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1. Introduccioé

Vivim en una epoca en quée des que naixem vivim envoltats de medicaments. Uns que
tenen especial importancia son els antibiotics. Tots n’hem pres no un cop ni dos ni
tres, sind diverses vegades. Pero qué sén realment els antibiotics? Unes substancies
quimiques produides per uns microorganismes capaces d’inhibir el creixement d’altres
microorganismes o d’eliminar-los.

De ben segur que també hem sentit parlar, ja sigui a la televisié o als diaris, de les
resisténcies als antibiotics. No és pas un concepte dificil d’entendre: els causants de les
malalties s’"han acostumat als antibiotics i aquests han esdevingut inservibles. El tema,
perd, és forca més complicat. Els desigs d’aprendre que sén i com actuen els
antibiotics i d’entendre millor qué soén les resistencies i com s’adquireixen sén les
motivacions que m’han dut a iniciar una investigacio sobre aquest tema, la investigacié
bioquimica i microbiana. D’aquesta manera es complien dues condicions que tenia
molt clares a I’hora de triar el tema del treball: d’una banda, s’adequa a la modalitat de
batxillerat que estic cursant, esta relacionat amb les assignatures que més
m’entusiasmen i es correspon amb la branca d’estudis universitaris que m’agradaria
seguir; i de l'altra, és un tema que m’agrada i que m’ha motivat, ja que les hores que li
he hagut de dedicar sn moltes.

Tenia clar des del principi que no seria un treball facil tot i disposar del material
necessari i de les instal-lacions del laboratori de I'institut de Flix, de manera que m’hi
hauria d’abocar amb ganes i il-lusid. De fet, seria la meva primera experiéncia
“professional” en la investigacio cientifica i la manipulacio de cultius bacterians, la qual
cosa suposava una motivacié afegida.

Una de les preocupacions més destacades actualment en referéncia a la microbiologia
és l'aparicio i I'expansid de les resistencies als antimicrobians. Les resistencies que
presenten els microorganismes és la seva resposta contra aquests farmacs, és el seu
mecanisme de defensa, la seva manera d’adaptar-se a un nou medi i poder sobreviure
en qualsevol situacio.

Se sap que, des de fa anys, els diferents microorganismes (fongs, bacteris, virus i
parasits) han comengat a mostrar un gran ingeni per evitar |'activitat eliminatoria dels
agents antimicrobians. Pero és en 'actualitat que aquest fenomen s’ha accelerat i s’ha
arribat a convertir en un dels problemes més greus que els investigadors cientifics de
I'ambit de la salut és veuen obligats a afrontar. D’entre totes les resisténcies
microbianes, el present treball se centra en la investigacié de les resisténcies
bacterianes als antibiotics. Aixi doncs, s’ha delimitat el camp d’estudi per la seva gran
extensio i per la impossibilitat d’abordar-lo en un treball de recerca de batxillerat com
aquest. D’aquesta manera, s’ha optat per la resisténcia bacteriana als antibiotics pel
fet que aquests productes van suposar un dels avencos més rellevants de la historia de
la medicina. La capacitat dels antibiotics per curar malalties infeccioses que en el
passat eren mortals va desembocar en la falsa creenga que aquests “medicaments
miraculosos” podien arribar a eradicar aquestes malalties, pero la precipitada aparicid
de resistencies en va demostrar la invalidesa.

Es creu que un mal Us dels antibiotics, com és I'automedicacid incorrecta, afavoreix la
seleccid dels bacteris cada cop més resistents a I'agent. L'antibiotic selecciona els
bacteris d’'un mateix cultiu que per mutacié del seu ADN sén més resistents a I'accié de
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I'antibiotic. Com a consequiéncia d’aix0, el mateix agent es torna inservible per eliminar
la generacio seglient de bacteris, ja que aquesta prové dels bacteris mutants resistents
anteriors. L'objectiu que es pretén aconseguir amb la realitzacid d’aquest treball
d’investigacié és la comprovacid que I'Gs incorrecte i inadequat dels antibiotics
exerceix una seleccio evolutiva bacteriana que porta a I'aparicié de soques bacterianes
resistents als antibiotics.

El treball s’estructura en una primera part tedrica que pretén aprofundir en el
coneixement general dels bacteris com a espécie de microorganisme que pot ser
alhora beneficids i patogen per a I'ésser huma, i dels antibidtics com a productes basics
per ajudar a l'organisme a combatre les infeccions bacterianes perjudicials. A més,
també es tracta de forma teorica el tema de les resistencies bacterianes i s’expliquen
les diferents formes que tenen els bacteris de fer front als mecanismes d’accié dels
antibiotics.

La segona part del treball correspon a la practica, és a dir, a la posada en funcionament
dels coneixements assolits en el disseny, I'efectuacié i 'avaluacié d’una experiéncia al
laboratori que permet comprovar |'aparicié de resistéencies als antibiotics. Aixi doncs,
aquesta part consta d’'un primer apartat en qué es descriuen les espécies bacterianes i
els productes antibiotics que s’utilitzaran, d’un altre apartat que s’encarrega de
descriure el procediment i els resultats obtinguts. A més, també hi ha present I'analisi
d’una enquesta realitzada amb 'objectiu de corroborar que la causa de I'aparicié de
resisténcies és el mal Us dels antibiotics.

Es podra observar que la bibliografia emprada per a la part teorica és forca extensa, tot
i que en cap cas s’han extret cites textuals dels llibres, els articles i les pagines web
consultats; mentre que la practica es basa fonamentalment en els propis resultats
obtinguts tant en I'experiéncia al laboratori com de I'enquesta efectuada. Cal indicar
també que les fotografies presents en I'apartat d’experiéncia son propies.

En aquest treball, per tant, podrem entendre i viure de ben a prop com i per que
apareixen bacteris resistents als antibiotics.
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2. Microorganismes

El nostre planeta és habitat per un gran nombre d’espécies d’éssers vius. Segons un
informe recent del govern australial, publicat el setembre de 2009, actualment hi ha
classificades 1.750.000 especies diferents, pero s’estima que n’existeixen prop d’uns
11 milions. Els numeros s’eleven tant que, per facilitar-ne I’estudi, és necessari fer una
bona classificacio.

Els éssers vius es poden agrupar tenint en compte diversos aspectes; els dos més
importants son la filogenia i la fisiologia. El primer es basa en les relacions evolutives
gue hi ha entre les espécies. Per fer-ho, s'usa 'ARN ribosomic. A partir d’aquesta
classificacio s’han deduit tres dominis: Archaea, Bacteria i Eukarya (vegeu la il-lustracio
1). El segon aspecte que podem tenir en compte, la fisiologia, es fixa en I'estructura
interna, I'embriologia, el tipus de proteines que té, I'estructura dels cromosomes, etc.
Aguest sistema de classificacid s’organitza en cinc grans regnes: Moneres, Protists,
Fongs, Plantes i Animals; dels quals es distingeixen diferents subgrups.

Bacteris
verds

Grampositius
Bacteris

porpres

Cianobacteris

Flavobacteris

Thermotoga

fLua

ll-lustracid 1. Classificacio dels éssers vius en els tres dominis

Una de les teories sobre |'origen de la vida explica que els primers colonitzadors de la
Terra van ser els bacteris, alguns dels quals feien la fotosintesi i van produir I'oxigen
necessari per afavorir I'evolucié dels petits organismes que podien respirar oxigen i
gue posteriorment originarien els éssers pluricel-lulars. Lynn Margulis, una biologa
americana molt reconeguda per diverses institucions, en la seva teoria endosimbiotica
explica que les cel-lules eucariotes van apareixer a partir de la simbiosi? entre diverses

! AUSTRALIAN GOVERNMENT. DEPARTMENT OF THE ENVIRONMENT, WATER, HERITAGE AND THE ARTS. Numbers
of Living Species in Australia and the World. Second edition. Canberra: Australian Biological Resources Study, 2009
[en linea]

Fet de viure dos organismes diferents associats o units més o menys intimament, habitualment amb benefici
reciproc.
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cel-lules procariotes, és a dir, entre bacteris. Aixi doncs, els microbis, han tingut i tenen
un paper molt important en el nostre planeta i, en definitiva, en la vida dels éssers
humans.

A més dels bacteris existeixen altres microorganismes com els protozous, les algues
microscopiques i alguns fongs; pero en aquest treball aprofundirem en el coneixement
dels bacteris.

2.1 Els bacteris

Els bacteris son éssers vius microscopics, unicel-lulars i procariotes que presenten una
gran varietat de vies metaboliques, morfologies i formes de vida. Aquesta gran
diversitat és producte de I'evolucié que han patit durant els seus milers de milions
d’anys de vida.

Dins del regne de les Moneres, al qual pertanyen aquests petits organismes, es
diferencien dos grans grups que, a la vegada, sén dos dels tres dominis evolutius
esmentats anteriorment: els arqueobacteris (Archaea) i els eubacteris (Bacteria).

Els arqueobacteris van aparéixer fa uns 3.000 milions d’anys. Sén considerats la forma
de vida més antiga. La majoria d’especies son extremofiles, és a dir, viuen en
condicions extremes de temperatura, acidesa, salinitat o radiacié entre altres. Alguns,
pero, viuen en habitats normals com és el cas dels arqueobacteris metanogens que
viuen al nostre intesti obtenint energia a partir de la produccié de meta.

Els eubacteris son anomenats els «bacteris veritables» i son més complexos que els
arqueobacteris. Els cianobacteris, un tipus d’eubacteris, van ser els primers organismes
fotosintetitzadors coneguts i molt possiblement van participar en la produccié d’oxigen
a la Terra ara fa uns 2.000 milions d’anys. Tots els procariotes coneguts que causen
alguna malaltia son eubacteris. Els bacteris que es tracten en aquest treball de recerca
pertanyen a aquest domini.

2.1.1 Caracteristiques generals

Els bacteris, tot i que sén organismes molt simples, amb escasses estructures internes,
presenten una gran varietat de metabolismes, des de I'heterotrof fins a I'autotrof
(bacteris fotosinteétics i quimiosintétics) i des de I'aerobi® fins a I'anaerobi®. A més,
tenen una mida que pot oscil-lar entre els 1,5um d’Escherichia coli, els 7um dels
cianobacteri Oscillatoria o els 600um del bacteri “gegant” Epulopiscium fishelsoni.

Pel que fa a la morfologia, distingim quatre tipus de bacteris:

o Els bacils, en forma de basté.
o Els cocs, en forma esférica.

3. . . L T
Microorganisme, bacteri, que pot créixer en preséncia d'oxigen.

4. . . . . . ) ) o . . .
Microorganisme, bacteri, que no necessita oxigen lliure per a viure o que necessita viure en un medi on no hi hagi
oxigen lliure.
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o Els espirils, en forma de basté cargolat.
o Els vibrions, en forma de coma ortografica.

Bacil

Estreptobacil

ll-lustracié 2. Morfologies bacterianes

Vibrio

Estaflocee

Espivil

Ara bé, alguns bacteris poden formar agrupacions d’individus (vegeu la il-lustracio 2), ja
gue, quan es divideixen, els bacteris fills es mantenen units entre si per mitja de
components quimics de les capsules. Aixi, els bacils poden formar cadenes lineals
d’individus, ja que el procés de divisié té lloc en una sola direccid; i els cocs, gracies a
gue poden dividir-se en diferents direccions, poden presentar diferents agrupacions
qgue reben el nom de diplococs si formen parelles, estreptococs si formen cadenes,

estafilococs si formen raims

tridimensionals regulars.

2.1.2 LU’estructura bacteriana

d’individus,

o sarcines si formen associacions

L’estructura interna dels bacteris és molt més simple que la de les cél-lules eucariotes,
pero, en canvi, I'estructura superficial és més complexa. Els components estructurals

més importants sén (vegeu la il-lustracié 3):
» Lacapsula bacteriana, que pot faltar
e La paret bacteriana
» La membrana plasmatica

o El citoplasma, que inclou el
hialoplasma i el morfoplasma
(ribosomes i inclusions)

o EI DNA bacteria
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ll-lustracié 3. Estructura bacteriana
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21.21 La capsula bacteriana

La capsula és una capa mucosa composta de polisacarids que envolta la paret
bacteriana i que només presenten alguns bacteris. Pot presentar un gruix molt variable
(entre 100 400 A).

Molts bacteris patdogens tenen capsula, la qual dificulta que els anticossos i les cél-lules
fagocitiques de I'hoste els reconeguin i els destrueixin. La capsula també permet
I'adhesié dels bacteris a les cél-lules hostes o I'adhesié dels bacteris fills entre si, fet
gue facilita la formacié de colonies. A més, les capsules intervenen en els processos
d’intercanvi d’aigua, ions i substancies nutritives i actuen com un mecanisme de
defensa davant la dessecacié del medi.

