenca d’AIEC en aquesta malaltia encara no es coneix, ja

gue hi ha resultats discordants entre laboratoris.

Celiaguia — encara no s’ha investigat la preséncia d’AIEC en pacients amb celiaquia,
perd s’han aillat soques d’E. coli de celiacs que sbén portadores de gens de virulencia
caracteristics de soques de malalties extraintestinals, situacié similar a la dels pacients

amb MC i poc frequent en individus control (sans).

13



6. Treball experimental

6.1. Antecedents i objectius

La part experimental que he realitzat al laboratori forma part d'un projecte que esta duent
a terme el Grup de Microbiologia Clinica i Malalties Infeccioses de la Universitat de
Girona juntament amb el Departament de Gastroenterologia de I'Hospital Dr. Josep
Trueta de Girona i 'Area de Digestologia de I'Hospital Santa Caterina de Salt. Aquest
projecte pretén estudiar: (1) la distribucié del patovar adherent-invasiu d’Escherichia coli
(AIEC) en malalties intestinals diferents de la malaltia de Crohn, (2) la seva similitud amb
soques patogenes animals i (3) determinar els gens implicats en el fenotip que descriu
aquest patovar, per a comprendre el mecanisme de patogénesi d’aquest patovar i per a

poder-se fer servir per a la seva detecci6 rapida en individus.

Fins ara, 'AIEC ha estat poc analitzat. Estudis recents I'han implicat en la causa de la
malaltia de Crohn, pero fins ara s6n pocs els treballs que han estudiat les poblacions d’E.
coli en altres malalties intestinals, com ara la colitis ulcerosa, la celiaquia i el cancer
colorectal. Per aix0, en el meu treball em centro exclusivament en l'objectiu (1) del
paragraf anterior, i tractant només la malaltia celiaca, és a dir, que I'objectiu principal de

la meva recerca ha estat donar resposta a la segiient pregunta:

Esta associat el patovar AIEC a la celiaquia?

Tot seguit em vaig plantejar la segient hipotesi :

Com que les E. coli dels pacients amb celiaquia s'assemblen geneticame  nt al
patotipus AIEC associat a la malaltia de Crohnes p  reveu que I'AIEC podria estar

també present a l'intesti dels malalts de celiaquia

D’altra banda, determinar la prevalenca del patovar AIEC en les altres malalties
intestinals ajudara a esbrinar quina és la participacié d’aquest patovar a la MC. En la
meva recerca no s’aprofundeix en aquest tema, pero és també molt important perqué si
es detectés que en les altres malalties inflamatories intestinals no hi és en quantitat, es
podria descartar que fos una consequéncia de la MC, ja que en totes es produeixen uns
efectes semblants, la inflamacio. D’aquesta manera, s’aconseguiria millorar el tractament

de la MC per la qual no s’hi ha trobat cura, de moment.
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6.2. Material i metodes

6.2.1 Preparacio dels cultius cel-lulars i bacteria  ns

Abans de dur a terme I'experiment de identificacid del fenotip AIEC en les soques
bacterianes de pacients celiacs vaig fer una serie treballs al laboratori per tal de tenir-ho
tot preparat per a I'experiment. Aquestes feines, resumides a continuacié, es troben
detallades a I'annex-2.

Les cel-lules intestinals 1-407 es cultiven en un flasc6 amb un medi adequat i nutrients en
una incubadora a 37°C amb el 5% de CO.. Les cél-lules es desenvolupen en aquest medi
i quan la confluéncia és del 80-85% (aproximadament cada dos o tres dies) es fa un
subcultiu en un flascé nou, amb medi fresc. A partir d’'aquests ja es podran agafar les
cel-lules corresponents per a fer la infeccio.

D’altra banda, vam duplicar els glicerinats, que son cultius d’Escherichia coli en medi
liquid LB als quals hem afegit glicerol per a mantenir els bacteris en vida a molt baixa
temperatura mesos o anys, fins que s’hagin d'utilitzar per als experiments. A partir dels
glicerinats que tenim a -80°C, n’hem fet una copia per ser guardada a -20°C perqué si
se’ns contaminen durant els assajos puguem recaorrer als primers aillats. Els passos que
vam seguir son:

1- Per comencar vam assegurar-nos que els aillats que teniem congelats amb glicerol
(glicerinats) eren Escherichia coli. Ho vam fer cultivant aquests aillats en medi TBX amb
agar, ja que és un medi selectiu en el qual només les colonies d’aquest bacteri queden de
color verd-blau. Les que no quedaven d’aquest color 0 estaven contaminades les vam
descartar de I'experiment.

2- Després vam preparar cultius en medi liquid LB per augmentar el nombre de bacteris
gue teniem, els anomenats cultius de nit.

3- Per dur a terme l'assaig d’'invasid, es necessita que les soques que utilitzem no siguin
resistents a I'antibiotic gentamicina, ja que aquest assaig es basa en la utilitzacié d’aquest
antibiotic per a matar tots els bacteris extracel-lulars i poder quantificar només els que
han estat capacos d’envair les cél-lules intestinals. Per aix0, préviament s’havien de
descartar els aillats que eren sensibles a aquest antibiotic. Ho vam fer inoculant els aillats
en medi liquid LB amb gentamicina a partir dels cultius de nit. Si els aillats eren sensibles
no creixien en el medi, quedant el medi translicid, mentre que si eren resistents
s'observava terbolesa, que indica creixement. Vam descartar de I'experiment els que eren
resistents.

4- Finalment ja vam preparar la duplicacid dels glicerinats barrejant cada soca del cultiu

de nit amb glicerol, i els vam congelar.
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6.2.2. Tasques previes als assajos d'identificacio del patovar AIEC

Quan ja teniem els cultius cel-lulars renovats i els bacterians congelats, només va faltar
preparar-los adequadament per utilitzar a I'experiment. Aquests passos, resumits a
continuacio, es troben detallats a 'annex-2.

D’una banda, vam preparar 2 plaques de 24 pouets (una per I'assaig d’adhesid i I'altra per
al d’'invasio) amb una densitat de 4*10° cél-lules 1-407 per pouet per deixar-les incubar
amb 5% de CO, a 37°C durant 20 hores perque s’enganxessin al flascé i obtenir aixi una
monocapa sense que tinguin temps a dividir-se, fet que distorsionaria el resultat en
augmentar el nombre de cel-lules.

D’altra banda, varem inocular les soques bacterianes procedents dels glicerinats en medi
LB pel cultiu de nit. Per a aixd, vam dipositar 1,5 ml d'LB liquid en cada tub de vidre
estéril i 10ul de cada soca congelada en cada tub de vidre amb LB. Vam deixar aquest
cultiu durant tota la nit a la incubadora a 37°C perque proliferessin fins a acabar els
nutrients del tub per a utilitzar aquests bacteris per a I'experiment el dia seglent.
Finalment, vam preparar el medi LB amb agar i el vam emplacar, és a dir, dipositar-lo en
les plaques de Petri on sembrariem els bacteris després de realitzar I'experiment perqué

formin les colonies i poder-los quantificar.

6.2.3. Identificacio del patovar AIEC

Per tal de confirmar si els aillats d’E. coli provinents de celiacs presentaven un fenotip
AIEC vam realitzar assaigs quantitatius d’adherencia i invasié de ceél-lules intestinals,
capacitats caracteristiques d’aquest patovar: si les E. coli que estudiava tenien aquestes
capacitats, les considerariem AIEC i, si no les tenien, no.

Per a I'experiment vam utilitzar 22 aillats diferents, ja que els 2 pouets restants eren pels
controls positiu i negatiu (un sabem que és AIEC i per tant que ha de ser adherent i
invasiu i I'altre que no és patogen i segurament no sera ser adherent i invasiu), i en les
dues plagues haviem d'infectar els mateixos aillats i en la mateixa concentracio ja que

una serviria per I'assaig d’adhesi6 i I'altra pel d’invasioé.

Un cop preparats els cultius bacterians (cultiu de nit) i els pous amb les cel-lules
intestinals per a ser infectades ja es podia dur a terme I'experiment seguint el protocol
seguent:

1- Haviem d'infectar amb una MOI=10 (multiplicity of infection), que significa que per a
cada cél-lula intestinal s’hi inoculen 10 bacteris. A cada pouet hi havia 4*10° cél-lules, per
tant, hi vam posar 4*10° bacteris. Com que els cultius de nit dels diversos aillats
contenien un nombre diferent de bacteris, aquests s’havien de quantificar i posteriorment

ajustar a la concentracié desitjada. Per aixd vam quantificar I'absorbancia de cada cultiu
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utilitzant I'espectrofotometre. A partir d’aquest valor vam fer alguns calculs (detallats a
'annex-1) per a saber quant s’havia de diluir cada cultiu de nit per a tenir els 4*10°
bacteris necessaris en els 0,025 ml de cultiu bacteria que introduiriem a cada pouet.

2- Tot seguit vam agafar les dues plaques dels pouets amb cel-lules, en vam buidar el
medi, i hi vam fer 2 rentats amb PBS, una solucié salina isotonica amb les cél-lules (se
n'afegeix amb una pipeta i es buida abocant-lo).

3- Amb una pipeta esteril i el pipetejador hi vam afegir 1 ml de medi EMEM amb FBS i
vam dur a terme la infeccié: afegir els 0,025 ml de bacteris amb la micropipeta i puntes de
micropipeta esterils.