2.1.2.2 La paret bacteriana

Es una coberta rigida que déna forma a les cél-lules bacterianes. Té una amplada
d’entre 50 i 100 A i esta constituida principalment per mureina, que és un peptidoglica
o macromolécula formada per cadenes de glucids i oligopéptids, que és responsable de
la resisténcia de la paret cel-lular. La paret cel-lular permet classificar els eubacteris en
grampositius (gram”) i gramnegatius (gram’) en funcié de la manera en queé reaccionen
guan es tracten amb els tres compostos de I'anomenada tincid de Gram (vegeu
I'apartat 6.4).

La paret dels bacteris gram” és monoestratificada, és a dir, esta formada per un Unica
capa gruixuda de peptidoglicans (mureina), a la qual s’associen acids teicoics>. En
canvi, la paret dels gram™ és biestratificada, ja que té una capa fina de peptidoglicans
sobre la quan hi ha una membrana externa constituida per una doble capa lipidica que
conté un gran nombre de proteines, la majoria amb activitat enzimatica, i
lipopolisacarids (vegeu la il-lustraci6 4).
Gram+ Gram’
Mureina Mureina

+

Polisacarids, acid
teicoic i proteines

Membrana plasmatica
- Espai periplasmic
-

Membrana externa

Membrana plasmatica

ll-lustracié 4. Estructura de la paret cel-lular de bacteris grampositius i gramnegatius

La paret bacteriana és permeable a les sals i a moltes molécules organiques de baix pes
molecular, i la seva destruccié deixa inerme el bacteri davant dels canvis de salinitat
del medi. El lisozim, un enzim present en les llagrimes i les secrecions nasals, actua

> Nom generic dels polimers de poliols (principalment glicerol i ribitol) units per enllagos fosfodiester, i amb caracter
acid que es troben formant part de la paret dels bacteris gramposititus, per bé que hom en troba també a l'interior
de la cél-lula.
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trencant enllacos glicosidics dels peptidoglicans, i per aix0 té accid bactericida. En
canvi, molts antibiotics, com ara la penicil-lina, no destrueixen la paret bacteriana, sind
gue actuen impedint els enllacos peptidics de la xarxa de mureina durant la seva
sintesi, i aixo impedeix la proliferacié bacteriana (vegeu l'apartat 4.2.1).

2.1.23 La membrana plasmatica

Es una coberta d’uns 75 A de gruix que envolta el citoplasma. Esta constituida per una
bicapa lipidica d’estructura i composicié identica a la de les cel-lules eucariotes,
excepte per I'absencia de colesterol. Les funcions de la membrana plasmatica son les
mateixes que en les cél-lules eucariotes, és a dir, delimitar el bacteri i regular el pas de
substancies. A més, pero, conté diversos sistemes enzimatics que tenen les funcions de
dirigir la replicacio del DNA bacteria, fer la respiracié bacteriana, fer la fotosintesis en
els bacteris fotosintétics i assimilar nitrogen en forma de NOs; o NO," (bacteris
nitrificants) o el N, atmosfeéric.

2.1.24 Ribosomes

Sén particules globulars d’uns 200 A de diametre que es troben en gran nombre
(5.000-20.000) lliures en el citoplasma bacteria o formant llargues cadenes
anomenades poliribosomes. Els ribosomes bacterians son una mica més petits que els
de les cél-lules eucariotes (tenen una velocitat de sedimentacié de 70 S°®i estan
compostos per RNA i proteines. La seva funcio és la sintesi de proteines.

2.1.2.5 Inclusions

Sén granuls de substancies de reserva que el bacteri sintetitza en moments
d’abundancia i que es troben dispersos en el citoplasma. Alguns exemples son els
granuls de mido, els diposits de lipids, les reserves de fosfor o granuls de volutina, i els
granuls de sofre.

2.1.2.6  Organuls especials
Alguns grups de bacteris presenten organuls especials. Els principals tipus sén:

» Vacuols de gas. Aquests organuls tenen a veure amb la flotacié dels bacteris. Es
donen en bacteris que viuen en medis aquosos i que precisen mantenir-se en
una determinada profunditat.

» Clorosomes. S6n organuls que contenen pigments fotosintéetics.

» Carboxisomes. Contenen I'enzim ribulosa-difosfat-carboxilasa, responsable de
la fixacio del CO, de I'aire.

6 . . L , . . L , .

Velocitat constant de sedimentacié que s’aconsegueix quan se sotmet una dissolucié aquosa d’'una determinada
particula a ultracentrifugacid. Depén de la mida, el pes i la morfologia de la particula i es mesura en Svedvergs (S),
que equivalen a 1x10™" segons (s). La mida dels ribosomes es mesura amb aquesta magnitud.
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2.1.2.7 El cromosoma bacteria

Esta constituit per una doble cadena circular de DNA, generalment condensada en una
regio del citoplasma anomenada nucleoide, i es troba associat a proteines i RNA.

La funcié del cromosoma bacteria és contenir la informacié geneética, aixi com dirigir el
funcionament de tot el metabolisme bacteria. Els bacteris també poden tenir petites
molécules de DNA circular bicatenari anomenades plasmidis, que disposen també de
capacitat de replicacié propia. El plasmidi no conté gens imprescindibles per al
desenvolupament del metabolisme bacteria, sind que la informacié que porta pot ser
util per sobreviure a I'accié d’algun antibiotic o per produir una proteina determinada.

2.1.2.8 Flagels

Sén prolongacions fines amb una longitud que pot ser diverses vegades més gran que
la del bacteri. N’hi pot haver des d’un sol fins a 100 per cel-lula bacteriana i, en girar,
permeten el moviment dels bacteris.

2.1.2.9 Pilis

Sén estructures allargades i buides que els bacteris fan servir per adherir-se a diferents
superficies. Només es troben en els bacteris gram™. N’hi ha de dos tipus: els pilis de
conjugacio o pilis sexuals i els pilis d’'unio o fimbries.

Els pilis de conjugacio son llargs i uneixen dos bacteris perque s’intercanviin material
genetic (conjugacid) (vegeu l'apartat 5.2.3). Els presenten els individus que tenen
plasmidis que poden ser transferits a altres bacteris.

Els pilis d’'unié o fimbries sén curts i abundants i els bacteris els utilitzen per adherir-se
a diferents superficies com la interfase aigua/aire i la superficie de les cel-lules. Per
tant, poden contribuir a augmentar el caracter patogen dels bacteris, i pot haver
soques que en tenen i d’altres de la mateixa especie que, per mutacié, no en tenen.

2.1.3 Funcions de nutricio

Tal com s’ha esmentat anteriorment, els bacteris presenten una gran varietat de vies
metaboliques. A més, una mateixa espécie pot, fins i tot, tenir dos tipus de
metabolisme diferents, segons les caracteristiques del medi i I'abundancia de
nutrients. Els bacteris poden ser:

» Fotoautotrofs: produeixen matéria organica a partir de materia inorganica i de
I'energia de la llum. Es el cas dels bacteris verds i porpres sulfuris i els
cianobacteris.

o Fotoheterotrofs: requereixen energia Illuminosa perd0 també molécules
organiques com ara alcohols, acids grassos i hidrats de carboni com a font de
carboni. Es tracta dels bacteris verds i porpres no sulfuris.

» Quimioautotrofs: aprofiten I'energia alliberada per I'oxidacié d’un compost
inorganic per obtenir materia organica a partir de CO,; com els bacteris
nitrificants.
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» Quimioheterotrofs: obtenen energia a partir de I'oxidacié de materia organica
morta, que sén la gran majoria, o de mateéria organica viva, que son els bacteris
patogens.

Alguns bacteris necessiten oxigen per poder produir energia: sén els bacteris aerobis.
Els bacteris que no precisen d’oxigen s"anomenen anaerobis. D’aquests ultims n’hi ha
de dos tipus: els anaerobis facultatius, que tot i que habitualment no els cal oxigen,
I'aprofiten quan és present al medi, i els anaerobis estrictes, als quals els pot arribar a
resultar toxic.

2.1.4 Funcions de relacio

Moltes especies de bacteris disposen de mobilitat. El desplacament pot efectuar-se a
través de reptacidé sobre un substrat solid, per mitja de moviments de contraccié i
dilatacié o bé per mitja de flagels.

També s’han comprovat respostes davant d’estimuls lluminosos (fototactisme) en
bacteris fotosintetics, i també d’estimuls quimics (quimiotactisme). Pero una de les
respostes més conegudes respecte a variacions del medi és la formacid d’espores, que
son formes de resisténcia. Els bacteris que viuen al sol, enfrontant-se a les condicions
adverses del medi, entren en periodes de metabolisme reduit i protegeixen el seu
DNA, al voltant del qual formen una complexa coberta que doéna lloc a I'endospora.
Quan la resta de la cél-lula bacteriana es destrueix, les endospores queden lliures al sol
i s’anomenen exospores, que poden sobreviure molt de temps en condicions
ambientals adverses; perd quan les condicions ambientals tornen a ser adequades,
germinen i donen lloc a bacteris amb totes les seves funcions.

2.1.5 Funcions de reproduccid

La reproduccio dels bacteris és de tipus asexual i es duu a terme per mitja de biparticid
o fissié binaria (vegeu la il-lustracié 5), a la qual precedeix una duplicacié6 del DNA
bacteria i una separaciéo de les dues molecules obtingudes. Els bacteris fills sén
geneticament idéntics, per la qual cosa les colonies de bacteris estan formades per
individus  clonics. Aquest tipus de

reproduccié provoca que el creixement @ @
bacteria sigui exponencial. A més, com que —¥ i @ — @
els bacteris tenen un cicle vital molt curt

(entre quinze minuts i una hora), en un curt

pen’ode de temps’ d’una ceél-lula inicial en ll-lustracié 5. Reproduccid per biparticié en els
. , bacteris

neixen moltes més.

Els bacteris tenen mecanismes relacionats amb la reproduccié anomenats parasexuals,
per mitja dels quals intercanvien informacié genética amb altres bacteris, siguin o no
de la mateixa espécie. Hi ha tres tipus de mecanismes d’intercanvi genétic: conjugacio,
transduccié i transformacié (vegeu l'apartat 5.2). Aquests mecanismes no tenen
finalitat reproductiva pero contribueixen a augmentar la variabilitat genética dels
individus. Aixo explica, per exemple, que alguns bacteris d’una mateixa espeécie siguin
resistents a un determinat antibiotic i altres no.
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2.1.6 Tipus d’eubacteris

La classificacié dels bacteris és extremadament complexa i es basa no només en les
caracteristiques morfologiques sind també en la manera en qué es tenyeixen amb els
colorants (gram” i gram’), en la manera de formar colonies, en el tipus de nutricid, en la
fisiologia (tolerancia a la temperatura i al pH, requeriments d’oxigen i sals), en la
bioquimica, la geneética i les analisis moleculars.

Actualment es coneixen unes 9.000 especies de bacteris, perd s’estima que hi poden
haver més de 10 milions d’espécies per descobrir. Les espécies conegudes s’agrupen
en més de 20 filums. Els grups més importants de bacteris sén els seglients:

o Bacteris porpres i verds. Son bacteris fotosintétics i anaerobis que tenen un
pigment semblant a la clorofil-la, anomenat bacterioclorofil-la, i un sol
fotosistema en el seu mecanisme fotosintetic, per la qual cosa no poden
utilitzar I'aigua com a font d’hidrogen i, per tant, no generen oxigen. Els
bacteris porpres deuen el seu color a la combinacié de la bacterioclorofil-la
verda amb els carotenoides, de color vermellds o taronja.

Els bacteris porpres i els verds s"anomenen sulfurosos si utilitzen el H,S com a
font d’hidrogen, i no sulfurosos si utilitzen molécules organiques.

o Cianobacteris. També s’anomenen cianoficies o algues verdes blavoses i es
tracta de bacteris fotosintétics aerobis. El nom fa referéncia a la preséncia d’un
pigment blau anomenat ficocianina, que s’afegeix a la clorofil-la. Poden existir
com a cél-lules aillades o formar colonies filamentoses.

o Bacteris nitrificants. SOn bacteris quimioautotrofs capacos de formar
compostos organics gracies a I'energia alliberada en reaccions d’oxidacié de
compostos nitrogenats inorganics. Hi ha dos grups de bacteris nitrificants: els
bacteris oxidants d’amoni (NH,4"), com ara els del génere Nitrosomonas, que
transformen I'amoni en nitrit (NO;); i els bacteris oxidants de nitrits, com ara
els del genere Nitrobacter, que oxiden nitrits a nitrats (NOs’). Els bacteris
nitrificants viuen als sols i també als sediments marins, i sén molt importants, ja
que transformen els nutrients inorganics en substancies que les plantes poden
aprofitar.

» Bacteris fixadors de nitrogen. Son bacteris aerobis gramnegatius capagos de
fixar el nitrogen de I'atmosfera. Viuen preferentment als sols, com ara els
géneres Azotobacter i Rhizobium; aquest darrer sol establir simbiosi amb
plantes lleguminoses.

» Bacteris enteérics. SOn els bacteris que viuen a l'intesti huma i d’altres espécies,
s’alimenten de la matéria organica que hi ha a l'intesti i contribueixen a la
formacid dels excrements. En conjunt, els bacteris entérics acostumen a
anomenar-se flora intestinal. Solen ser bacteris gramnegatius, i sén anaerobis
facultatius i oxiden glucosa. Escherichia coli és I'espécie més important dels
bacteris entérics (vegeu I'apartat 6.2.3).

o Espiroquetes. Son eubacteris prims, llargs i lleugerament ondulats. Presenten
fibril-les internes al citoplasma que, en rotar, proporcionen moviment al
bacteri. Viuen generalment en medis aquatics; d’altres produeixen malalties als
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animals i I'especie humana, com ara Treponema pallidum, que causa la sifilis
humana.

o Bacteris de l'acid lactic. Son bacteris anaerobis tolerants a I'oxigen,
grampositius i fermentatius, que produeixen acid lactic com a producte final.
Viuen en productes d’origen animal o vegetal que estan en fermentacié i en el
tracte digestiu o urogenital de l'espécie humana i normalment no sén
patogens. Entre els géneres més importants cal destacar, principalment, els
bacteris Streptococcus i Lactobacillus, que és utilitzat per a la produccié de
formatges, iogurts o altres aliments fermentats.

o Micoplasmes. Son bacteris sense paret bacteriana, la membrana plasmatica
dels quals conté esterols, que li donen gran estabilitat. Poden tenir forma de
cocos diminuts i poden formar colonies esferiques en forma d’ou ferrat o
formar filaments com els dels fongs. La major part dels micoplasmes soén
patogens, i produeixen malalties a les plantes i a I'espécie humana, com per
exemple la pneumonia atipica.
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3. Els bacteris i els humans

Per al bacteri, el cos huma és un refugi ambiental que li proporciona la calor, la
humitat i laliment necessaris per al creixement. Els bacteris han adquirit
caracteristiques geneétiques que els permeten entrar en aquest refugi (invasio),
romandre-hi (colonitzacid), aconseguir l'accés a les fonts de nutrients i evitar les
respostes protectores immunitaries i no immunitaries de I'organisme hoste. Aixi doncs,
molts dels mecanismes que els bacteris utilitzen per sobreviure a l'interior de
I'organisme hoste i aprofitar les substancies que produeixen les seves cél-lules per al
creixement bacteria produeixen danys i problemes en l'individu. D’aquesta manera,
molts bacteris produeixen malalties en els humans a causa de la destruccid dels seus
organs i teixits, o també com a conseqiiencia de les toxines que alliberen directament
a la sang, que les dissemina per tot el cos.

No obstant aixd, no tots els bacteris produeixen malalties. L'organisme huma esta
colonitzat per nombrosos microorganismes, com és el cas dels bacteris de la flora
intestinal. Molts d’aquests microorganismes desenvolupen funcions importants per a
I'individu hoste, com ajudar en la digestié del menjar, produir vitamines (per exemple,
vitamina K) i protegir 'organisme davant la colonitzacié d’altres microorganismes que
si son patogens.

Els bacteris virulents tenen mecanismes que afavoreixen el seu creixement en
I'individu hoste a costa dels teixits d’aquest o de la funcié dels organs. Les malalties
son resultat del dany o la pérdua de la funcié del teixit o de I'organ, o bé del
desenvolupament d’una resposta inflamatoria per part de I'organisme. A més, hi ha els
gue es coneixen com a bacteris oportunistes. Aquests microorganismes aprofiten les
condicions preexistents que potencien la vulnerabilitat del pacient, com la
immunosupressié7, per desenvolupar i originar una malaltia de major gravetat. Per
exemple, el bacteri Pseudomonas aeruginosa infecta els pulmons dels pacients que
sofreixen de fibrosi quistica, mentre que els infectats pel sindrome de la
immunodeficiencia adquirida (SIDA) sén molt susceptibles a la infeccié per part de
bacteris de creixement intracel-lular, com els micobacteris.

3.1 Immunitat

El cos huma té la capacitat de resistir a gairebé tots els tipus de microorganismes o
toxines que tendeixen a danyar els teixits i els organs. Reconeix els materials estranys
gue penetren al seu interior i intenta eliminar-los abans que provoquin algun dany.
Aquesta capacitat de defensa s’"anomena immunitat.

Per defensar-se davant les infeccions, els animals disposen de dues estrategies
basiques: utilitzen barreres passives, com ara la pell, per impedir que els agents
patogens penetrin al seu organisme, i ataquen activament els agents patogens que han
aconseguit entrar i allotjar-se als seus teixits. Si els agents patogens han aconseguit
entrar a l'organisme malgrat les barreres passives, I'atac actiu és dut a terme pels

Supressié de la resposta immunitaria deguda a I'administracié de farmacs, a la irradiacié o a agents com el serum
antilimfocitari.
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processos immunitaris de I'organisme, que duu a terme el sistema immunitari, una
xarxa complexa d’organs, cel-lules i proteines circulants.

D’altra banda, cada microorganisme o toxina invasora conté unes molécules o part de
molécules que sén les que generen la resposta immune perqué sén reconegudes com
a estranyes a |'organisme; sén els anomenats antigens.

3.1.1 Actuacido del sistema immunitari davant les infeccions
bacterianes

Davant les infeccions bacterianes, el nostre organisme desenvolupa una serie de
respostes immunologiques. El sistema immunitari té la principal funcié de protegir
I'individu davant dels microorganismes patogens.

La defensa contra els microorganismes pot estar regulada per la immunitat natural o
innata o per la immunitat adquirida. La immunitat innata, també anomenada
inespecifica, és deguda al sistema immune natural, que s’ocupa de processos generals
de defensa no especifics per a un determinat invasor. La immunitat adquirida és
deguda al sistema immune adaptatiu, que forma anticossos i limfocits activats que
ataquen i destrueixen els organismes o toxines danyoses, de manera especifica.
D’acord amb la manera diferent d’actuar dels limfocits T i B en el procés immunitari
especific, podem dir que hi ha dos tipus d’'immunitat adquirida:

o Immunitat humoral o immunitat deguda a unes molécules anomenades
anticossos, produides pels limfocits B.
e Immunitat cel-lular o immunitat deguda als limfocits T.

La major part dels microorganismes que entren en contacte amb I’home no arriben
mai a contactar amb les molécules encarregades de la immunitat especifica, sind que
son neutralitzats per les barreres fisiques i bacterianes de la pell i les mucoses.

Diferents microorganismes estimulen diferents mecanismes efectors. La magnitud i el
tipus de resposta immunologica a una infeccié depén de la propia infeccié. Es podria
dir que cada microorganisme origina una resposta “a la seva mida”, i per aixo hi ha
tants tipus de mecanismes efectors com microbis invasors.

La supervivencia i la patogenicitat dels microorganismes esta relacionada amb la seva
habilitat per eludir els mecanismes immunologics de proteccié. De fet, els
microorganismes han desenvolupat una gran varietat d’estrategies per sobreviure a
I'accié del sistema immunologic.

El dany als teixits de l'organisme i la malaltia causada per la infeccié poden ser
conseqliencia de la resposta immunologica i no de I'accié directa del microorganisme.
Per tant, la immunitat, encara que és necessaria per a la supervivéncia de |I'organisme,
té la capacitat de causar danys a I’hoste.

3.1.1.1 Immunitat contra bacteris extracel-lulars

Els bacteris extracel-lulars sén aquells capagos de replicar-se fora de les cel-lules de
I'individu hoste, és a dir, en els les zones de circulacid, teixits connectius i espais
intersticials. Aquests bacteris produeixen malalties mitjancant dos mecanismes
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principals: la destruccié local de teixits, que produeixen inflamacid; i I'alliberacié de
toxines, que tenen efectes patologics.

o Immunitat natural o innata. Els microbis extracel-lulars sén rapidament matats
pels mecanismes microbicides de fagocitosi (vegeu la il-lustracié 6). La
fagocitosi la realitzen uns tipus de globuls blancs o leucocits especials, com els
monaocits i els neutrofils, i és un tipus d’endocitosi que comporta I'englobament
o captura del microorganisme en vacuols fagocitics, la incorporacié dels enzims
hidrolitics dels lisosomes a aquests vacuols (fagolisosomes) i la destruccio dels
microorganismes fagocitats, aixi com [|‘aprofitament de les biomolécules
produides en aquest procés. La resisténcia bacteriana a la fagocitosi és la que
determina la viruléncia de la infeccid.

Un altre meétode per eliminar aquests bacteris és I'activacié del sistema del
complement (vegeu la il-lustracié 7). El sistema del complement és el nom que
es dona a un grup d’'unes 20 proteines presents a la sang que s’activen quan
son estimulades per un senyal. Aleshores s’inicia una seqliéncia d’activacions
de la resta de proteines del complement que condueixen finalment a la
formacié d’'un enzim actiu del grup de les proteases que actua sobre la
membrana del microorganisme, la destrueix i hi produeix porus. Per aquests
porus surten les petites molécules citoplasmatiques del microorganisme,
mentre que 'aigua extracel-lular hi entra i hi produeix I'inflament i la posterior

destruccio.
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ll-lustraci6 6. Fagocitosi Il-lustracié 7. Sistema de complement

» Immunitat adquirida o especifica. El principal mecanisme de defensa davant
els bacteris extracel-lulars és la immunitat humoral (vegeu la il-lustracié 8), en
la qual les cel-lules no ataquen directament als antigens, sind que els anticossos
alliberats per aquestes cél-lules plasmatiques sén els que actuen contra els
antigens. Aquest tipus d'immunitat s’origina, com hem dit anteriorment, als
limfocits B, que sén unes cel-lules especialitzades produides a la medul-la ossia.
Els limfocits B estan dissenyats per a produir anticossos quan sén estimulats
per fer-ho, generalment pels limfocits T, que reconeixen els antigens i
desencadenen la produccié d’anticossos en els limfocits B.
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Unié antigen-anticos
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ll-lustracié 8. Immunitat humoral

3.1.1.2 Mecanismes d’escapament dels bacteris extracel-lulars

Els bacteris extracel-lulars disposen de mecanismes d’escapament que afavoreixen la
invasido i la colonitzacié de teixits. Aquests mecanismes inclouen les propietats
adhesives de les proteines de membrana bacterianes, mecanismes anti-fagocitics i
d’inhibicié del sistema del complement o de les proteines activades del complement.
Per exemple, alguns bacteris contenen a la paret acid sialic, que és un inhibidor de
I'activacio del complement.

Un mecanisme d’evasid de la immunitat especifica utilitzat per alguns bacteris és la
variacié genetica dels antigens de la seva superficie, amb I'objectiu de reduir I'eficacia
dels mecanismes de resposta especifica de I'hoste.

3.1.1.3 Immunitat contra bacteris intracel-lulars

Alguns bacteris viuen i es repliguen dins de les cél-lules infectades. Aquests
microorganismes sén capacos d’establir-se en llocs inaccessibles per als anticossos, de
manera que els sistemes immunologics necessaris per a la seva eliminacié sén molt
diferents dels que es desenvolupen davant dels bacteris extracel-lulars.

» Immunitat natural o innata. El principal mecanisme de defensa contra bacteris
intracel-lulars és la fagocitosi. Tot i aix0, hi ha microorganismes extremadament
resistents a la seva degradacié per fagocitosi i, per tant, els mecanismes
immunes innats no resulten gaire efectius per a la seva eradicacié.

» Immunitat adquirida o especifica. La principal resposta immunologica
especifica davant de bacteris intracel-lulars és la que duen a terme les propies
cél-lules. La immunitat cel-lular compren dos tipus de reaccions, que es
corresponen amb els dos tipus de limfocits T existents:

- Els limfocits T citotoxics destrueixen les cél-lules infectades per bacteris
patogens endocel-lulars amb I'alliberacié d’'unes proteines que reben el
nom de citotoxines, que indueixen l'aparicié de porus a la membrana
plasmatica de la cel-lula infectada i aixi destrueixen els microorganismes
atacants.

- Els limfocits T col-laboradors (o cél-lules Th, de I'anglés helper T-cell)
s’encarreguen d’activar els limfocits B i d’iniciar la proliferacié de
limfocits T citotoxics per mitja de la secreci6 d’unes molécules
anomenades interleucines.
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3.1.14 Mecanismes d’escapament dels bacteris intracel-lulars

Els bacteris intracel-lulars també presenten mecanismes d’escapament per evitar
I'accié de les respostes immunologiques. El principal metode és la seva resisténcia a
ser eliminats per fagocitosi mitjancant el bloqueig de l'activacié dels globuls blancs
amb capacitat fagocitaria. També desafien els mecanismes de destruccié neutralitzant
el pH del fagosoma, inhibint la fusio del lisosoma o bé escapant des del fagosoma cap a
I'interior del citoplasma.