4- Vam deixar incubar la infeccié durant 3 h a 37°C amb un 5% de CO,. Passat aquest
temps vam fer els assaigs d'adhesio i invasié per separat, que s’expliquen tot seguit
(Figura 9).

a) Adhesié

5- Vam fer 4 rentats amb PBS per a treure les cel-lules mortes i els bacteris no adherits i
vam afegir una solucié de Trité X-100 per a trencar i disgregar les cél-lules intestinals, la
qual cosa permet alliberar els bacteris adherits i intracel-lulars per a la seva posterior
sembra per recompte en placa. La sembra I'haviem de fer en menys de 30 minuts per
evitar la lisi bacteriana (trencament de les cél-lules bacterianes) per contacte amb el Trito
X-100.

6- Per a la quantificacio, calia fer un banc de dilucions per tal d’aconseguir colonies
aillades i poder recomptar-les. Vam preparar els tubs de plastic Eppendorf per a fer el
banc de dilucions, a cadascun hi varem posar 450 pl de Ringer (solucié salina) i 50 ul de
la suspensié bacteriana dels pous. Per cada diluci6 vam afegir 50 pl de I'Eppendorf
anterior als 450 ul de Ringer del tub que volem. Els calculs del banc de dilucions es
troben a l'annex-1. Segons el protocol, en l'assaig d'adhesié s’havien de preparar les
dilucions de 10?102 i10™.

7- Vam sembrar 25 pl de les dilucions corresponents en les plaques d'LB amb agar i
deixar-ho incubar 24 hores perqué es formin les colonies. Tot seguit ja vam poder fer el
recompte de de colonies i calcular la quantitat de bacteris al pou després de les 3 hores

d’infeccio.

b) Invasio

Els passos van ser els mateixos que amb I'assaig d’adhesié pero abans d’afegir-hi el Tritd
X-100 vam fer el seguent: 2 rentats amb PBS en comptes de 4, afegir-hi la solucié de
gentamicina (EMEM amb 100 pg/ml de gentamicina durant una hora per eliminar els

bacteris extracel-lulars) i 2 rentats més amb PBS. En aquest cas, vam sembrar la
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suspensio bacteriana directa (sense fer cap dilucio, és a dir, 10°) i les dilucions de 10™*,10°
2

Vam realitzar aquest experiment diverses vegades per a obtenir triplicats de totes les
soques per tal que el resultat sigui més acurat a partir de les mitjanes, repetint una quarta
vegada algunes soques que havien donat un resultat inesperat, consequéncia d’algun

error durant procediment.

IDENTIFICACIO DEL PATOVAR AIEC

Adhesio Invasio

MOl = 10

Intestine 407 ey

Incubacio 3h

4 Rentats PBS Gentamicina 1h

Trito X-100
Sembra

ADH
bacteris significatius / cél-lula

Sembra

bacteris intracel-lulars
INV(%) = — *x 100
4x10° bacteris inoculats

Figura 11. Esquema dels assajos d'adhesio i invasié i calcul dels seus respectius index
Font: Darfeuille- Michaud i altres (2004), Gastroenterology
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6.3. Resultats

De les tres sembres de cada soca en cada assaig, en vam triar una en la qual el nombre
de colonies estigués entre les 50 i les 150, i les vam comptar. Cada colonia prové d’'una
ufc (unitat formadora de colonia) i, generalment, cada bacteri sembrat n'és una.

Llavors, fent els calculs corresponents (detallats a ’Annex-3) vam saber aproximadament
el nombre total de bacteris que hi havia a cada pou on s’havien realitzat els assajos.
Finalment, per a calcular els index d’invasio i adhesid, vam utilitzar les seglents formules:

nt bacteris n? bacteris (intracel - lulars)

ADH = nt cél - lules INV (%) = 4=+ 10% bacteris inoculats * 100

Un cop calculats aquests index dels tres assajos sobre cada soca, vam calcular les
mitjanes i desviacions tipiques de cada soca (les taules amb els recomptes de colonies i
amb les mitjanes i desviacions de cadascuna es troben a I’Annex-3).

Per a considerar que una soca és AIEC, els seus ind  ex mitjans han de ser: ADH 21
INV=20,1.

Tot seguit, com que aquestes soques es classifiquen en tres grups segons el tipus de

pacient del qual provinguin, vam:

a) calcular la mitjana i la desviacio tipica de cad  a grup . Aquests resultats es troben en
les Taules 1, 2 i 3, en les quals hi ha representades, de cada aillat, les mitjanes dels
index d’adhesié i d'invasi6 respectivament (en vermell, els index d’adhesié superiors a 1 i
els d'invasié superiors a 0,1). Al final hi ha calculada la mitjana d’aquests index i la seva

desviacio tipica.

SOCA ADH_| INV_| SOCA ADH_| INV_|
ENT CAI 1 9,17 0,050 ENT CBJ 1 562 0,008
ENT CAI 5 10,22 0,030 ENT CBL 2 113 0,002
ENT CAK1 0.73 0,018 ENT CBM 1 1,68 0,040
ENT CAK 3 0,84 0,023 ENT CBN 1 0,40 0,020
ENT CAL 2 2,90 0,070 ENT CBN 8 0,46 0,012
ENT CAL S 0,61 0,002 ENT CCC 1 012 0,007
ENT CAP 1 0,52 0,012 ENT CCC 4 0,13 0,007
ENTCBD 1 0.24 0,025 ENT CCD 1 2,53 0,047

ENT CBD 10 0,38 0,022 ENT CCH 1 0.30 0,002

ENT CBE 10 0,12 0,004 ENT CCH 3 0.48 0,003
ENT CBE 9 0,64 0,016 ENT CCJ 1 0,14 0,000
ENT CBG 3 0,09 0,039 ENT CCJ 5 0,15 0,001
ENT cCl 1 1,18 0,026 mitjana 0,844 0,012
ENTCCM 1 1,40 0,066 desv. tipica 0,931 0,016

mitjana 2,074 0,029
desv. tipica 3,311 0,021 Taula 2. Celiacs inactius

Taula 1. Celiacs actius
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SOCA ADH_| INV_|

ENT CAJ 1 3,375 4,275
ENT SAB 5 0,06 0,023
ENT SAD 1 0,07 0,016
ENT SAG 5 0,04 0,001

ENT SAF 3 1,19 0,900
ENT SAH 4 1,42 0,007

ENT SR 1 0,17 0,002

ENT SR 2 0,40 0,012

ENT SS 1 0,59 0,010

ENT SS 2 1,05 0,006

ENT ST 1 0,13 0,003

ENT ST5 0,05 0,001

mitjana 0,510 0,096
desv. tipica 0,973 1,235

Taula 3. Pacients sans

b) representar les mitjanes dels index de les difer  ents soques graficament . Aixo es
troba en els Grafics 1 i 2, en els quals cada punt representa I'index d’adhesié o invasio de
cada aillat, classificats pel grup al qual pertanyen, i el segment marca el valor mitja

d’aquests index de cada grup.

Index d'adhesio
100,00
10,00 - &
= ¢ HE B
' O
Gl
S 1,00 - Py 4 O
g -
= o l.
L 2
i
0,10 ” ]
0,01 - : : : :
celiacs actius celiacs inactius sans

Grafic 1. index d’adhesié
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Index d'invasio
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Grafic 2. index d'invasio (En la representacio dels index dels pacients sans i en el calcul de la mitjana del
mateix grup he omeés els dos aillats que s’han confirmat com a AIEC perqué donaven valors extrems
dispersos que distorsionaven els resultats.)

6.4. Interpretacio dels resultats i conclusions

Dels tres grups de pacients s’observa que:

- De les 14 soques de pacients celiacs actius n’hi ha 5 que tenen un index d’adhesi6
superior a 1, perdo en cap cas superen el 0,1 en lindex dinvasié. Per tant, cap
d’aquestes es considera AIEC.

- De les 12 soques de pacients celiacs inactius n’hi ha 4 que tenen un index d’adhesio
superior a 1, pero en cap cas superen el 0,1 en lindex dinvasio. Per tant, cap
d’aquestes tampoc es considera AIEC.

- De les 12 soques de pacients sans n’hi ha 4 que tenen un index d’adhesio superior a 1,
i dos d'aquests casos també superen el 0,1 en I'index d’invasio. Aquestes dues soques,
analitzades per M. Martinez, van donar un index superior al 100% en l'assaig de
supervivencia i replicacié en macrofags i, per tant, poden ser considerades AIEC.
Aquest resultats és coherent amb el d’'altres estudis que indiquen una presencia d’AIEC

d’entre 5i 16% en pacients sans.
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A partir d’aquests resultats es conclou que 'AIEC no esta associat a la celiaquia.
Per tant, la hipotesis inicial queda refutada i, de moment, aquest patovar es

continua associant Unicament a la malaltia de Crohn

D’altra banda, s’observa que tant en I'index d’adhesié com al d'invasié es compleix que el
de celiacs actius €s una mica més elevat que en el d’inactius i, aguest, una mica més que
el dels pacients sans (a accepcio dels dos aillats que es confirmen com a AIEC), a la qual

cosa no n’he pogut deduir cap explicacio.
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7. Conclusions

En primer lloc cal destacar que en el meu treball experimental no s’ha confirmat la
hipotesi inicial, ja que no s’ha trobat el patovar AIEC en cap dels pacients celiacs. Aixo
pot ser considerat positiu perqué descarta una problematica en els celiacs. Pel que fa a
I'aplicacié médica dels meus resultats, si s’acaba confirmant que I'AIEC és especific de la
malaltia de Crohn, aquest fet pot ajudar a buscar millors tractaments per a la malaltia i
fins i tot la cura. La hipotesi inicial, en la que vaig pronosticar que I'AIEC podria estar
present a lintesti dels malalts de celiaquia degut a que les E. coli dels pacients amb
celiaquia s’assemblen genéticament al patotipus AIEC, és raonable que no s’hagi
complert, ja que genotipicament es poden assemblar molt tipus diferents d’E. coli, i més
encara si no s’han pogut comparar especificament els gens de viruléncia, ja que no es
coneixen els de 'AIEC. D’altra banda, quedaria per a resoldre perquée tant en I'index
d’adhesié com al d’'invasié es compleix que el de celiacs actius és una mica més elevat
que en el d’inactius i, aguest, una mica més que el dels pacients sans (a accepcio dels

dos aillats que es confirmen com a AIEC).