3.2 La necessitat dels antibiotics

Com hem vist, el sistema immunitari no és invencible. Si no es tracten, moltes
malalties bacterianes poden arribar a ser mortals perqué, lamentablement,
I'organisme ofereix les condicions ideals per al creixement i la reproduccié de
determinats organismes patogens. Aixi, la infeccid es converteix en una cursa entre els
microbis invasors i la resposta immunitaria, i si la infeccié inicial és massiva o si els
microorganismes produeixen substancies especialment toxiques, l'activacié de la
resposta immunitaria del nostre cos pot arribar massa tard. A més, alguns
microorganismes han desenvolupat enginyoses defenses per evadir el sistema
immunitari (mecanismes d’escapament).

Es per aixd que sén necessaris els antibiotics. Aquests medicaments ajuden a combatre
les infeccions frenant el creixement i el desenvolupament de molts invasors, entre els
quals hi ha els bacteris, els fongs i el protists (pero no els virus). Tot i que els antibiotics
habitualment no destrueixen tots i cada un dels microorganismes, donen al sistema
immunitari el temps suficient per acabar la seva tasca.

El principal problema que tenen els antibiotics, pero, és que sén potents agents de
selecciod natural. A vegades apareixen microbis mutants que sén resistents a I'antibiotic
i transmeten als seus descendents el gen o els gens de la seva resisténcia (vegeu
I'apartat 5). El resultat és una proliferaciéd dels mutants resistents, mentre que els
microbis que poden ser afectats per I'antibidtic s’extingeixen. Aixi doncs, molts
antibiotics acaben perdent la seva eficacia per a tractar les malalties.
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4. Els antimicrobians

Els antimicrobians séon substancies quimiques naturals o sintétiques que tenen la
capacitat d’inhibir el creixement i/o destruir els microorganismes. Es tracta d’uns
farmacs que, per ser efectius, han de tenir una toxicitat selectiva, és a dir, atacar els
microbis que causen la malaltia pero sense danyar les cél-lules dels teixits de I’hoste.

Els antimicrobians es poden classificar en funcié del seu origen, del tipus de substrat
sobre el qual actuen, de I'espectre d’activitat i de la forma en qué actuen:

o Origen. Fa referéncia a la manera com han estat obtinguts. Aixi doncs, podem
distingir entre:

- Antibiotic. Es una substancia antimicrobiana natural produida per
microorganismes (ex. fongs) com a resultant d'una biosintesi especifica.
En sén exemples la penicil-lina i I’eritromicina.

- Quimioterapic. Es una substancia antimicrobiana obtinguda a partir de
la sintesi quimica que és capac¢ d’actuar de forma més o menys selectiva
sobre parasits sense lesionar I'hoste afectat. Es el cas del cloramfenicol.

- Antimicrobia semisintétic. Es el que s’obté a partir de la modificacié
d’una substancia natural mitjancant I'addicid o la modificacio de radicals
per tal de millorar la seva activitat, la farmacocinética®, o disminuir la
seva toxicitat. Son els més usats avui dia, com per exemple I'ampicil-lina
i la ciprofloxacina.

o Substrat sobre el qual actuen. Ens referim al tipus de microorganisme sobre el
qual l'antimicrobia realitza la seva accid. Segons aquest criteri, podem
diferenciar entre:

- Antibacterians. S6n aquells que combaten els bacteris.

- Antifungics. Eviten el desenvolupament dels fongs, els destrueixen o en
deturen el creixement i la reproduccio.

- Antivirics. Son els antimicrobians que actuen contra els virus.
- Antiparasitaris. S6n aquells que combaten els parasits.

» Espectre. L'espectre d’un antibiotic és el conjunt d'agents patogens que poden
ser afectats per les concentracions de I|'antibiotic a les quals es pot arribar
sense produir toxicitat. Segons I'espectre d’activitat, els antimicrobians poden
ser:

- D’ampli espectre. Es I'antimicrobia que és capac d’actuar sobre
diferents grups de microorganismes. En son exemple les tetraciclines i el
cloramfenicol, que actuen sobre bacteris grampositius i gramnegatius.

® Branca de la farmacologia que estudia les vies d'introduccié del farmac dins I'organisme (digestiva, parenteral), el
seu repartiment en el medi interior (sang, limfa) i la seva distribucio en els organs, com també I'accié de certs
processos vitals (bioquimics, enzimatics) sobre la molécula del farmac i sobre els metabolits resultants i llurs vies
d'excrecio (intestinal, salival, renal, etc).
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- D’espectre reduit. Es I"antimicrobid que actua sobre un petit grup de
microorganismes. Es el cas dels glucopéptids, que fonamentalment
actuen sobre bacteris grampositius.

o Forma d’accid (aplicat principalment a antibacterians). Segons la manera en
qgue actuen, els antimicrobians es classifiquen en:

- Bacteriostatic. Amb la maxima concentracid no toxica que es pot
aconseguir en sérum o en els teixits, s’inhibeix la multiplicacié del
microorganisme perd sense arribar a destruir-lo. Es tracta d’un efecte
reversible degut a que, en desapareixer [I'antimicrobia, el
microorganisme es pot tornar a multiplicar. Per a ser efectius,
necessiten la intervencié dels mecanismes de defensa de I'hoste. Es el
cas de les tetraciclines, les sulfamides i els macrolids.

- Bactericida. Té una accid letal sobre els microorganismes sobre els quals
actua, ja que en provoca la pérdua de viabilitat, és a dir, de la
probabilitat que tenen de prosperar o de sobreviure, o bé la lisi o
destruccié total dels microorganismes. Son els antimicrobians més
eficacos. Per exemple, els beta-lactamics, els aminoglicosids i les
quinolones.

4.1 Historiai evolucio

Quan parlem de Vlinici de la historia dels
antimicrobians sovint ens referim a I'any 1929, quan
el bacterioleg britanic Alexander Fleming (vegeu la
il-lustracio 9) va publicar el que és considerat arreu
del mén com el treball que va obrir I'era dels
antimicrobians. En aquest treball va descriure la
penicil-lina, que és considerat [Iantibiotic per
excel-lencia. Fleming va descobrir aquest agent
antimicrobia quan va observar que el creixement
d'uns bacteris del geénere Staphylococcus era inhibit
per la floridura Penicillium (vegeu la il-lustracié 10),
gue havia contaminat accidentalment la placa de

ll-lustracié 9. Alexander Fleming,
cultiu. descobridor de la penicil-lina

Malgrat aix0, cal dir que, ja des de I'Edat Antiga, moltes cultures com els antics grecs i
els indis utilitzaven les floridures i altres plantes per tractar infeccions. A més, ja a
mitjans del segle XIX s’havien fet les primeres observacions empiriques de caire
cientific que posaven de manifest fenomens deguts a la produccié natural
d’antibiotics. Aquestes observacions van ser l'origen dels primers treballs sobre
antimicrobians, que es van comencar a desenvolupar durant la segona meitat d’aquest
mateix segle. L'anglés Joseph Lister, per exemple, el 1871 va observar que en orines
contaminades amb fongs els bacteris no podien desenvolupar-se. Al voltant d’aquesta
mateixa data, el metge alemany Billroth va proposar que la floridura Penicillium era
capa¢ de modificar els medis de cultius i els feia inutils per als bacteris. El cientific
francés Garré, l'lany 1877 ja parlava de la capacitat que presentaven alguns
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microorganismes d’impedir la capacitat de creixement d’altres, i va dissenyar una
metodologia per al desenvolupament d’aquesta mena d’estudis. Encara més, I'any
1899 ja es va introduir un producte antibiotic en la practica clinica, la piocianina,
substancia de color blau produida pel bacil piocianic (Pseudomonas aeruginosa), tot i
gue l'experiéncia no va resultar gens positiva, degut a la toxicitat que presentava
aquest producte per a les persones. Perd no va ser fins al 1901 que Emmerich i Low
van descriure I'accid antibiotica de la piocianina, actualment considerat el primer
antibiotic conegut. Aquests dos cientifics van descobrir, també, que I'accié d’aquest
antimicrobia resulta forca toxica per als organismes pluricel-lulars, i la piocianina, per
tant, no ha pogut ésser utilitzada amb finalitat terapeutica.

Fins i tot es van arribar a desenvolupar dos treballs independents a finals del segle XIX
per l'italia Vincenzo Tiberio (1895) i el francés Louis Duchesne (1897), els quals van
descriure la penicil-lina i van demostrar, no només la seva accid bactericida al
laboratori, sind que també van demostrar la seva capacitat per curar infeccions
experimentals en ratolins, anant més enlla encara que Fleming. Aixi doncs, parlariem
de Tiberio i Duchesne en quant al desenvolupament dels primers antimicrobians si no
fos que els seus estudis no van ésser continuats.

Abans, pero, de la intervencié d’Alexander Fleming en el desenvolupament dels agents
antimicrobians, va tenir lloc un descobriment igualment important. Ens referim a
I'arsfenamina, la primera substancia atil amb capacitat antibiotica. Es tracta d’'un
compost arsenical que es va comercialitzar amb el nom de Salvarsan. La va descobrir
un metge alemany, Paul Ehrlich, I’'any 1909. Amb aquest medicament es va assolir el
gue semblava impossible, el control de la sifilis, i no hi va haver res millor durant 32
anys, fins el 1941, quan la penicil-lina finalment va substituir el Salvarsan.

Van haver de passar dotze anys des que Fleming
va descobrir la penicil-lina fins que I'lany 1940,
gracies als treballs del metge australia H. Florey i
del bioquimic alemany E.B. Chain, es va
aconseguir una molécula prou estable per
fabricar un medicament. El 1945, Fleming fou
distingit, amb Florey i Chain, amb el premi Nobel
per la seva contribucié en I'estudi i I'aplicacié de
la penicil-lina.

Finalment la penicil-lina va ser introduida de
manera estable en els hospitals, cap als anys
quaranta, i moltes substancies van ser aillades o
Iustracié  10. Fong Penicillium, del qual sintetitzades, les quals van permetre atacar els
s'obté la penicil-lina bacteris d’una manera directa. Els primers
pacients en rebre penicil-lina van ser els soldats de la Segona Guerra Mundial, i no pas
per combatre infeccions de guerra, sind per combatre malalties venéries’.

Nom donat tradicionalment a les malalties de transmissid sexual que afecten principalment els organs sexuals,
com la sifilis, la blennorragia, el xancre tou, etc.
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Continuant amb la historia dels antimicrobians, I'any 1944, el microbioleg ucraines
nacionalitzat nord-america S.A. Waksman i el seu equip van donar a coneixer
I'estreptomicina, un antibiotic extret d’un cultiu de Streptomyces griseus.

Des d’aleshores, s’estan detectant cada vegada més cultius d’organismes productors
d’antibiotics, es descobreixen noves espécies i soques'® de productivitat més elevada, i
fins i tot s’han arribat a modificar alguns antibiotics introduint alguns canvis en
I'estructura molecular gracies a la biotecnologia i I'enginyeria genética, per tal de fer-
los més eficacos o simplement actius davant soques que, per mutacid, han esdevingut
resistents a la seva accié. D’aquesta manera, la rapida evolucié dels antimicrobians en
poc més de cent anys ens ha permes disposar no només d’antibacterians, siné també
de substancies capaces de fer front a infeccions de parasits, fongs i, encara que de
manera més limitada, de virus.

4.2 Els antibiotics

En aquest treball de recerca en centrarem en I'estudi dels antibacterians, que sovint
anomenem antibiotics sense tenir en compte el seu origen i que, per tant, inclou tant
antibiotics com alguns quimioterapics.

Els antibiotics sén substancies quimiques produides en el metabolisme d’alguns
bacteris del grup dels actinomicetals i per determinats fongs filamentosos. La seva
composicido quimica és variada, fet que ha determinat que s’hagin establert families
d’antibiotics amb una composicid semblant (vegeu I'lannex 1); aixi, hi ha antibiotics que
contenen hidrats de carboni, altres que son péptids o derivats d’aminoacids, d’altres
gue soén quinones, d’altres que son derivats de molécules aromatiques, etc. Els
antibiotics son molt Utils per al tractament de malalties produides per bacteris, i alguns
també tenen efectes contra els fongs patogens; pero nosaltres ens centrarem en la
seva aplicacié principal com a antibacterians.

4.2.1 Mecanismes d’accio dels antibiotics

Els mecanismes mitjangant els quals els compostos amb activitat antibacteriana
inhibeixen el creixement o causen la mort dels bacteris sén molt variats. A més, cal dir
que antibiotics amb estructures quimiques molt diferents poden tenir el mateix
mecanisme d’accié.

4.2.1.1 Inhibicio de la sintesis de la paret bacteriana

Els antibiotics que integren aquest grup sén generalment bactericides. S’inclouen els
seglients: beta-lactamics, bacitracina, cicloserina, ristocetina i vancomicina.