La realitzacié d’aquest treball no ha estat facil, pero ha valgut la pena. Pel que fa a la part
tedrica, he aprés molt sobre la flora intestinal i els trastorns que s’hi produeixen, ja que
era un tema del qual no en tenia gaire coneixement abans. Sabia que tenim molts
bacteris al nostre aparell digestiu que ens ajuden a digerir els aliments, perd ara he
conegut altres funcions que també duen a terme, com mantenir equilibrada les poblacions
d’altres tipus de bacteris que poden ser nocius per a nosaltres. D’altra banda trobo curids
gue una espeécie com és I'Escherichia coli que sovint és beneficiosa pel nostre organisme,
en ocasions pot ser molt nociva, ja que algunes varietats d’aquesta son patogenes.
Aquesta espécie és molt present en estudis cientifics, ja que és facilment manipulable al
laboratori, i és el bacteri del qual havia sentit a parlar més. M’ha sorpres I'enorme varietat
gue hi arriba haver d’'una sola espécie de bacteri, i per aixo jo m’he centrat només en les
varietats que causen malalties intestinals. A més, malgrat ser I'organisme del qual se’'n té
més coneixement biomolecular, encara falta molt per arribar a conéixer-lo del tot. Per aixo
s’estan duent a terme estudis com el que pretén descobrir la implicaciéo de 'AIEC en

diverses malalties intestinals.

Del que n’he tret més profit, pero, han estat els experiments al laboratori, que m’han servit
per a familiaritzar-me amb la microbiologia experimental, preparant cultius cel-lulars

bacterians i manipulant-los. Com que tinc pensat continuar els estudis a la branca de
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biologia, crec que aquests experiments m’han servit molt per agafar experiéncia al
laboratori i ajudar-me a veure si realment és el que m’esperava de la biologia o no, i en
aquest sentit n’he quedat for¢a contenta. Una de les coses que m’ha impactat més, a part
que s’ha de vigilar en desinfectar tot el material que s'utilitza per a no contaminar les
mostres, ha estat la gran quantitat de residus que es generen, ja que molts estris que es

fan servir sén d’'un sol Us, al treballar amb bacteris.

En general, crec que m’ha ajudat a millorar les meves tecniques de recerca d’informacio,
de resumir-la i redactar-la. Pel que fa a la part experimental m’ha servit molt per a I'analisi
de resultats i I'extraccid de conclusions, feines que no m’han estat facils, ja que no estava
acostumada a treballar amb tantes dades i al principi m’hi vaig quedar encallada. En
definitiva, ha estat una experiencia interessant ja que n’he tret molt profit i m’ha agradat
poder fer aquest treball, tant la part tedrica com I'experimental, pertanyent a un projecte
cientific que s’esta duent a terme actualment, fet que intriga ja que els resultats finals de
I'estudi de I'AIEC encara no se saben, encara s’ha d’estudiar la seva preséencia en les

altres malalties intestinals i confirmar que no sén presents a la celiaquia.
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Agraiments

Aquest treball ha estat possible gracies al suport que he estat rebent durant aquests
mesos. En primer lloc, gracies a que m’han concedit la Beca Botet i Sis6 i el Jove
Campus de Recerca he pogut estar tutoritzada per la doctora Margarita Martinez del Grup
de Microbiologia Clinica i Malalties Infeccioses de la Universitat de Girona, qui m’ha guiat
sobretot en la part experimental i a interpretar els resultats, i gracies a aixd he pogut
treure molt profit a les feines que he estat fent al laboratori. EI que m’ha guiat la meva
tutora de linstitut, Anna Sabat, també m’ha servit molt ja que des del principi em vaig
haver d’encarar a documents amb un llenguatge cientific al que no estava acostumada i a
conceptes que no coneixia, i m’ha ajudat a interpretar-los i comprendre’ls, a més de guiar-
me en el dia a dia de la realitzacié del treball en general. Per ultim volia agrair al meu
pare el que m’ha recolzat quan em quedava encallada i en ajudar-me quan ho

necessitava a I’hora d’estructurar la memoria i revisar-la.
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Glossari

Les paraules definides aqui apareixen al text en cursiva i marcades amb un asterisc.

Apoptosi — mecanisme de mort cel-lular programada genéticament que permet
I'eliminacié de cel-lules envellides, malmeses o que sobren.

Patogen — agent que causa malalties o infeccions a I'hoste.

Patogen facultatiu — patogen que es comporta com un mutualista o comensal pero
gue en condicions determinades (per exemple, en una baixa de defenses de I'hoste)
desencadenen una malaltia.

Patogenesi — desenvolupament d’'una malaltia.

Patotip — grup de soques d'una sola especie que causen una malaltia comuna
utilitzant un conjunt comu de factors de viruléncia.

Patovar — soca o soques d'un bacteri amb caracteristiques iguals o similars, que estan
diferenciades dins d’'una espécie o subespécie per la patogénesi que presenten.

Soca — subtipus o variant genetica d'un virus o bacteri, també anomenat cep.

Virulencia — qualitat que té un organisme de ser patogen.

Relacions interespecifiques entre organismes de diferents espécies:

La simbiosi és la dependéncia mutua entre dos o més organismes de diferents
espécies, en qué tots els organismes que hi intervenen en treuen algun profit
(alimentari, de proteccid, de transport...). Generalment, els individus simbionts no poden
viure sense l'altre individu, pero també n’hi ha que no son dependents entre ells, i
conviuen en mutualisme . En el parasitisme un dels individus, el parasit, es beneficia
de la relacié, mentre que l'altre, I'hoste, no ho fa, i moltes vegades en surt perjudicat.
Quan els lligams so6n alimentaris i se situen entre la simbiosi i el parasitisme s'anomena

comensalisme .
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ANNEXOS




Annex-1:
El laboratori de microbiologia

A la Universitat de Girona vaig treballar en tres laboratoris diferents del Departament de
Biologia, ja que havia de fer tasques molt diverses: des de preparar medis de cultiu a
preparar cultius cel-lulars o manipular bacteris nocius. Com que s6n molt més complexos
que el que havia utilitzat fins ara a l'institut, em vaig haver d’'informar sobre com treballar-
hi amb seguretat i sobre el material i els productes utilitzats, ja que molts no els coneixia.

En aquest annex he recollit les principals coses que han estat novetat per a mi d'utilitzar.

Com a mesures de seguretat, era molt important utilitzar bata de laboratori i guants, no
menjar ni beure a dins i rentar-se les mans amb sabd desinfectant abans de posar-se a
treballar i després. Com que treballavem amb organismes patogens, és a dir, que ens
poden causar mal, era molt important vigilar en la seva manipulacié, i ho feiem en la
campana esteril perque no se’'ns contaminessin les mostres amb els bacteris de l'aire,
cosa que ens hagués impedit realitzar I'experiment. Després d'utilitzar el material, la
major part d’aquest, al ser d’un sol Us, s’havia de llencar en uns contenidors especials de
material de risc biologic per a ser tractats de manera especial.

Una altra cosa a tenir en compte és que, com que utilitzavem moltes mostres de bacteris
diferents, els recipients com plaques de Petri o tubs de vidre sempre s’havien de retolar

amb el codi de la mostra que contenien.
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Al.1. Materia viva

- Bacteris utilitzats — els aillats bacterians que vam utilitzar provenien de mostres fecals
de 31 pacients menors de 13 anys, 10 dels quals eren celiacs actius (la seva dieta conté
gluten), 10 celiacs inactius (la seva dieta no conté gluten des de fa més d'un any) i 11
controls sans (no tenen intolerancia coneguda a aliments. Cap dels nens inclosos en
I'estudi havien estat tractats amb antibiotics durant almenys 1 mes abans que el temps de
mostreig. A més, les mostres fecals van ser recollides i emmagatzemades

immediatament a 4 © C, en condicions anaerobies.

- Cél-lules utilitzades

El cultiu cel-lular que hem utilitzat per infectar estava format per cél-lules d’epitel-li
intestinal huma anomenades intestine-407 (I-407), procedents de LGC, una empresa que
es dedica a distribuir cultius i bioproductes a investigadors de ciéncies biologiques a tot
Europa.

Per a créixer necessiten estar en medi EMEM amb un 10% de serum bovi fetal amb una

atmosfera d'aire amb un 5% de dioxid de carboni i a una temperatura de 37°C.

Al.2. Medis de cultiu i altres liquids

- PBS i Ringer

Tant el PBS (Phosphate Buffered Saline) com el Ringer sén dissolucions salines tampé
amb una pressié osmotica adient per a alguns tipus de cel-lules perqué és semblant a la
seva, de manera que fan que no es trenquin. En canvi, en aigua destil-lada per exemple,
les cel-lules rebenten perquée s’omplen d’aigua pel procés d’osmosi.

Es diferencien en que el PBS serveix per a no fer malbé les cél-lules eucariotes ni els
bacteris, i el Ringer tan sols no fa malbé els bacteris (que sén molt més resistents) i per
aixd quan no ens cal conservar cél-lules eucariotes o no en tenim, amb el Ringer n’hi ha
prou perque és més barat.

La gentamicina que posem esta dissolta amb PBS (dissolucio salina) i els rentats que fem

als pous amb cél-lules també s6n amb PBS perque és un medi inert (no conté nutrients).

- Medi EMEM (Essential Medium Eagle Minimum, medi essencial minim d’Eagle)
suplementat amb un 10% de sérum bovi fetal, que conté nutrients utilitzat pel cultiu de les

cél-lules intestinals.
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- Antibidtic gentamicina

La gentamicina és un antibiotic aminoglucosid que es fa servir per tractar diversos tipus
d’'infeccions bacterianes, particularment aquelles causades per organismes Gram-
negatius, perd només en casos en qué I'administracié d’altres antibiotics menys potents
hagi estat ineficag, ja que és molt toxic i té molts efectes secundaris. Aquesta molécula,
sintetitzada pel genere de bacteris Gram-positius Micromonospora, funciona enllacant la

subunitat 30S del ribosoma d’alguns bacteris, interrompent la sintesi de proteines.

- Glicerol o glicerina

El glicerol és un compost organic liquid viscés a temperatura ambient, incolor, inodor i
soluble en aigua. Es el component central de diversos lipids i té aplicacions molt diverses,
com en industries d’investigacié, farmaceutiques i alimentaries o en la fabricacié de
polimers.

L'’hem utilitzat dissolt en els tubs Eppendorf on hi havia les soques bacterianes per a
congelar, ja que els redueix la temperatura de congelacio i el dany produit pels cristalls de

gel en aquests organismes quan sén congelats.

- Tripsina i Trito

La tripsina €s un enzim que trenca els enllacos peptidics de les poteines mitjancant la
hidrolisi pera formar péptids més petits i aminoacids. Aixo s'utilitza per a desenganxar les
cel-lules cultivades del recipient i també les dissocia entre elles.

El Tritd-X 100 és un compost quimic amb moltes aplicacions al laboratori, entre elles la

de provocar mort cel-lular ja que trenca les membranes de la cél-lula.

Al.3. Material

- Cambra de Neubauer

La Cambra de Neubauer és un instrument que serveix pel recompte de ceél-lules en un
medi liquid d’'un cultiu cel-lular, per exemple, i es tracta d’'un portaobjectes al qual hi ha
marcada una quadricula. Per utilitzar-ho s’hi col-loquen les cél-lules en medi liquid, es
tapa amb el cobreobjectes, es col-loca al microscopi amb I'augment adequat i es compten
les cel-lules que hi ha en la quadricula. Com que les dimensions de la Cambra sén

conegudes la dilucié del cultiu cel-lular també, si és que ha estat diluit, per a saber el
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nombre de cél-lules totals que hi ha al cultiu només caldra fer algun calcul, generalment el
seguent:

particules_comptades
superficie_utilitzada(mnt) * profundita”_de_cambrgmn) * dilucié

particules ml =

Quadricula d’'una cambra de Neubauer Cambra de Neubauer

Font: Font: http://2.bp.blogspot.com/-
http://2.bp.blogspot.com/_wVirdeTLIKE/SwsA692FZtl/ DZgkxUo0c4Q/Tbkadbc6RLI/AAAAAAAAAMA/FfMSLK-
AAAAAAAAAEQ/C2- NP33A/s1600/camara+recuento+neubauer.jpg

|_h7VADM/s1600/camara+neubauer.qgif

- Micropipeta amb puntes estérils i pipeta amb pipe  tejador automatic

Una micropipeta és un instrument de mesura de volums de liquids d'entre 1 i 1 000 pl, i
per a volums superior s'utilitzen les pipetes. Al treballar amb bacteris que no es poden
contaminar, per cada utilitzacié s’ha de canviar la part de la miropipeta que toca el liquid
agafat, és a dir, la punta que era esteéril, i llencar-la un cop utilitzada. Les pipetes que
utilitzem també son esterils pero com que només els omplim amb medis de cultiu estérils
no cal canviar-los tan sovint. Per a succionar el liquid amb les pipetes utilitzem un
pipetejador automatic.

Micropipeta amb punta Pipetes Pipetejador automatic

Font: Font: Font:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/co http://www.bjmultech.com/CN/upload/201 http://www.sanilaboshop.es/WebRoo
mmons/6/66/Micropipeta_icona.png 0/10/160119.jpg t/StoreLES/Shops/62425883/4B96/1

BD8/3374/831A/B440/C0A8/2A95/0
1C3/pipet4u_oasis.jpg
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- Plaques multipouets
Plaques de plastic amb nombroses cavitats o pouets (les

meves en tenien 24) per a realitzar cultius cel-lulars.

Plagues multipouets
Font: http://www.invitro.com.au/assets/Uploads/Productimages/COR3396-1.jpg

Al.4. Aparells

- Autoclau

L'autoclau és un dispositiu que serveix per esterilitzar

pressio i temperatura. Amb l'elevada pressié s’evita
que l'aigua arribi a bullir tot i I'alta temperatura. El seu
fonament és que desnaturalitza les proteines dels

microorganismes degut a la pressio i la temperatura, i

airebé cap organisme és capac de suportar-ho.
9 porg pac¢ p Autoclau

Font: http://lwww.scientistlive.com/media/images/319446_fullsize.jpg

- Incubadora

Una incubadora és un dispositiu que serveix per mantenir i fer
créixer cultius cel-lulars, tant bacterians com de ceél-lules
eucariotes. La incubadora manté la temperatura, la humitat i

altres condicions en grau optim, com ara el contingut de dioxid

de carboni i d'oxigen en la seva atmosfera interior.

Incubadora
Font: http://4.bp.blogspot.com/_yzYXeulb_hl/S7gVjNDVfZI/AAAAAAAAAFY/e5gywJWnono/s1600/incubadora-
de-laboratorio-257564.ipa

- Agitador vortex

Un vortex és un tipus d'agitador que s'utilitza per a
homogeneitzar el contingut de petits tubs o flascons de liquid.
Quan aquest flascé es col-loca en el suport de goma, que esta

en constant moviment de rotacid, el moviment es transmet al

liquid en el seu interior i es crea un vortex.

Vortex
Font: http://www.somatco.com/images/1887-176.JPEG
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- Centrifuga i tubs de centrifuga

Una centrifuga o centrifugadora és una maquina que posa en
rotacio una mostra per a separar per forca centrifuga els seus
components en funci6 de la seva densitat. S'utilitza

principalment per a accelerar el procés de sedimentacio

Centrifuga i tubs de centrifuga
Font: http://scientiis.com/laboratorium/catalog/images/Laboratory/spectrafuge6C.jpg

- Campana de flux laminar

Una cabina, camera o campana de flux laminar és un
recinte que utilitza un ventilador per forcar el pas d’aire
a través d'un filtre i proporcionar a la zona de treball
aire net lliure de particules, per a no contaminar cultius

cel-lulars que s’hagin de manipular a l'interior.

Campana de flux laminar
Font: http://www.biogen.es/biogenshop/catalog/images/Telstar/H-100.jpg
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Annex-2:
Tasques previes a experiment
d’identificacio de PAIEC

A2.1. Preparacio dels medis de cultiu cel-lular

a) Preparacio del TBX amb agar

- Informacio prévia
L'Agar amb TBX (Triptona bilis X-glocuronid) és un medi de cultiu selectiu que s'utilitza
per a la identificacié i enumeracié del bacteri Escherichia coli. En 24 hores d'incubacié
s'obtenen els resultats: es pot saber segur si el bacteri que hi havia era I'E. coli (ja que
només les colonies d’E. coli poden tenir un color blau-verd en aquest medi) perd no del
tot segur si no ho és (perqué un 3-4% d’E. coli no queden d’aquest color pergue sén
glucoronidasa negatives) i també el nombre de bacteris que hi havia només comptant les
colonies que s’han format (ja que cada bacteri aillat forma una colonia).

Aquest medi esta format per:

» Agar (15 mg/L) — és 'agent solidificant perqué és una gelatina.

 Triptona (20 mg/L) — proporciona nitrogen, vitamines i aminoacids.

« Sals biliars (1,5 mg/L) — sén l'agent selectiu contra bacteris Gram-positius, bacils i
estreptococs fecals, i provenen dels acids biliars.

e X-glucoronid (0,075 mg/L) — és l'agent selectiu per diferenciar I'E. coli dels altres
bacteris coliformes, que tenen la forma i caracteristiques bioquimiques en comu. Aquest
substrat cromogénic de formula 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-B-D-glucurdnid és absorbit
per I'E. coli. L'enzim [B-D-glucuronidasa, caracteristic d’aquest bacteri, trenca la unié
entre el cromofor (part de la molécula que conté el color) 5-bromo-4-cloro-3-indolyl i el
B-D-glucurodnid. EI cromofor alliberat s'acumula dins les cél-lules i, com que és de color,
les colonies d'E. coli s6n de color blau-verd. Tot i aix0, un 3-4% de les soques d’aquest
bacteri sén glucuronidasa negatives, és a dir, que no contenen I'enzim glucuronidasa i,

per tant, podem creure que no és E. coli quan si que ho és.