Tots els bacteris posseeixen una paret cel-lular rigida (excepte els micoplasmes), que
rodeja per complet la membrana citoplasmatica. Aquesta paret es comporta com un

10 . . - - . . o

Grup de bacteris amb determinades caracteristiques genetiques que els diferencia dels altres individus de la
varietat a la qual pertanyen, en general descendents d'un antecessor comu del qual conserven les seves
caracteristiques a través de les generacions.
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element protector de la integritat cel-lular i impedeix el seu trencament, ja que existeix
una gran pressié osmotica a l'interior dels bacteris. Per aix0, qualsevol inhibicié de la
seva formacio o lesié de la paret cel-lular pot conduir a la lisi de la cel-lula.

Aixi, els antibacterians que inhibeixen la sintesi de la paret bacteriana necessiten que
el bacteri es trobi en creixement actiu per tal d’exercir la seva accié; i a més,
necessiten que el medi en qué es troba el bacteri sigui isotonic o hipotonic, la qual
cosa afavoreix la seva explosié un cop la paret cel-lular ha estat desestructurada.

La paret bacteriana esta formada per una xarxa de molécules péptid-glica (vegeu la
il-lustraciéo 11). Els seus components son sintetitzats al citoplasma i, una vegada
transportats a través de la membrana citoplasmatica s’encaixen amb l'ajut d’'uns
enzims de la superficie anomenats proteines fixadores de la penicil-lina (PBPs). Les
PBPs son enzims (carbopeptidases, transpeptidases o endopeptidases) que intervenen
en la fase final de la sintesi de la paret, i I'organitzen durant el creixement i la divisid
cel-lular. També intervenen les autolisines, que sén uns enzims autolitics que
condicionen la lisi cel-lular, participen en la renovacié de la paret cel-lular i estan
regulades per inhibidors enzimatics. Alguns antibacterians tenen la capacitat de
desactivar els inhibidors i, per tant, afavoreixen la lisi cel-lular, provocant un efecte
bactericida sobre el microorganisme atacat.

Proteina de la ‘Acid teicoic de la
paret cel-lular paret cel-lualr

2
. \ ‘ = y “ ‘ Lipid de la
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ll-lustracié 11. Estructura de la paret bacteriana

Antibacterians que actuen sobre la sintesi de la paret bacteriana:

o B-lactamics. Tenen una estructura espacial similar a un residu de les cadenes
de péptid-glica, que és el substrat natural de les PBPs. Sén agents bactericides
que actuen unint-se covalentment amb les PBPs, de manera que inhibeixen la
sintesi del peptid-glica. La seva accié bactericida només es produeix quan les
cel-lules estan en fase de creixement.

» Glicopeéptids. Inhibeixen la sintesi del péptid-glica en un pas previ al dels B-
lactamics. Eviten el procés de polimeritzacié necessari per a que el complex
disacarid-pentapéptid se separi del fosfolipid de la membrana citoplasmatica.
Com a conseqiiencia, s"acumula unit a la membrana cel-lular del bacteri. A més,
la vancomicina, que és un tipus de glicopeptid, altera la permeabilitat de la
membrana i inhibeix la sintesi de ’ARN.
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4.2.1.2  Alteracid de la permeabilitat de la membrana citoplasmatica

Aqguests antibacterians actuen com a detergents sobre els lipids de la membrana
plasmatica dels bacteris gramnegatius. La desaparicid de la funcid de barrera amb
permeabilitat selectiva d’aquesta membrana condiciona la pérdua de proteines, sals i
aigua i, per tant, la viabilitat del microorganisme. Aguests antibacterians sén poc
utilitzats en les aplicacions terapéutiques habituals, ja que la membrana citoplasmatica
també és un constituent fonamental de les cel-lules eucariotes i presenten un alt nivell
de toxicitat.

Antibacterians que alteren la permeabilitat cel-lular:

o Polipéptids. Aquest grup esta representat per les polimixines, que sén una
familia integrada per cinc compostos (polimixines A, B, C, D i E), els més
destacats dels quals sén la polimixina B i la polimixina E, també coneguda com
a colistina. Es tracta de polipéptids ciclics amb una llarga cua hidrofobica, i
actuen com a detergents cationics: s’uneixen a la membrana cel-lular del
bacteri i provoquen la fuga del contingut essencial del citoplasma.

4.2.1.3 Inhibicid de la sintesi de proteines

La sintesi proteica és un dels processos més freqlients afectats per I'accid dels
antimicrobians, i la seva inhibicié selectiva és possible gracies a les diferencies
estructurals entre els ribosomes bacterians i eucariotes, que son els organuls
encarregats de la sintesi de les proteines. Els ribosomes bacterians estan formats per
dos subunitats (30S i 50S), que contenen ARN ribosomic (ARNr 16S en la subunitat
30Sm u ARNr 5S i 23S en la subunitat 50S) i diverses proteines anomenades S (small o
petita, en la subunitat 30S) o L (large o gran, en la subunitat 50S). Els diferents
components d’aquesta estructura poden ser llocs d’unidé per als antibacterians (vegeu
lail-lustracio 12).

Per tant, els antibacterians poden actuar sobre la subunitat 30S del ribosoma,
impossibilitant I'inici de la sintesi proteica, com fan els aminoglicosids, o obstaculitzant
la unié de ’ARNt al ARNm-Ribosoma, com fan les tetraciclines; o bé sobre la subunitat
50S del ribosoma, de manera que fan nosa per a la incorporacié de nous aminoacids a
la proteina que s’esta sintetitzant. Es el cas dels macrolids, els amfenicols i les
lincosamides.

Cadenes polipeptidiques Cadena polipeptidica

en creixement acabada
Ribosoma 7 NI N
Subunitat 50S i A /}/ﬂ ",‘CJ
[ \ 7 - 2
\§ /
W 4{\
\/ "&1
\ P
Subunitat 30S ARN missatger e

ll-lustracié 12. Procés de sintesi de proteines
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Antibacterians que actuen en les diferents fases de la sintesi proteica:

» Aminoglicosids. S'uneixen a la proteina S12 de la subunitat 30S del ribosoma,
bloquejant la formacié del complex d’iniciacié de la sintesi proteica. Aixi,
produeixen una lectura erronia del missatge i la proteina sintetitzada és
defectuosa. El resultat final és la mort del bacteri (efecte bactericida).

» Tetraciclines. Actuen bloquejant la unié entre el grup ARNm-ribosoma i I’ARNt
gue conté I'aminoacid corresponent. La seva accid és transitoria, de manera
que el seu efecte és reversible (efecte bacteriostatic).

» Anfenicols. S'uneixen a I'enzim peptidil transferasa en la subunitat 50S del
ribosoma, de manera que inhibeixen la formacié de I'enllag¢ peptidic que uneix
els diversos aminoacids i detenen la sintesi de proteines (efecte bacteriostatic).

o Lincosamides. S'uneixen a la subunitat 50S del ribosoma bacteria inhibint la
replicacié primerenca de la cadena polipetidica, a través de la inhibicié de
I'accié de I’enzim transpeptidasa.

o Macrolids. S'uneixen a la subunitat ribosomica 50S i, o bé interfereixen en la
formacio del complex d’inici de la sintesi de les cadenes polipeptidiques, o bé
impedeixen les reaccions de translocacié de I'aminoacil ™.

o Ketolids. Interaccionen amb la subunitat ribosomica 50S quan la sintesi de
proteines ja s’ha iniciat, bloquejant la incorporacié d’aminoacids a la cadena
polipeptidica.

o Estreptogramines. Aprimen el canal a través del qual el nou polipeptid és
alliberat del ribosoma, de manera que impedeixen la sintesi completa de les
proteines.

o Oxazolidinones. Es fixen a la subunitat 50S del ribosoma, inhibint la formacié
del complex d’iniciacio 70S.

4.2.1.4 Alteracio de la sintesi dels acids nucleics

El genoma bacteria conté informacié per a la sintesi de proteines, que es transmet a
través de 'ARN missatger produit a partir de ’ADN (transcripcid), i per a la sintesi de
I’ARN ribosomic que formara part dels ribosomes del bacteri. La informacié de ’ADN
ha de duplicar-se (replicacid) quan el microorganisme es divideix, per transmetre
aquesta informacié a la descendéncia. La replicacié i la transcripcié de I'ADN es
realitzen en diverses fases gracies a la participacié de diferents enzims i substrats, a
més de I’ADN inicial. Es sobre aquestes molécules que poden actuar els antibacterians.

Antibacterians que actuen sobre la sintesi dels acids nucleics:

» Quinolones. El cromosoma bacteria esta format per una doble cadena d’ADN
que és mil vegades més llarg que el propi bacteri, de manera que es troba
retorcat sobre si mateix en forma d’ADN superenrotllat. En aquesta
configuracio, els processos de replicacid i transcripcié de I’ADN bacteria no es
poden realitzar, per la qual cosa s’ha de desenrotllar. Els enzims
topoisomerases i ’ADN girasa sén els encarregats del superenrotllament i del
desenrotllament de 'ADN, aixi com del tall, la unid i la separacioé de les cadenes

" Radical que prové d'un aminoacid que ha perdut I’hidroxil del grup carboxil -CO.OH.
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d’ADN Sén, doncs, necessaris per als processos de sintesi de I’ADN i de
reparticio de la informacié genetica a les cél-lules filles, quan el bacteri es
divideix. Les quinolones actuen inhibint I'accié d’aquests enzims.

o Rifamicines. Inhibeixen la sintesi d’ARN ribosomic i missatger, ja que bloquegen
I'enzim ARN polimerasa, de manera que impedeix el procés de transcripcié de
'ARNm en proteines. Les rifamicines no tenen efecte antibacteria si la
transcripcié ja s’ha iniciat.

o Nitrofurens. Es redueixen al citoplasma bacteria, generant derivats toxics que
danyen I’ADN mitjangant un mecanisme que fragmenta les cadenes. També
interfereixen en la sintesi proteica del bacteri, ja que s’uneixen al ribosoma 30S
i bloquegen el reconeixement codé-anticodo.

o Nitroimidazoles. Penetren facilment al citoplasma i alli el grup NO, de l'anell
imidazolic caracteristic d’aquest producte antibacteria, que es comporta com
acceptor d’electrons, es redueix a causa dels enzims nitroreductases del
metabolisme bacteria, alliberant aixi radicals nitrits que danyen I'ADN per
oxidacid.

4.2.1.5 Interferéncia en el metabolisme bacteria

Per obtenir determinats elements essencials com els aminoacids o les bases puriques i
pirimidiniqgues que formen els nucleotids, es necessita la sintesi d’uns compostos
anomenats folats que, a diferéncia de les cel-lules eucariotes, els bacteris sén
incapacos d’obtenir del medi. L’han de sintetitzar els propis microorganismes
mitjancant un seguit de reaccions metaboliques. Els components antibacterians que
actuen sobre la sintesis metabolica, en general, competeixen amb els precursors dels
aminoacids i aixi eviten la sintesi d’acid folic necessari per a molts microorganismes.

Antibacterians que interfereixen en el metabolisme del bacteri:

o Sulfamides. Tenen una estructura quimica molt semblant a I'acid
paraminobenzanoic o PABA, imprescindible per a la sintesi de I'acid folic
bacteria. Aixi doncs, sén analegs estructuralment, i inhibeixen els enzims que
s’encarreguen de sintetitzar els folats, impedint d’aquesta manera la formacié
d’acid folic i d’acid folinic i inhibint, per tant, el creixement i la reproduccié dels
bacteris. Aquest antibiotic no afecta a les cel-lules humanes, que obtenen els
folats en la dieta.

« Trimetoprim. Es un analeg de I'acid dihidrofolic i inhibeix I’enzim dihidrofolat
reductasa. Aquest enzim participa en la conversié de |'acid dihidrofolic en la
seva forma funcional, I'acid tetrahidofolic. La seva inhibicié esgota les reserves
de folat, un cofactor essencial per a la biosintesi de purines i, per tant, de I’ADN
bacteria. Per tant, la seva inhibicié impedeix la divisié del microorganisme.

o Tot i que les sulfamides i el trimetoprim tenen efecte bacteriostatic per si sols,
combinats entre si es converteixen en un bactericida, comparable als
antibiotics d’ampli espectre.
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4.2.1.6 Inhibicié de les betalactamases

Sén un grup de substancies farmacologiques que s’associen a antibiotics B-lactamics
amb la fi d’impedir la inactivacid enzimatica de I'anell B-lactamic per part d’alguns
microorganismes.

El mecanisme més important de resistencia als antibiotics B-lactamics és la produccio
d’enzims inactivador per part dels bacteris, les B-lactamasas, que hidrolitzen I'anell 13-
lactamic de penicil-lines, cefalosporines i altres R-lactamics, fent que perdin la
capacitat d’unir-se a les PBPs i que no tinguin activitat antibacteriana.