Aquest medi és de color beix clar, deshidratat en forma de pols i preparat, en gel.
Si els nostres cultius bacterians es desenvolupen, podem esperar dos resultats:
* gue les colonies siguin de color blau-verd — sabem segur que es tracta d’E. coli

* gque les colonies siguin de color palla — molt possiblement no siguin d’E. coli, tot i que
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no en podem estar segurs perqué aproximadament, el 3-4% d’E. coli s6n glucuronidasa
negatives.

S'han de prendre precaucions perqué és irritant per als ulls, el sistema respiratori i la pell.

- Material

Matras Erlenmeyer Autoclau

Balanca pH metre

Espatula Agitador magnétic amb la mosca

Vidre de rellotge
Paper d’alumini Medi TBX deshidratat
Cinta d’autoclau H,O destil-lada

45 Plaques de Petri esteérils

- Procediment

1- Es calcula la quantitat de TBX deshidratat que es necessitara:

Tenint en compte que cada placa de petri ha de contenir aproximadament 25 ml de medi i
gue es necessitaven 45 plaques, una per a cada aillat, es van preparar un total de 1400
ml de medi TBX tenint en compte una mica més per si sorgis algun imprevist.

Les indicacions del fabricant indiquen que cal preparar el medi TBX a una raé de 36,6 g/L.
Per tant, en els 1,4 L varem posar 51,24 g de TBX.

2- Es mesura 1,4 L d’H,O destil-lada i se’n posa una mica en un Erlenmeyer.

3- Es mesuren els 51,24 g de TBX en pols, es tiren a 'Erlenmeyer i es barreja.

4- S’acaba d'afegir I'H,O destil-lada a I'Erlenmeyer i es barreja amb un agitador magnetic.
5- Es mesura el pH de la dissolucié. Segons el que indica I'ampolla, ha de ser de 7,2 +
0,2 a 25°C. Com que era dins del marge de tolerancia, no cal millorar-ho afegint-hi acid ni
base.

6- Es tapa I'Erlenmeyer amb el paper d’alumini, es precinta amb la cinta d’autoclau i
s'introdueix a l'autoclau per tal d’esterilitzar el medi.

7- Al cap de 1,5 h, amb la dissolucié encara calenta perqué I'agar no se solidifiqui

(aproximadament a 60°C) , es reparteix en les 45 plaques de Petri.




b) Preparacié de I'LB amb agar

- Informacio prévia

El medi LB és un medi per mantenir i cultivar de soques d'Escherichia coli.
Aquest medi esta format per:

* Triptona (10 g/L) - proporciona nitrogen i carboni.

* Extracte de llevat (5 g/L) - proporciona vitamines (incloent-hi del complex B)

* Clorur sodic (5 g/L) - proporciona ions sodics per al transport i I'equilibri osmotic

Aquest medi deshidratat és en pols i de color beix clar i, preparat, és liquid de color ambre
molt clar, molt transparent.
No cal prendre precaucions especials amb el producte perqué no conté substancies

nocives en concentracions notables.

- Material

Matras Erlenmeyer Autoclau

Balanca pH metre

Espatula Agitador magnétic amb la mosca

Vidre de rellotge

Paper d’alumini Medi LB deshidratat
Cinta d’autoclau Agar deshidratat
Plagues de Petri esteérils H,O destil-lada

- Procediment

1- Es calcula la quantitat d’LB deshidratat que es necessitara, tenint en compte que en
aquest cas el volum per placa és de 40 ml , ja que aquestes plagues eren de mida més
gran (12x12cm). Es varen preparar 2000 ml de medi LB.

L'ampolla de I'LB deshidratat indica que la concentracido de la dissoluci6 d’'LB per a
emplacar ha de ser de 20 g/L. Aquest medi preparat no conté agar, aixi que s'afegeix a la
soluci6 a rad de 20 g/L. Per tant, en els 2 L s’han de posar 40 g d'LB i 40 g d'agar.

2- Es mesura 2 L d’'H,0 destil-lada i se’n posa una mica en un Erlenmeyer.

3- Es mesuren els 40 g d’'LB en pols i 40 g d’agar, es tiren a 'Erlenmeyer i es barreja.

4- S’acaba d’afegir I'H,O destil-lada a I'Erlenmeyer i es barreja amb un agitador magnétic.
5- Es mesura el pH de la dissolucio. Segons el que indica 'ampolla, ha de ser de 7, + 0,2
a 25°C. Com que era dins del marge de tolerancia, no cal millorar-ho afegint-hi acid ni
base.

6- Es tapa I'Erlenmeyer amb el paper d’alumini, es precinta amb la cinta d’autoclau i
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s’introdueix a l'autoclau.
7- Al cap de 1,5 h, amb la dissolucié encara calenta perqué I'agar no se solidifiqui i es

pugui emplacar bé, es reparteix en les plaques de Petri.

¢) Preparacio de I'LB liquid

- Material

Erlenmeyer Autoclau (aparell per a esterilitzar)
Balanca pH metre

Espatula Agitador magnétic amb la mosca

Vidre de rellotge
Paper d’alumini Medi LB deshidratat
Cinta d’autoclau H,O destil-lada

Pots de vidre esterils

- Procediment

1- Es calcula la quantitat d’LB deshidratat que es necessitara:

S’havien de col-locar 1,5 ml de la dissolucié d'LB a cada tub de vidre, i hi havia 45 tubs
perqué teniem 45 aillats bacterians. Per tant, s’havien de preparar 45*1,5=67,5 ml de
dissolucié d’LB, pero se’'n va fet una mica més (200 ml) per si sorgis algun imprevist.
L'ampolla de I'LB deshidratat indica que la concentracio de la dissolucié d’LB ha de ser de
20 g/L. Per tant, en els 0,2 L s’han de posar 4 g d’'LB.

2- Es mesura 0,2 L d’'H,0O destil-lada i se’n posa una mica en un Erlenmeyer.

3- Es mesuren els 4 g d'LB en pols, es tiren a 'Erlenmeyer i es barreja.

4- S'acaba d’afegir I'H,O destil-lada a I'Erlenmeyer i es barreja amb un agitador magneétic.
5- Es mesura el pH de la dissolucio. Segons el que indica I'ampolla, ha de ser de 7, £ 0,2
a 25°C. Com que era dins del marge de tolerancia, no cal millorar-ho afegint-hi acid ni
base.

6- Es tapa I'Erlenmeyer amb el paper d’alumini, es precinta amb la cinta d’autoclau i
s’introdueix a l'autoclau.

7- Es deixa refredar ja que no solidifica perqué no hi ha agar i es passa de I'Erlenmeyer a
pots de vidre esterils per a guardar-ho i utilitzar-ho més endavant per a col-locar-ho en els

tubs de vidre esteérils.
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A2.2. Sembres en placa amb medi TBX

- Material

Micropipeta amb puntes esteérils 45 aillats d’E. coli congelats
Retolador permanent 45 plaques de Petri amb medi TBX
Incubadora

- Procediment

1- Es retolen les plaques amb TBX amb el codi de cada mostra que s’hi col-locara.

2- Amb una micropipeta s’agafen uns 15 pL de cada soca continguda en un tub estéril
(estoc) que estava a -80°C, i s’escampa aquesta quantitat per la placa amb medi TBX en
forma d’estries.

3- Finalment s’introdueixen les plaques a la incubador a 37°C durant 24 h perqué es

formin les colonies.

- Resultats i interpretacié  (detall del resultat de cada soca a I'’Annex-3)

* 40 de les soques han quedat amb colonies de mida i forma semblant amb el color blau-
verd esperat, i com que no cal confirmacié en aquest medi sabem que es tracten d’E.
Coli.

2 soques han quedat també amb colonies de mida i forma semblant pero el color blau-
verd és molt menys intens que en les altres. Tot i aix0, també es consideren
glucuronidasa positives i sabem que es tracten d’E. coli.

* 2 soques han quedat amb colonies de mida i forma semblant pero sense el color blau-
verd esperat. Al ser soques glucuronidasa negatives, no podem saber si es tracta o no
d’E. coli, ja que un 3-4% de les soques d’aquest bacteri ho son, i es necessitara
confirmacio.

» 1 soca ha quedat amb les colonies de mida i forma diferents entre elles i només amb
algunes d’elles de color blau-verd. En haver-hi tipus diferents de colonies significa que hi

ha tipus diferents de bacteris i que aguesta soca ha estat contaminada. Per tant, s’ha de

descartar de I'estudi.




A2.3. Sembres en medi liquid LB de les soques sembr ades en

placa

- Material

Nanses de plastic estéerils
44 tubs de vidre esteérils
Pipeta estéril

Pipetejador automatic
Gradeta

Retolador permanent
Medi LB liquid

- Procediment

Vortex

Incubadora

44 plaques de Petri amb el cultiu d’E. coli
en medi TBX

1- Amb la pipeta esteril i el pipetejador automatic s’introdueixen 1,5 ml del medi LB liquid

en cada tub de vidre, previament retolats.

2- Amb la nansa s’agafen unes quantes colonies aillades de cada placa i s'introdueixen

en els tubs de vidre amb LB.

3- Amb un vortex es barregen els tubs perque els bacteris entrin en contacte amb I'LB.

4- Finalment es deixen els tubs de vidre en gradetes a la incubador a 37°C durant tota la

nit perqué els bacteris es divideixin. Els cultius que trobem el dia seguent s’anomenen

cultius de nit.
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A2.4. Inoculaci6 de soques a medi LB amb [lantibiot ic

gentamicina

Per dur a terme l'assaig d'invasio, es necessita que les soques que utilitzem no siguin

resistents a I'antibidtic gentamicina. Per aixd préviament s’havien de descartar les que ho

eren.

- Material

Micropipeta amb puntes esteérils 44 soques d’E. coli en medi LB

Gradeta Medi LB liquid esteéril

44 Tubs de vidre esteril Dissoluci6 de gentamicina estéril al 10

mg/mi
- Procediment
1- Primer es prepara el medi LB amb gentamicina. La concentracié de l'antibiotic ha de
ser de 0,1 mg/ml, pero la de la dissolucié estoc era de 10 mg/ml. Per tant, per a 1 ml d'LB
s’hi han de posar 0,01 ml de la dissolucio estoc de gentamicina.
2- Amb la micropipeta hem posat 0,01 ml de gentamicina i 0,99 ml de medi LB liquid a
cada tub esteril de la gradeta i hi hem inoculat les soques també amb la micropipeta (0,01
ml a cada tub)..
3- Es deixen les gradetes amb els tubs a la incubadora a 37°C tota la nit.

- Resultats i interpretacié

El dia seglent es realitza la lectura d’aquest test de

resisténcia a la gentamicina:

< La majoria de tubs han quedat transparents. Significa
qgue els aillats s6n sensibles a la gentamicina i per
tant no s’han pogut desenvolupar en I'LB.

» Alguns altres tubs han quedat térbols. Significa que
els bacteris s’han multiplicat perqué sén resistents a
la gentamicina. Les soques d’aquests tubs es

descarten perqué no serviran pels assajos.
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A2.5. Preparaci6 de glicerinats

Els glicerinats son els cultius d’Escherichia coli en medi liquid LB als quals hem afegit
glicerol per a mantenir els bacteris en vida a molt baixa temperatura mesos o anys, fins
que els vulguem utilitzar per a fer els experiments amb aquests cultius. A partir dels
glicerinats a -80°C que tenim, n’hem fet una copia per guardar a -20°C perqué si se’'ns

contaminen durant els assajos puguem recorrer als primers aillats.

- Material

Micropipeta amb puntes esterils

Gradeta 44 soques d’E. coli en medi liquid LB
Tubs Eppendorf estérils Glicerol pur esteril

Retolador permanent

- Procediment

1- Introduir amb la micropipeta 250 pl del glicerol pur a cada tub esteril de la gradeta
préviament retolat amb el codi de la soca.

2- Inocular 1 ml del cultiu també amb la micorpipeta.

3- Barrejar per inversio i congelar a -20°C.
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A2.6. Preparacié de cultius cel-lulars

- Material

Flascé esteril Centrifuga i tubs de centrifuga

Pipetes esterils Incubadora

Pipetejador automatic Cultiu de cél-lules intestinals 1407 en
Cambra de Neubauer medi EMEM suplementat en un flasco
Plaques multipouets Solucié PBS

Microscopi Dissolucié amb tripsina

- Procediment

1- Comprovar amb el microscopi que la confluéncia del cultiu cel-lular en el flascé és del
60 0 70%, és a dir, que més de la meitat de la superficie inferior del flascé esta coberta de
cél-lules enganxades.

2- Es treu el medi EMEM del flasc6 amb una pipeta Pasteur per a deixar només les
cél-lules enganxades al flasco.

3- Es netegen les céel-lules amb 5 ml de PBS per a acabar de treure els restes de cel-lules
mortes que hi queden amb una pipeta i un pipetejador automatic. Amb una pipeta Pasteur
es retira el PBS afegit.

4- També amb una pipeta i el pipetejador s’hi afegeix una dissolucié amb tripsina perque
les cél-lules vives, enganxades al flasco, es desenganxin i quedin lliures pel liquid.

5- S’hi afegeix medi EMEM i amb una pipeta i el pipetejador es posa la mescla de tripsina
i EMEM amb cél-lules en suspensio en un tub de centrifuga per a centrifugar-ho a 1500
rpm durant 5 minuts a 4°C.

6- Com que totes les cél-lules queden a la part de baix del tub, per decantaci6 es treu el
medi i s'introdueixen en un altre flasco estéril.

7- En el flasco, es resuspenen les cél-lules en medi EMEM pipetejant: s’afegeix medi amb
una pipeta i el pipetejador i es barregen i separen les cél-lules entre elles aspirant-les i
deixant-les anar amb la pipeta diverses vegades.

8- Es quantifiquen les cél-lules al microscopi utilitzant una cambra de Neubauer. Com que
la concentracié era més concentrada que la necessaria, es dilueix afegint-hi medi EMEM
fins arribar a les 4*10° cél./ml.

9- Es dispensa 1 ml de la dissolucié amb cel-lules amb una pipeta i el pipetejador a
cadascun dels 24 pouets de la placa, on es dura a terme la infeccié dels assajos
d’adhesio i invasio.

10- Finalment es deixen les cel-lules en els pouets durant 20 h a la incubadora a 37°C
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amb 5% de CO, perque s’adhereixin completament al fons dels pouets, sense que els

doni temps a multiplicar-se.
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Annex-3:
Resultats i calculs

A3.1. Proves X-glucoronid i gentamicina

Abans de treballar amb les soques congelades ens vam haver d'assegurar que eren
d’Escherichia coli (havien de donar colonies blaves en el medi TBX, és a dir, en la prova
de I'’X-glucoronid) i que, a més, eren sensibles a la gentamicina. Els aillats que no
complien aquestes dues condicions els vam descartar de I'estudi. Els resultats d’aquestes

proves es troben a les seguents taules, classificats segons el grup de pacients de qué

provenien els aillats.

Llegenda de les taules:

(1) + = colonies blaves (son E. coli)

(+) = colonies blau clar (també son E. coli)

- = colonies beix (no sabem si sén o0 no E. coli)

(2) + = hi ha coldnies (resistents a la gentamicina)

- = no hi ha colonies (sensibles a la gentamicina)

a) Pacients celiacs actius

. Prova
Pacient Edat (anys) Co@ dels Proya_ X gentamicina
aillats glucoronid (1) )
ENT CAI 1 + -
CAl 6.3 ENT CAI 5 + -
ENT CAK 1 + -
CAK 2,3 ENT CAK 3 + -
ENT CAL 2 (+) -
CAL 7.5 ENT CAL 5 (+) -
CAP 15 ENT CAP 1 + -
ENT CBD 1 + -
CBD 1 ENT CBD 10 + -
ENT CBE 9 + -
CBE 3.7 ENT CBE 10 + -
CBG 2,2 ENT CBG 3 + -
CClI (sense dades) ENT CCI 1 + -
CCM 8,8 ENT CCM 1 + -
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b) Pacients celiacs inactius

, Prova
Pacient Edat (anys) Co@ dels Proya_ X gentamicina
aillats glucoronid (1) )
CBJ 5 ENT CBJ 1 + -
CBL 3,5 ENT CBL 2 + -
CBM 9 ENT CBM 1 + -
CEN 6 ENT CBN 1 + -
ENT CBN 8 + -
CBU 1 ENT CBU 1 + -
cce 12.3 ENT CCC 1 + -
ENT CCC 4 + -
CCD 4 ENT CCD 1 + -
CCH 75 ENT CCH 1 + -
ENT CCH 3 + -
ENT CCJ 1 + -
CCJ 10,6 ENT CCJ 3 - +
ENT CCJ 5 + -
c¢) Pacients sans
. Prova
Pacient Edat (anys) Co@ dels Proya' X- gentamicina
aillats glucoronid (1) )
SR (sense dades) ENT SR 1 i -
ENT SR 2 + -
ss 0.1 ENT SS 1 + -
ENT SS 2 + -
ST 0.3 ENT ST 1 + -
ENT ST 5 + -
CAY 2,6 ENT CAY 1 -
CAJ 5,2 ENT CAJ 1 + -
SAA 7 ENT SAA 2 + +
SAB 4 ENT SAB 4 + +
ENT SAB 5 + -
SAD / ENT SAD 1 + -
ENT SAD + +
SAF 0,6 ENT SAF 3 + -
SAG 78 ENT SAG 1 contaminat contaminat
ENT SAG 5 + -
SAH 0,6 ENT SAH 4 + -
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A3.2. Calculs amb I'espectrofotometre

Per a infectar necessitavem 1,6*10° bacteris/ml. Com que en cada cultiu de nit no hi havia
el mateix nombre de bacteris, primer els vam haver de quantificar per a saber quants ml
d'aquest cultiu haviem de posar per a assolir els 1,6*10° bacteris/ml. Aquests 1,6*10°
bacteris/ml equivalen a 0,1 UA (Unitats d’Absorbancia, també anomenades DO, de
Densitat Optica), que so6n les unitats amb qué es mesura l'absorbancia amb
I'espectrofotometre.

Per comencar vam diluir a la meitat les mostres a les quals vam mesurar I'absorbancia:
vam col-locar 0,5 ml de cultiu de nit i 0,5 ml d’'LB esteril a cada cubeta. Tot seguit vam
configurar la longitud d’ona de l'espectrofotometre a 620 nm, perque és la que es

necessita per a calcular 'absorbancia, la vam calcular de cada cultiu.

\- —
-

~<| -
Espectrofotometre
Font: Cubeta d’espectrofotometre
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thum Font: )
b/1/10/Spektrofotometri.jpg/800px- http://www.jjimeno.com/434-294-thickbox/cubeta-
Spektrofotometri.jpg espectrofotometro-45-ml-makro-pmma-brand.jpg

Un cop mesurada I'absorbancia, només calia fer alguns calculs per a saber la quantitat
que s’havia de posar de cada cultiu de nit a cada pouet per la infeccio.