Inhibidors de betalactamases

¢ Sulbactam
o Acid clavulanic
o« Tazobactam

Tots tres tenen una estructura semblant a un anell B-lactamic que I'enzim
bacteria trenca i hidrolitza. Pero, a diferencia del que passaria amb un antibiotic
convencional, aquests queden units a les R-lactamases de forma permanent i
els enzims no poden seguir actuant sobre altres molecules R-lactamiques. El
resultat d’aquesta reaccio és la destruccié de I'inhibidor de R-lactamases i de la
R-lactamasa. Es per aixd que els inhibidors de R-lactamases han estat
anomenats inactivadors “suicides” de B-lactamases.

Associacio de R-lactamics amb inhibidors de B-lactamases

Amb I'objectiu d’'impedir I'accié de les B-lactamases es va proposar la conveniéncia de
I’associacié dels antibiotics B-lactamics amb inhibidors de R-lactamases en condicions
especials, principalment quan es demostra la preséncia de bacteris resistents per la
produccio de B-lactamases. Alguns exemples son els seglients:

« Amoxicil-lina + acid clavulanic
o Ticarcilina + acid clavulanic
e Ampicil-lina + sulbactam

4.2.2 Calcul de I'activitat antimicrobiana dels antibiotics

L'activitat antimicrobiana dels antibiotics es pot
calcular fent proves de laboratori com ara amb el
meétode de difusié en agar-agar, que consisteix a
col-locar discos petits de paper impregnats de
diferents antibidtics en un cultiu homogeni en agar-
agar d’un determinat bacteri. Al cap de poca estona
s’observa un halo al voltant de cada disc, que indica
I'efecte de I’antibiotic en inhibir el creixement dels
bacteris. El disc que tingui un halo d’inhibicié amb un
diametre més gran vol dir que conté I'antibiotic més e :
efectiu per combatre aquell bacteri (vegeu la jujustracié 13. Métode de difusié amb
il-lustracio 13). discos
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En la part practica d’aquest treball recorrem a aquesta técnica per tal d’estudiar i crear
soques bacterianes cada cop més resistents a determinats productes antibacterians

(vegeu l'apartat 7).

4.2.3 Concentracio inhibitoria minima

La concentracid minima d’antibiotic que és capac¢ d’inhibir el creixement bacteria es
calcula a través d’una altra prova anomenada técnica de concentracid en tubs. En
aquesta prova es preparen solucions de concentracions creixents de I'antibiotic en
tubs d’assaig i posteriorment s’inocula en els tubs el bacteri que es vol provar. En els
tubs amb una concentracio petita d’antibiotic els bacteris creixeran, cosa que es podra
observar per l'enterboliment del liquid. A partir d’una determinada concentracié
d’antibiotic, els bacteris no creixeran i el liquid dels tubs es mantindra transparent. La
concentracid6 minima d’antibiotic en la quan no creixen els bacteris s'anomena
concentracié inhibitoria minima.
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5. Resistencia bacteriana

L’aveng en la investigacid i el desenvolupament d’antimicrobians s’ha vist afectat pel
fet que els microorganismes, sobretot els bacteris, han desenvolupat mecanismes de
resisténcia als agents antimicrobians.

Tot i que la situacié actual de resisténcia als antimicrobians que presenten molts
bacteris ens podria fer pensar que estem davant d’'un fenomen relativament recent, si
fem una visié a I'evolucié de la microbiologia ens adonarem que el problema de la
resisténcia bacteriana va aparéixer alhora que es descobria que determinades
substancies podien destruir els microorganismes. De fet, a finals del segle XIX ja es va
observar que alguns microorganismes podien sobreviure en preséncia de dosis letals
dels antimicrobians coneguts fins aleshores. Va ser el bacterioleg alemany Paul Ehrlich
qui va introduir el concepte d’organisme resistent I'any 1907 en observar com el
parasit Trypanosoma brucei desenvolupava resisténcia a la p-roseanilina.

Aixi doncs, els bacteris i la resta de microorganismes patogens han comencat a mostrar
un gran ingeni per evitar I'activitat eliminatoria dels agents antimicrobians. Es el que
coneixem com mecanismes de resisténcia.

5.1 Tipus de resisténcia als antibiotics

Els bacteris han estat capacos de desenvolupar, basicament, dos tipus de resisténcia
als antibiotics:

o Resisténcia natural o primaria
e Resisténcia adquirida

5.1.1 Resisténcia natural o primaria

Els bacteris presenten una resistéencia natural a un antibiotic determinat, ja sigui a
causa de la impermeabilitat de la seva membrana, per la manca d’un sistema de
transport de I'antibiotic o per la desactivacié de I'antibiotic. Es a dir, totes les soques
d’una mateixa especie poden simplement ser resistents a un antibiotic, i de manera
natural, perque I'antibiotic actua per un mecanisme d’accié que a elles no els afecta.

5.1.2 Resisténcia adquirida

Pot haver-hi una mutacié d’algun gen propi del bacteri en un determinat grup o soca
d’una especie que li confereixi un avantatge en el moment en qué I'antibiotic comenca
a utilitzar-se; o bé els bacteris poden tornar-se resistents a causa de I’adquisicié de
gens de resisténcia exogens. Aquest Ultim és el motiu majoritari de I’aparicié de noves
resisténcies i, encara pitjor, de multiresistencies.
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5.2 Adquisicié de mecanismes de resisténcia

L'adquisici6 d’un mecanisme de resistencia pot ser originada pel mateix
microorganisme, com a conseqliéncia d’errors en la seva replicacié (mutacions), o bé
per I'adquisicié de material genetic que codifiqui gens de resistencia. En el primer cas,
parlariem d’una difusié vertical, és a dir, les mutacions es transmetran de la cél-lula
mare a les cel-lules filles. En aquest cas, una determinada resisténcia pot apareixer en
una sola generacié, com és el cas de la resisténcia a la rifampicina, o bé en diverses
generacions simultaniament, com en el cas de la resisténcia a fluoroquinolones. Les
mutacions poden tenir lloc per substitucié d’'una base nitrogenada d’un nucleotid, o bé
per addicio o pérdua d’'una o més bases. També poden ser conseqliéncia de la copia de
multiples segments d’ADN, de la insercié o I'escissié d’'un segment mobil d’ADN que
codifica o regula la seqlieéncia d’un gen, o de la inversid d’un segment. La interaccié de
I'antibiotic amb la seva diana sol ser especifica, de manera que un simple canvi de base
al gen, que provoqui un canvi d’aminoacid a la proteina codificada, pot alterar aquesta
interaccid entre antibidtic i diana, i pot donar lloc a fenotips™ resistents a aquest
antibiotic. L’adquisici6 de mecanismes de resisténcia per mutacions és bastant
freqlient, i alguns exemples son la resistéencia a estreptomicina per mutacié
ribosomica, a rifampicina per mutacions a I’'enzim ARN-polimerasa, a fluoroquinolones
a causa de mutacions a les topoisomerases i la resisténcia al linezolid per mutacions a
I’ARN ribosomic. A més, les mutacions també poden afectar els gens encarregats de
regular els processos cel-lulars.

El segon cas, fa referencia al conjunt de mecanismes d’adquisicié de material genétic
mitjancant els quals la resistencia pot ser difosa d’una cél-lula a una altra, que pot ser o
no de la mateixa especie, cosa que contribueix a la difusid horitzontal de la resisténcia
als antimicrobians. La difusid horitzontal es pot donar per transformacio, transduccié i
conjugacio (vegeu la il-lustracio 14).
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ll-lustracié 14. Mecanismes de resisténcia als antimicrobians
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Conjunt de caracters visibles que un organisme presenta com a resultat de la interaccié entre el seu genotip i el
medi ambient (genic, fisic, hormonal, etc)
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La transformacio natural és I’habilitat d’algunes espécies bacterianes d’absorbir, sota
determinades circumstancies, molécules d’ADN nu lliure de I'ambient, provinent d’un
bacteri donant. Aquest ADN sera adquirit per un bacteri receptor, que s’anomena
transformant, sera incorporat a la cel-lula i, en expressar-se, podra comportar un canvi
fenotipic. Per tal que el material genétic s’incorpori al genoma bacteria, després de
travessar la membrana citoplasmatica, i pugui, per tant, comportar un canvi fenotipic,
és necessari que existeixin regions de certa homologia entre el nou ADN incorporat per
la cel-lula i 'ADN del bacteri en qiiestid. Si no existeix aquesta homologia, '’ADN
incorporat sera degradat, mentre que si existeix homologia, el nou ADN podra ser
incorporat mitjangant un procés de recombinacid.

5.2.1 Transformacio

Els mecanismes pels quals tenen lloc els fenomens de transformacié sén variants.
Perqué una cél-lula pugui captar I'ADN nu ha de trobar-se en un estat de
“competéncia > ”. Aquest estat de “competéncia” pot océrrer naturalment
(competéncia fisiologica), o bé pot ser induit artificialment (competéncia artificial) per
diferents mecanismes. En qualsevol cas, perqué la transformacié tingui lloc és
necessari disposar d’ADN lliure, principalment de doble cadena, que s’unira a la cél-lula
mitjancant un receptor localitzat a la seva superficie.

La transformacio pot dividir-se en diferents etapes, que son comunes a tots els bacteris
(vegeu lail-lustracio 15):
a) Desenvolupament de la competéncia i unié de I’ADN provinent de la cél-lula
donant, a través d’un receptor localitzat a la superficie cel-lular.

b) Processament i captacido de I’ADN. Un cop fixat 'ADN de doble cadena a la
cel-lula, tenen lloc diversos processos que porten a la captacié de només una
de les dues cadenes.

c) Les proteines especifiques (SSB) s’uneixen i protegeixen I'ADN exogen

monocatenari.
a) Proteina d’unid = DNA transformant b)
del DNA
e '\. == Nucleasa h
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ll-lustracié 15. Etapes del mecanisme de transformacio
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Estat transitori dels bacteris durant el qual la cél-lula pot unir i introduir en el seu interior molécules foranes
d'ADN, fent possible la transformacié.
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d) Integracié de I’ADN per recombinacié i expressié. LADN transformant s’integra
a I’ADN cel-lular en regions homologues mitjancant un procés anomenat
desplagament de la cadena, mitjancant el qual la cadena envaeix la doble hélix i
desplaca la cadena homologa vella, que és degradada.

Sén exemples d’adquisicié de resistencies en microorganismes per transformacioé la
resisténcia a B-lactamics, a quinolones i a la penicil-lina en el bacteri S. pneumoniae i la
resisténcia a tetraciclina en Gardnerella vaginalis, Mycoplasma hominis i Ureaplasma
urealyticum.

5.2.2 Transduccio

La transduccio és el procés mitjancant el qual es transfereix a un bacteri un fragment
d’ADN provinent d’una cel-lula previament infectada. El procés de transferencia és dut
a terme per particules viriques o bacteriofags a les noves cel-lules que seran
infectades. Els bacteriofags o fags implicats en la transduccié reben el nom de fags
transductors o particules transductures. La soca bacteriana original en la qual aquests
fags s’han multiplicat s’anomena cél-lula donant, mentre que la soca bacteriana
infectada s’anomena céel-lula receptora. Finalment, les cél-lules que han rebut ’ADN
per transduccié s'"anomenen transductants.

Basant-se en el seu patrd de reproduccid, hi ha dos tipus de fags i, per tant, dos tipus
de transduccié. Alguns fags virulents (sempre maten les cél-lules hostes) fan de
mitjancers en la transduccid generalitzada. Alguns fags temperats (poden estar
passivament en els seus hostes sense fer-los cap mal) realitzen la transduccié
especialitzada, i també la generalitzada.

o Transduccidé generalitzada. Els fags virulents infecten els bacteris adherint-se
ells mateixos a la superficie de la cél-lula victima i injectant-ne el seu ADN.
L'ADN del fag, ara dins la cél-lula bacteriana, fa que la cel-lula infectada
sintetitzi components del fag enlloc de seguir realitzant les seves funcions
metaboliques normals. L'ADN del fag i les proteines fabricades per la cel-lula
infectada s’acoblen per formar particules de fag que sén, aleshores, alliberades.
Finalment, els nous fags infecten altres cel-lules. Pot passar, pero, que en els
passos finals del muntatge de la particula de fag hi hagi un error (és molt poc
frequient, aproximadament passa 1 de cada 1000 vegades). Aixi, enlloc de
muntar una particula de fag que conté només ADN del fag, se’n munta una que
conté també ADN bacteria. Quan aquesta és alliberada, pot unir-se a una altra
cél-lula bacteriana i injectar-li el seu ADN. La transduccié que duen a terme els
fags virulents s’anomena transduccié generalitzada perqué qualsevol gen
bacteria pot ser transferit d’'una cel-lula a una altra. Aixo és degut a que el
segment és triat a I'atzar i té lloc I'empaquetament accidental d’una porcid
d’ADN bacteria en una particula virica normal.