A la seglient taula es mostra un exemple d’'una mesura amb els calculs corresponents:

Al: ENT CAIl mesurat DO *(1) Vol. Bacteris (ul) | Vol. PBS (ul)
*“(2) *(3)
782 1564 64 936

*(1) Com que les mostres mesurades estaven diluides a la meitat, I'absorbancia
mesurada s’haura de multiplicar per 2 per a saber la real de cada mostra.

*(2) Com que els 1,6*10° bacteris/ml que volem equivalen a 0,1 UA:

1000l _
1564UA
*(3) Es 1000-64=936 perqué en total posarem 1000 pl a cada pou.

OIUA* 64l
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A3.4. Resultats dels assaigs d’adhesio i invasio

a) Calculs del banc de dilucions

Tenim una dissoluci6 de la qual volem saber-ne el nombre de bacteris. Per a quantificar-
la, com que si hi posem aquesta dissolucié directa pot ser massa concentrada i no la
podrem comptar, 'hnem de diluir. Com que tampoc sabem les vegades que ho hem de
diluir fins que quedi amb un nombre adequat per quantificar, fem diferents dilucions.

Per sembrar hem utilitzat la mostra directa sense fer dilucions i dilucions de 10?, 102, 103
i 10™. Per exemple, la 10, significa que ha estat diluida una vegada amb una proporcié
de mostra sobre Ringer de 1/10 (perqué hi hem posat 450 pl de Ringer i 50 pl de mostra),
i 1/10=10"

De les tres sembres de cada soca en cada assaig, en vam triar una en la qual el nombre
de colonies estigués entre les 50 i les 150, i les vam comptar. Cada colonia prové d’'una
ufc (unitat formadora de colonia) i, generalment, cada bacteri sembrat n'és una.

Llavors, fent els calculs corresponents (detallats a I'Annex-3) vam saber aproximadament
el nombre total de bacteris que hi havia per a cada ml de solucié de cada pou on s’havien

realitzat els assajos.

Per exemple, si hi hem comptat 36 ufc en una dilucié6 de 1072, utilitzant la férmula:

colanies o ufc

— fc
volum sembraf = dilucié, el calcul queda:

36ufc _2:144*104 u
0025ml *10 Mlyes i

Com que per infectar haviem posat 0,5 ml de Tritd6 X-100 enlloc d'1, aquest resultat s’ha

de dividir entre dos, i queda 7,2*10% en la taula expressat 0,20E+04.

b) Calcul dels index d’adhesio i d’'invasio
Per a calcular els index d’invasio i adhesio, utilitzem les seguents formules:

n bacteris ne bacteris (intracel - lulars)
*®

ADH = n? cel - lules INV (%) = 4 =10% bacteris inoculats 100

c¢) Calcul de mitjanes aritmetiques

Com que teniem triplicats de cada soca per tal que el resultat fos més acurat, calia
calcular la mitjana dels tres index d’adhesio i dels tres d’invasioé de cadascuna.

El calcul de mitjana aritmética es fa amb la segtent férmula, que significa fer el sumatori

de tots els valors i dividir-ho pel nombre de valors que hi hagi:
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d) Calcul de desviacions tipiques
La desviaci6 tipica o desviacié estandard és una mesura de dispersio, que ens informa de
la distancia de les dades respecte la mitjana aritmeética per tal de descriure i interpretar
millor els resultats. Es calcula a partir de la seguent formula, que significa fer l'arrel
quadrada del sumatori del quadrat de la diferencia entre cada valor i la mitjana, dividit
entre el nombre de valors que hi hagi menys una unitat):

1 N

F = \ ﬁ Z{,I'; - T}E

i=

e) Taules dels resultats amb els calculs
Els resultats dels assaigs amb els calculs explicats en els subapartats anteriors es troben
recollits en les seguents taules (en vermell, els index d’adhesié superiors a 1 i els

d’'invasio superiors a 0,1).

- Aillats controls

SOCA DILUCIONS ADHESIO  INVASIO DESV MITJ
10-2 | 10-3  10-4 | D 10-1 10-2 ADH INV
AIEC LF82 64 53 | 1,28E+07 | 1,06E+05 | 32,00 | 2,650 | 19,46 | 11,23 | 2,475 | 1,407
AIEC LF82 32 56 | 6,40E+06 | 1,12E+05 | 16,00 | 2,800
AIEC LF82 85 40 | 1,70E+06 | 8,00E+04 | 4,25 | 2,000
AIEC LF82 29 83 | 5,80E+06 | 1,66E+05 | 14,50 | 4,150
AIEC LF82 33 65 | 6,60E+06 | 1,30E+05 | 16,50 | 3,250
AIEC LF82 67 28 | 1,34E+07 | 5,60E+04 | 33,5 | 0,000
NON PAT C600 55 14 1,10E+06 | 2,80E+02 | 2,75 | 0,007 | 3,30 | 1,61 | 0,003 | 0,002
NON PAT C600 82 0 1,64E+06 | 0,00E+00 | 4,1 | 0,000
NON PAT C600 68 5 1,36E+06 | 1,00E+02 | 3,40 | 0,003
NON PAT C600 122 | 7 2,40E+06 | 1,40E+02 | 6,00 | 0,004
NON PAT C600 31 4 6,20E+05 | 8,00E+01 | 1,55 | 0,002
NON PAT C600 40 8 8,00E+05 | 1,60E+02 | 2,00 | 0,004

50




- Pacients celiacs actius

DILUCIONS ) )
10- | 10- ADHESIO | INVASIO
3 4 D

ENT CAI'1 21 13 4,20E+06 | 2,60E+03 | 10,50 | 0,065 | 9,17 1,74 | 0,050 | 0,031
ENT CAI'1 196 142 3,92E+06 | 2,84E+03 | 9,80 | 0,071

ENT CAI'1 144 30 2,88E+06 | 6,00E+02 7,2 0,015

ENT CAI 5 19 46 3,80E+06 | 9,20E+02 | 9,50 | 0,023 | 10,22 | 7,45 | 0,030 | 0,027
ENT CAI 5 36 12 7,20E+06 | 2,40E+03 | 18,00 | 0,060

ENT CAI 5 63 14 1,26E+06 | 2,80E+02 3,2 0,007

ENT CAK 1 16 45 3,20E+05 | 9,00E+02 | 0,80 | 0,023 | 0,73 0,70 | 0,018 | 0,006
ENT CAK 1 0 39 0,00E+00 | 7,80E+02 | 0,00 | 0,020

ENT CAK 1 28 22 5,60E+05 | 4,40E+02 1,4 0,011

ENT CAK 3 33 67 6,60E+05 | 1,34E+03 | 1,65 | 0,034 | 0,84 0,06 | 0,023 | 0,010
ENT CAK 3 16 36 3,20E+05 | 7,20E+02 | 0,80 | 0,018

ENT CAK 3 176 32 3,52E+05 | 6,40E+02 0,9 0,016

ENT CAL 2 56 182 1,12E+06 | 3,64E+03 | 2,80 | 0,091 | 2,90 0,14 | 0,070 | 0,027
ENT CAL 2 60 16 1,20E+06 | 3,20E+03 | 3,00 | 0,080

ENT CAL 2 14 73 13 2,80E+05 | 1,56E+03 0,7 0,039

ENT CAL 5 10 3 2,00E+04 | 6,00E+01 | 0,05 | 0,002 | 0,61 0,97 | 0,002 | 0,001
ENT CAL 5 29 9 2 6,91E+05 | 4,00E+01 | 1,73 | 0,001

ENT CAL 5 12 3 2,40E+04 | 6,00E+01 0,1 0,002

ENT CAP 1 50 29 1,00E+05 | 5,80E+02 | 0,25 | 0,015 | 0,52 0,28 | 0,012 | 0,007
ENT CAP 1 16 33 3,20E+05 | 6,60E+02 | 0,80 | 0,017

ENT CAP 1 103 8 2,06E+05 | 1,60E+02 0,5 0,004

ENT CBD 1 40 32 8,00E+04 | 6,40E+02 | 0,20 | 0,016 | 0,24 0,14 | 0,025 | 0,018
ENT CBD 1 80 9 1,60E+05 | 1,80E+03 | 0,40 | 0,045

ENT CBD 1 25 26 5,00E+04 | 5,20E+02 0,1 0,013
ENT CBD 10 11 35 2,20E+05 | 7,00E+02 | 0,55 | 0,018 | 0,38 0,29 | 0,022 | 0,011
ENTCBD 10 | 110 68 2,20E+05 | 1,36E+03 | 0,55 | 0,034
ENT CBD 10 10 27 2,00E+04 | 5,40E+02 0,1 0,014
ENT CBE 10 22 65 4,40E+05 | 1,30E+03 | 1,10 | 0,033 | 0,12 0,09 | 0,004 | 0,000
ENT CBE 10 36 7 7,20E+04 | 1,40E+02 0,2 0,004
ENT CBE 10 10 7 2,00E+04 | 1,40E+02 0,1 0,004

ENT CBE 9 33 16 6,60E+06 | 3,20E+03 | 16,50 | 0,080 | 0,64 0,37 | 0,016 | 0,022
ENT CBE 9 74 1 1,48E+05 | 2,00E+01 | 0,37 | 0,001