El procés pel qual té lloc el mecanisme de transduccié generalitzada (vegeu la
il-lustracié 16) consta de les fases segiients:

a) Fixacio del fag a la cel-lula.
b) Injeccié del material genetic viric.

c) Degradacio de 'ADN bacteria i replicacié del genoma viric.
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d) Sintesi de les capsides i empaquetament del material geneétic bacteria i
viric. El fag pot reconeixer sequiiéncies semblants a 'ADN viric, i es
produeix aixi I'encapsidacié erronia d’ADN bacteria.

e) Lisi cel-lular i alliberacié de les noves particules transductores viriques,
les quals, tot i que tenen la totalitat de I’ADN bacteria, continuen sent
capaces d’adherir-se a una nova cel-lua i injectar aquest ADN. | si
existeixen regions homologues, aquest ADN transductor pot ser
incorporat al genoma de la cél-lula receptora.

ll-lustracioé 16. Etapes del mecanisme de transduccié generalitzada

o Transduccié especialitzada. Els fags temperats tenen dos cicles de vida
diferents. Un, el cicle litic, és com el cicle de vida dels fags virulents. L'altre,
anomenat cicle lisogen, no mata la cel-lula, siné que en lloc de fer que la cél-lula
hoste fabriqui més particules de fag, ’ADN del fag esdevé part del genoma de
la cel-lula hoste i en aquest estat s"Tanomena profag. Els profags d’alguns fags
temperats existeixen com a plasmidis, mentre d’altres s’incorporen al
cromosoma de la cel-lula hoste.

Aquest ultim cas pot dur a terme la transduccid especialitzada perquée els
profags sén ocasionalment reactivats i entren en un cicle litic en que es
produeixen particules de fag. Les particules transductores especialitzades es
formen quan es produeix un error durant la reactivacié. En aquest cas, no és
només el profag que deixa el cromosoma, sind també uns quants gens
bacterians. Quan la particula transductora especialitzada s’enganxa a un altre
bacteri hoste i li injecta el seu ADN, li injecta també els gens bacterians. Aixi, la
transduccié especialitzada es diferencia de la generalitzada en el fet que només
poden transferir-se els gens adjacents a la regié on el fag s’integra al
cromosoma bacteria.

El mecanisme de transduccié especialitzada té lloc en diferents fases (vegeu la
il-lustracié 17), que sén les seglents:

a) En la cél-lula bacteriana, I’ADN del bacteriofag es troba inserit dins de
I’ADN bacteria.
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b) Circulacid i escissié de I’ADN del fag.

c) Escissid anormal que produeix la pérdua d’alguns gens del fag, que es

mantenen inserits al cromosoma bacteria.

En canvi, alguns gens

bacterians s’han circularitzat juntament amb I’ADN del fag.

d) Degradacié de 'ADN bacteria i replicacié del genoma viric.

e) Sintesi de les capsides i empaquetament del material genétic bacteria i

viric.

f) Lisi cel-lulari alliberacié de les noves particules viriques.

a) b) c)

yo)
&
&

d) e) 1))
Q9
@RqQy @ D

ll-lustracié 17. Etapes del mecanisme de transduccid especialitzada

5.2.3 Conjugacio

La conjugacio és el procés de transferéncia de gens entre
dues cél-lules que estan en contacte (vegeu la il-lustracio
18). Aquest tipus de transferencia de gens és possible
gracies al fet que els bacteris poden ser portadors
d’estructures genétiques anomenades plasmidis. Els
plasmidis i el cromosoma bacteria constitueixen el que es
coneix amb el nom de genoma bacteria. Els plasmidis son
molecules  circulars  d’ADN de doble cadens,
superenrotllades. SGn material genétic accessori; és a dir, no
codifiquen funcions essencials per a la cél-lula, i la seva mida
és variable (vegeu apartat 2.1.2.6). Els plasmidis es
repliquen autonomament, independentment del
cromosoma de la cél-lula. Sén els mateixos plasmidis els
responsables del procés de conjugacid; ells aporten els gens
necessaris per sintetitzar el pili sexual™ o fimbria, aixi com
altres gens que controlen el procés.

llustracion 18. Procés de
conjugacio

En el procés del mecanisme de conjugacié (vegeu la il-lustracié 19) distingim les etapes

seglients:

14 . . - o .
Estructura que connecta dos bacteris de la mateixa espécie o d'especie diferent construint un pont entre els dos

citoplasmes. Aixo permet la transferencia de plasmidis entre els bacteris.
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a) Preséncia d’una ceél-lula conjugativa (F+), conté el factor F o plasmidi que
codifica funcions de transferéncia conjugativa i que, per tant, té pili sexual, i
cél-lula no conjugativa (F-), que no conté el factor F i no té pili.

b) Establiment del contacte entre les dues cel-lules mitjancant el pili sexual. El
procés de conjugacié s’inicia precisament quan el pili sexual de la cél-lula
donant entra en contacte amb la membrana d’una cél-lula receptora.

¢) Contraccio del pili sexual i contacte cel-lula-cél-lula. El contacte cel-lula-cél-lula
s’aconsegueix també amb el desacoblament del pili sexual. Formacié d’un
prous per on passa I’ADN de cadena senzilla des de la cel-lula donant a la
receptora.

d) Sintesi de les cadenes d’ADN conjugatiu (linia continua a la cél-lula donant i
discontinua a la receptora). Aix0 significa que el plasmidi F es replica mitjancant
un mecanisme de cercle rodant (es fa el buit a I’ADN bicatenari i es forma una
forqueta de replicacié on es produeix la replicacié de 'ADN). En conseqliéncia,
se sintetitza la cadena senzilla de I’ADN del plasmidi F, que entra a la cel-lula F-.

e) Segellament del porus i separacié de les dues cél-lules. Cadascuna conté una
copia del factor F i poden, per tant, sintetitzar el pili.

a) b)

O O

) d)

e)

(o) (o)

ll-lustracié 19. Etapes del mecanisme de conjugacio

5.3 Factors que intervenen en la resisténcia bacteriana

Aquests fets s’inscriuen en un context de reduccié de les despeses sanitaries. Les
infeccions greus sén costoses a causa que s’han d’associar diversos tractaments, les
hospitalitzacions sén més llargues... Perd, com s’ha arribat a un situacid que es
qualifica de crisi?

Més que les resisténcies en si, que és un fenomen inevitable que s’associa a I'evolucié
natural dels bacteris, és la rapidesa amb qué s’expandeixen les multirresistéencies el
gue suscita més preocupacio.
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5.3.1 Augment de les poblacions immunodeprimides

S’ha vist afavorit per I'envelliment de la poblacié: sén nombroses les persones amb un
sistema immunitari deprimit, i son més sensibles als bacteris del medi. L’epidémia de la
sida contribueix també a augmentar aquest nombre: han aparegut nous problemes
infeccioses, de la mateixa manera que han reaparegut malalties que es consideraven
eradicades. Es el cas de la tuberculosi, causada per un bacil que ha passat a ser
resistent en nombrosos paisos.

També als hospitals, degut als avencos terapéutics (cirurgia extensiva, tractaments
oncologics i malalties hematologiques, transplantaments, etc.), sén més nombrosos els
pacients immunodeprimits. Aixo explica la major freqliencia d’infeccions degudes a
bacteris.

5.3.2 Prescripcid exagerada

L'Gs intensiu d’antibiotics és la principal causa d’aparicié de resisténcies. El fenomen
de la prescripcio exagerada existeix, pero és dificil establir a quin nivell d’excés se situa,
ja que com menys maligna sigui una malaltia, més dificil és el seu diagnostic. No
sempre és evident per al metge saber si una infeccié és deguda a un virus, en el cas de
la qual els antibiotics sén indtils, o a un bacteri.

La pressié dels malalts sobre el col-lectiu medic per obtenir receptes que incloguin un
antibiotic també és responsable, en part, de la prescripcié exagerada i de I'evoluciod cap
a les resisténcies.

5.3.3 Incompliment del tractament

La prescripcié exagerada s’accentua pel seguiment incorrecte dels tractaments:
interrompre la ingesta de I'antibiotic massa aviat perqué han remes els simptomes, o
prendre una dosi inferior a la descrita, és un bon metode per seleccionar soques
resistents a I'interior del nostre propi organisme.

5.3.4 Factors de creixement

Un altre factor que incideix en I'evolucié dels bacteris cap a la resistencia és I'Us
d’antibiodtics en medicina veterinaria i en alimentacié animal. En aquest ultim cas,
s’administren dosis baixes durant periodes prolongats per obtenir un major guany de
pes en els animals de granja i permeten reduir el cost de produccié de la carn. Aquests
suplements, o factors de creixement, sovint sén antibiotics semblants a les molecules
que s’utilitzen en tractaments humans.

5.4 Limitacio de les resisténcies
5.4.1 Una prescripcio raonada

La primera solucié al problema de la resisténcia bacteriana és la prescripcié raonada i
més prudent dels antibiotics, intentant almenys conservar els antibiotics eficacos
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actuals. La disponibilitat de proves de diagnostic rapid podria evitar I'Us d’antibiotic per
a infeccions viriques i permetria atacar els agents patogens amb medicaments
especifics. Tot i aixd, no hem d’esperar que els bacteris tornin a ser sensibles als
antibiotics per als quals ja han desenvolupat resisténcia.

5.4.2 Limitar la transmissio d’infeccions

Altres solucions es dirigeixen a evitar la transmissié d’infeccions, com per exemple
mitjancant la millora de les mesures d’higiene als hospitals, el desenvolupament de
noves vacunes...

5.4.3 Investigacio sobre molécules noves

Tenim una necessitat urgent de nous antibiotics. Tot i aixd, per tal que tinguin un
caracter vertaderament Uutil, aquests antibidotics nous no han d’enfrontar-se als
mecanismes de resisténcia que existeixen contra les molécules anteriors. Per tant, han
d’actuar en nous punts en els bacteris.

Degut a I'extensid i la gravetat del problema, i per tant la possibilitat de beneficis, els
laboratoris farmacéutics s’han tornat a mobilitzar. Han aparegut empreses de
biotecnologia des de l'inici dels anys 90 que exploten les troballes més recents de la
biologia molecular i de la fisiologia, i de les noves tecnologies, quimica combinatoria,
robotica, etc.

Malgrat tot, aquests plantejaments s’han desenvolupat recentment, i son necessaris
entre deu i quinze anys per desenvolupar un nou antibiotic.

5.4.4 Augment de la vigilancia

Es convenient vigilar la resisténcia als antibiotics. En primer lloc, la vigilancia permet
actualitzar els espectres d’accié dels antibiotics, és a dir, la seva probabilitat de ser
actius contra una espeécie o un genere bacteria. Permet, igualment, la prevencid, o com
a minim el retras, de I'evolucié cap a la multirresistencia gracies a |'analisi dels factors
responsables de la seva disseminacié. Per ultim, permet I'establiment de sistemes
d’alerta i intervencid destinats a detectar I'aparici6 de nous mecanismes de
resisténcia, al seguiment de la disseminacié de caracters de resisténcia coneguts a
especies que estaven mancats d’ells, i a la limitacié de la seva dispersio.
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6. Fonaments basics necessaris per a les practiques

6.1 El medi de cultiu

Per efectuar la part practica del treball necessitarem realitzar cultius bacterians que es
duran a terme sobre uns substrats optims per al desenvolupament bacteria. Els medis
de cultiu bacterians sén dissolucions aquoses que tenen sal minerals i nutrients
organics (monosacarids, acids grassos, aminoacids, acids organics i bases nitrogenades,
entre d’altres) que satisfan els requeriments d’elements quimics que necessiten els
bacteris per desenvolupar el metabolisme, créixer i reproduir-se.

Els medis de cultiu de bacteris es preparen en medi liquid en tubs d’assaig, als quals
s’afegeix la mostra del bacteri que es vol cultivar; o bé en estat de gel (semisolid), en
capsules de Petri. Els medis de cultiu semisolids s’obtenen quan s’afegeix al medi de
cultiu liquid una substancia gelificant com ara I'agar-agar, que s’obté d’algues marines.

El desenvolupament d’un microorganisme en un medi de cultiu depén de diversos
factors. Els més importants sén:

e Ladisponibilitat dels elements nutritius necessaris

o L’existéncia de I'oxigen requerit

e Ungrau d’humitat apropiat

e Unsvalors de pH adequats: normalment neutre o lleugerament alcali (7,2 — 7,4)
e Unatemperatura d’incubacid precisa: 35-372C per a la majoria de bacteris

o Condicions d’esterilitat del medi i proteccié de possibles contaminacions

Els bacteris es desenvolupen als medis de cultiu formant agrupacions de milions de
cel-lules o poblacions bacterianes. En els medis liquids els bacteris posseeixen una gran
llibertat de moviment i es disposen en funcié de les seves necessitats nutritives i dels
requeriments d’oxigen: les aerobies creixen als primers 10-15 mm de la superficie del
medi, les anaerobies estrictes als 10-20 mm del fons i les anaerobies facultatives
enterboleixen tot el medi. En canvi, en els medis solids els bacteris creixen formant
colonies. Cada colonia procedeix generalment d’un Unic bacteri i és el resultat de
I'agrupacié massiva de la seva descendéencia. El temps que triga a formar-se una
colonia pot variar i depén de cada espécie, pero en la majoria de bacteris és de 18-24
hores.