ENT CBE 9 18 64 3,60E+05 | 1,28E+03 | 0,90 | 0,032

ENT CBG 3 18 23 3,60E+04 | 4,60E+02 | 0,09 | 0,012 | 0,09 0,01 | 0,039 | 0,027
ENT CBG 3 20 13 4,00E+04 | 2,60E+03 | 0,10 | 0,065

ENT CBG 3 17 77 8 3,40E+04 | 1,55E+03 0,1 0,039

ENT CCl 1 23 52 4,60E+05 | 1,04E+03 | 1,15 | 0,026 | 1,18 0,04 | 0,026 | 0,000
ENT CCl 1 24 51 4,80E+05 | 1,02E+03 | 1,20 | 0,026

ENT CCl 1 12 52 2,40E+05 | 1,04E+03 0,6 0,026

ENT CCM 1 28 166 5,60E+05 | 3,32E+03 | 1,40 | 0,083 | 1,40 0,00 | 0,066 | 0,024
ENT CCM 1 28 97 5,60E+05 | 1,94E+03 | 1,40 | 0,049

ENT CCM 1 107 55 2,14E+06 | 1,10E+03 5,4 0,028
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- Pacients celiacs inactius

DILUCIONS ) ]
10- 10- ADHESIO | INVASIO
4 P 1

ENT CBJ 1 41 12 8,20E+05 | 2,40E+02 | 2,05 | 0,006 | 2,62 | 0,39 | 0,008 | 0,006
ENT CBJ 1 30 30 6,00E+05 | 6,00E+02 | 1,50 | 0,015
ENT CBJ 1 86 8 1,72E+06 | 1,60E+02 | 4,3 | 0,004
ENT CBL 2 147 3 2,94E+06 | 6,00E+01 | 7,35 | 0,002 | 1,13 | 0,25 | 0,002 | 0,000
ENT CBL 2 19 4 3,80E+05 | 8,00E+01 | 0,95 | 0,002
ENT CBL 2 26 4 5,20E+05 | 8,00E+01 | 1,3 | 0,002
ENTCBM1 | 108 62 2,16E+05 | 1,24E+03 | 0,54 | 0,031 | 1,68 | 0,18 | 0,040 | 0,019
ENT CBM 1 31 124 6,20E+05 | 2,48E+03 | 1,55 | 0,062
ENT CBM 1 36 56 | 7 7,20E+05 | 1,12E+03 | 1,8 | 0,028
ENTCBN1 | 74 29 1,48E+05 | 5,80E+02 | 0,37 | 0,015 | 0,40 | 0,10 | 0,020 | 0,013
ENTCBN1 | 63 68 1,26E+05 | 1,36E+03 | 0,32 | 0,034
ENTCBN1 | 103 20 2,06E+05 | 4,00E+02 | 0,5 | 0,010
ENTCBN8 | 86 16 1,72E+05 | 3,20E+02 | 0,43 | 0,008 | 0,46 | 0,07 | 0,012 | 0,005
ENTCBN8 | 109 34 2,18E+05 | 6,80E+02 | 0,55 | 0,017
ENTCBN8 | 82 22 1,64E+05 | 4,40E+02 | 04 | 0,011
ENTCCC1 | 13 12 2,60E+04 | 2,40E+02 | 0,07 | 0,006 | 0,12 | 0,05 | 0,007 | 0,005
ENTCCC1 | 27 24 5,40E+04 | 4,80E+02 | 0,14 | 0,012
ENTCCC1 | 33 5 6,60E+04 | 1,00E+02 | 0,2 | 0,003
ENTCCC4 | 21 18 4,20E+04 | 3,60E+02 | 0,11 | 0,009 | 0,13 | 0,02 | 0,007 | 0,004
ENTCCC4 | 30 20 6,00E+04 | 4,00E+02 | 0,15 | 0,010
ENTCCC4 | 28 3 5,60E+04 | 6,00E+01 | 0,1 | 0,002
ENTCCD1 | 67 | 13 20 1,45E+06 | 4,00E+02 | 3,64 | 0,010 | 2,53 | 1,01 | 0,047 | 0,063
ENT CCD 1 33 24 6,60E+05 | 4,80E+03 | 1,65 | 0,120
ENT CCD 1 46 22 9,20E+05 | 4,40E+02 | 2,3 | 0,011
ENTCCH1 | 85 7 1,70E+05 | 1,40E+02 | 0,43 | 0,004 | 0,30 | 0,16 | 0,002 | 0,002
ENTCCH1 | 23 3 4,60E+04 | 6,00E+01 | 0,12 | 0,002
ENTCCH1 | 73 0 1,46E+05 | 0,00E+00 | 0,4 | 0,000
ENTCCH3 | 86 3 1,72E+05 | 6,00E+01 | 0,43 | 0,002 | 0,48 | 0,06 | 0,003 | 0,002
ENTCCH3 | 25 10 5,00E+04 | 2,00E+02 | 0,13 | 0,005
ENTCCH3 | 104 2 2,08E+05 | 4,00E+01 | 0,5 | 0,001
ENTCCJ1 | 61 0 1,22E+05 | 0,00E+00 | 0,31 | 0,000 | 0,14 | 0,14 | 0,000 | 0,000
ENTCCJ1 | 10 0 2,00E+04 | 0,00E+00 | 0,05 | 0,000
ENTCCJ1 | 14 0 2,80E+04 | 0,00E+00 | 0,1 | 0,000
ENTCCJ5 | 56 3 1,12E+05 | 6,00E+01 | 0,28 | 0,002 | 0,15 | 0,11 | 0,001 | 0,001
ENTCCJ5 | 19 1 3,80E+04 | 2,00E+01 | 0,10 | 0,001
ENTCCJ5 | 16 0 3,20E+04 | 0,00E+00 | 0,1 | 0,000
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- Pacients sans

DILUCIONS ) )
10- | 10- ADHESIO | INVASIO
4 D

ENT CAJ 1 10 800 2,00E+06 | 1,60E+05 | 5,00 | 4,000 | 3,375 | 2,298 | 4,275 | 0,389
ENT CAJ 1 20 63 13 4,00E+04 | 1,38E+03 | 0,10 | 0,035

ENT CAJ 1 35 91 | 7,00E+05 | 1,82E+05 | 1,75 | 4,550

ENT SAB 5 16 72 3,20E+05 | 1,44E+03 | 0,80 | 0,036 | 0,06 0,07 | 0,023 | 0,019
ENT SAB 5 2 3 4,00E+03 | 6,00E+01 | 0,01 | 0,002

ENT SAB 5 22 63 4,40E+04 | 1,26E+03 0,1 0,032

ENT SAD 1 9 6 1,80E+04 | 1,20E+02 | 0,05 | 0,003 | 0,07 0,02 | 0,016 | 0,012
ENT SAD 1 16 55 3,20E+04 | 1,10E+03 | 0,08 | 0,028

ENT SAD 1 18 35 3,60E+04 | 7,00E+02 0,1 0,018

ENT SAF 3 43 7 8,60E+04 | 1,40E+02 | 0,22 | 0,004 | 1,19 1,33 | 0,900 | 0,141
ENT SAF 3 13 160 2,60E+05 | 3,20E+04 | 0,65 | 0,800

ENT SAF 3 54 2000 1,08E+06 | 4,00E+04 2,7 1,000
ENT SAG 5 17 3 3,40E+04 | 6,00E+01 | 0,09 | 0,002 | 0,04 0,04 | 0,001 | 0,000
ENT SAG 5 2,8 2 5,60E+03 | 4,00E+01 | 0,01 | 0,001
ENT SAG 5 4 1 8,00E+03 | 2,00E+01 0,0 0,001

ENT SAH 4 49 10 9,80E+05 | 2,00E+02 | 2,45 | 0,005 | 1,42 1,16 | 0,007 | 0,003
ENT SAH 4 33 2 6,60E+04 | 4,00E+02 | 0,17 | 0,010

ENT SAH 4 33 10 6,60E+05 | 2,00E+02 1,7 0,005

ENTSR 1 64 4 1,28E+05 | 8,00E+01 | 0,32 | 0,002 | 0,17 0,21 | 0,002 | 0,000
ENTSR 1 5 5 1,00E+04 | 1,00E+02 | 0,03 | 0,003

ENT SR 2 96 24 1,92E+05 | 4,80E+02 | 0,48 | 0,012 | 0,40 0,12 | 0,012 | 0,000
ENT SR 2 63 25 1,26E+05 | 5,00E+02 | 0,32 | 0,013

ENTSS 1 21 13 4,20E+05 | 2,60E+02 | 1,05 | 0,007 | 0,59 0,44 | 0,010 | 0,006
ENTSS 1 106 13 2,12E+05 | 2,60E+02 | 0,53 | 0,007

ENTSS 1 36 35 7,20E+04 | 7,00E+02 | 0,18 | 0,018

ENT SS 2 24 13 4,80E+05 | 2,60E+02 | 1,20 | 0,007 | 1,05 0,35 | 0,006 | 0,004
ENT SS 2 13 4 2,60E+05 | 8,00E+01 | 0,65 | 0,002

ENT SS 2 26 18 5,20E+05 | 3,60E+02 1,3 0,009

ENT ST 1 41 5 8,20E+04 | 1,00E+02 | 0,21 | 0,003 | 0,13 0,11 | 0,003 | 0,001
ENT ST 1 9 8 1,80E+04 | 1,60E+02 | 0,05 | 0,004

ENT ST 5 7 0 1,40E+04 | 0,00E+00 | 0,04 | 0,000 | 0,05 0,01 | 0,001 | 0,001
ENT ST 5 11 3 2,20E+04 | 6,00E+01 | 0,06 | 0,002

53