Les colonies presenten caracteristiques molt variades pel que fa a la mida, la
morfologia, la consistencia, la textura i el color. Aixo constitueix un element important
per a la seva identificacio.
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6.1.1 Preparacio del medi de cultiu

Els medis de cultiu que utilitzarem per a la nostra practica sén el brou nutritiu i I'agar

nutritiu.

1. Brou nutritiu: és un medi liquid complex d’Us general per al cultiu de bacteris.

Ingredients (g/L)
Peptona de caseina 5,0
NaCl 8,0
Extracte de carn 3,0
pH 6,5-7,0

Dissoldre cuidadosament els ingredients en aigua destil-lada esteril en
I'odre indicat.

Ajustar el pH amb les solucions tampd de NaOH i HCI.
Distribuir en tubs d’assaig amb tap de rosca.

Esterilitzar a Iautoclau® a 1212C durant 15 minuts.

2. Agar nutritiu: és un medi solid complex d’us general per al cultiu de bacteris

exigents.
Ingredients (g/L)
Peptona de caseina 5,0
NaCl 8,0
Extracte de carn 3,0
Agar 15,0
pH 6,5-7,0

- Dissoldre cuidadosament els ingredients en aigua destil-lada estéril en

I'odre indicat, excepte I'agar.

Ajustar el pH amb les solucions tampd de NaOH i HCI.

Afegir I'agar i escalfar fins que arribi a ebullicié durant 1 minut.
Esterilitzar a I'autoclau a 1212C durant 15 minuts.

Distribuir el medi en volums de 25 ml en capsules de Petri en condicions
aseptiques.

que serveix per esterilitzar material medic o de laboratori. Utilitza vapor d'aigua a

alta pressio i temperatura, evitant amb les altes pressions que l'aigua arribi a bullir. Els autoclaus funcionen
permetent I'entrada o generacid de vapor d'aigua pero restringint la seva sortida, fins a obtenir una pressid interna
de 103 kPa, la qual cosa provoca que el vapor arribi a una temperatura de 1212C. Un temps tipic d'esterilitzacié a

aquesta temperatura i pressié és de 15-20 minuts.
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6.2 Caracteristiques dels bacteris utilitzats
6.2.1 Staphylococcus epidermidis

6.2.1.1 Classificacio cientifica

Regne: Eubacteria

Filum: Firmicutes

Classe: Cocci

Ordre: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Geénere: Staphylococcus
Espécie: S. epidermidis

6.2.1.2 Caracteristiques del génere Staphylococcus

Reconeguts per primera vegada per Koch I'any 1878, descrits i cultivats per Pasteur al
1880, els estafilococs sén cocs o bacteris en forma de gra que s’agrupen en raims, fet
del qual deriva el seu nom. Sén grampositius, no formen espores, pilis ni flagels;
algunes soques poden formar capsula en condicions especials i sén aerobis o anaerobis
facultatius. El génere Staphylococcus comprén actualment 32 espécies i 15
subespécies; les especies més importants des del punt de vista medic sén: S. aureus, S.
epidermidis, S. lugdunensis i S. saprophyticus.

Staphylococcus aureus és, des del punt de vista de la medicina, el bacteri més
important d’aquest génere que, a diferéncia de les altres especies, produeix coagulasa.
La coagulasa és una proteina capac de coagular el plasma. S. epidermidis pot infectar la
pell, les mucoses i les ferides, i S. saprophyticus habita i infecta les vies urinaries.

6.2.1.3 Habitat

Els estafilococs estan molt difosos per la naturalesa, la pell de 'home i de diverses
especies animals. Es troben a les superficies dels objectes, a l'aire, al terra, a I'aigua, a
la llet...

6.2.1.4 Patologia

S. aureus és el patogen que es coneix des de fa més temps, pero actualment s’ha
comprovat que S. epidermidis pot infectar la pell, les mucoses i les ferides, i que S.
saprophyticus és el responsable de moltes infeccions a les vies urinaries. Com que
aquests bacteris poden colonitzar i infectar molts teixits de I'organisme, poden produir
malalties com la cel-lulitis i els abscessos en teixits tous; otitis i faringitis en el cas de
I'aparell respiratori; a les vies urinaries poden causar cistitis o nefritis; al locomotor,
osteomielitis, artritis...
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6.2.1.5 Caracteristiques dels cultius

El cultiu en agar nutritiu de Staphylococcus origina colonies rodones, d’1 a 3 mm de
diametre, convexes, de color blanc o amb una coloracié lleugerament esgrogueida.
Generalment, les de color groc corresponen a S. aureus. Les coldnies blanquinoses
poden correspondre a altres espécies, com és el cas de S. epidermidis i S. saprophyctus,
gue son les que més habitualment es troben en I’lhome. La caracteristica principal que
permet distingir entre tots dos tipus bacteris radica en la mida de les colonies; S.
epidermidis s’ailla amb colonies petites i convexes, i S. saprophyctus desenvolupa
colonies grans, llises i opaques.

6.2.1.6 Tractament

Els antimicrobians que s’utilitzen per combatre les infeccions causades per aquests
bacteris sén: dicloxacil-lina, cefalosporines de primera generacid, fosfomicina,
eritromicina i altres macrolids, vancomicina, teicoplanina, linesolid (oxizolidinones) i
ketolids. A més, poden associar-se aminoglucosids com amikacina i netilmicina, amb el
que s’aconsegueix sinergia’®. Moltes de les lesions en teixits tous requereixen, a més
del tractament antimicrobia, intervencions quirdrgiques per al drenatge del material
purulent.

6.2.1.7 Bacteris del génere Staphylococcus

Microorganisme Origen historic
Staphylococcus staphylé, raim; coccus, gra o baia
S. aureus aureus, daurat o groguenc

epidermidis, porcié externa de la pell

B Gl e o de I'epidermis

Lugdunum, denominacié llatina de
Lyon, Francga, on es va aillar per
primer cop aquest
microorganisme

S. lugdunensis

sapros, putrefacte; phyton, planta
S. saprophyticus (saprofit o que es desenvolupa
en teixits morts)

16 o ., . R . -
Associacio o cooperacié de moviments, d'actes, d'organs, de formacions anatomiques, etc., per tal de dur a terme
una funcié determinada.
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6.2.2.1 Classificacio cientifica

6.2.2 Bacillus cereus

Regne: Eubacteria
Filum: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordre: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Genere: Bacillus
Espécie: B. cereus

6.2.2.2 Caracteristiques del génere Bacillus

El génere Bacillus consta de bacils grampositius aerobis o anaerobis facultatius que es
caracteritzen pel fet que produeixen espores. Les especies patogenes de més
importancia en medicina humana sén B. anthrancis i B. cereus. lLa resta de
microorganismes del genere Bacillus son bacteris patogens oportunistes que rarament
infecten ’'home i tenen una capacitat de viruléncia relativament baixa.

A diferencia de la resta d’espécies del génere, B. anthrancis és un bacil immobil i es
troba encapsulat, i és de mida gran; mesura entre 1 i 6um de llargada. Les espores que
genera son molt resistents a la temperatura i als desinfectants quimics.

B. cereus, en canvi, és de menor grandaria i presenta mobilitat.

6.2.2.3 Habitat

Els bacteris del génere Bacillus sén microorganismes ubics, és a dir, es troben presents
en practicament tots els ambients. Gairebé totes les infeccions s’originen a partir d’una
font ambiental, com la terra contaminada, ja que les espores persisteixen al sol i sén
consumides pels animals. Aixi doncs, les principals fonts d’infeccié humana solen ser
els cereals mal cuinats i els animals i els seus derivats (llet i formatge).

6.2.24 Patologia

B. anthrancis, 'especie més virulenta per a I'ésser huma, és I’'agent que provoca el
carboncle. El carboncle és una malaltia devastadora que rarament apareix als paisos
desenvolupats. Tot i que I'espécie B. cereus pot causar infeccions greus, la viruléncia
relativa d’aquesta i de la resta d’espécies de Bacillus és trivial si se la compara amb la
de B. anthrancis. B. cereus pot causar intoxicacidé per la ingesta d’aliments
(gastroenteritis i diarees) o infeccions oculars greus secundaries a traumatismes, I'is
d’agulles contaminades pel consum de drogues intravenoses o inoculacié ocular amb
pols o particules contaminades.
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6.2.2.5 Caracteristiques dels cultius

Les caracteristiques dels cultius habituals no permeten diferenciar B. anthrancis de les
soques de B. cereus amb facilitat. Tot i aix0, les soques més virulentes de B. anthrancis
presenten son els Unics bacteris que presenten coldnies rugoses. B. cereus produeix,
de la mateixa manera que B. anthrancis, colonies grans, blanquinoses i elevades, amb
I"Gnica diferencia que presenten les vores llises, perdo també poden produir colonies
més petites.

6.2.2.6 Tractament

Degut a que l'evolucié de la gastroenteritis per B. cereus és de curta durada i esta
mancada de complicacions, el tractament simptomatic és adequat. La resta
d’infeccions per Bacillus requereixen un tractament més complicat a causa de la seva
evolucid rapida i progressiva i per l'alta resisténcia als farmacs d’aquest bacteri (per
exemple, Baillus cereus ha adquirit gens de resisténcia a les penicil-lines i a les
cefalosporines). Aixi doncs, els antimicrobians que poden ser utilitzats en aquestes
infeccions sén la vancomicina, la clindamicina, el ciprofloxacin i la gentamicina. En
canvi, les penicil-lines i les cefalosporines no sén efectives.

6.2.2.7 Bacteris del génere Bacillus

Microorganisme Origen historic
Bacillus bacillum, corrd petit

anthrax, carbd (en referéencia a la
B. anthracis ferida necrotica negra associada
al carboncle!’ cutani)

cereus, de cera, del color de la cera
(en referéncia a les colonies
amb una superficie mate o de
cristall gelat)

B. cereus

Malaltia infecciosa produida pel bacteri Bacillus anthracis que afecta especialment els bovins i els ovins, pero que
també es pot transmetre a I'ésser huma. També és anomenat antrax maligne.
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6.2.3.1 Classificacio cientifica

6.2.3 Escherichia coli

Regne: Eubacteria

Filum: Proteobacteria

Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Genere: Escherichia

Especie: E. coli

6.2.3.2 Caracteristiques de I'espécie Escherichia coli

El génere Escherichia esta format per dues espéecies: E. coli i E. hermannii. Aquesta
ultima correspon a un grup de bacteris estretament relacionats entre si i que molt
poques vegades originen infeccions humanes.

De la mateixa manera que la resta de membres de la familia Enterobacteriaceae, el
genere Escherichia esta format per bacteris gramnegatius d'entre 1 i 6um.
Concretament, E. coli és un bacil gramnegatiu, amb una Unica cadena d’ADN en forma
d’espiral, mobil, aerobi i anaerobi facultatiu i que presenta diversos flagels peritrics
(envolten el bacteri). La majoria forma fimbries i pilis, moltes soques produeixen una
petita microcapsula, i molt poques elaboren macrocapsula, i no fabriquen espores. El
genoma de Escherichia coli conté un total de 5.000 gens.

6.2.3.3 Habitat

Escherichia coli és el bacteri que més habitualment es troba a les matéries fecals de
I’home i de moltes espécies animals. Forma part de la flora nativa intestinal i actua
com a saprobi18 sense causar-li danys a I’home; al contrari, moltes soques d’E. coli
produeixen substancies que sén utils a I’hoste, com les colicines, que actuen inhibint
altres soques potencialment patogenes, de manera que la colonitzacié de l'intesti
resulta beneficiosa per a I’hoste. Ara bé, existeixen algunes soques d’Escherichia coli
gue son patogenes i que originen infeccions que poden estar limitades a les mucoses
intestinals o bé disseminar-se. Poden causar infeccions a les vies urinaries, meningitis,
malalties diarreiques...

6.2.34 Patologia

Les infeccions intestinals i extraintestinals causades per Escherichia coli poden arribar a
ser greus. Es el cas de les infeccions de I'aparell excretor, la cistitis, la meningitis, la
peritonitis, la mastitis, la septicémia i la pneumonia.

18 . . . - - -~
Dit de I'organisme que es desenvolupa sobre un ésser organic mort o sobre substancies organiques.
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Generalment, aquest bacteri acostuma a causar diarrea lleu en humans i en altres
animals, perd algunes soques poden causar diarrees hemorragiques de gran
agressivitat i toxicitat i fins i tot poden arribar a causar la mort. Acostuma a afectar a
nens d’entre 1 i 8 anys i generalment les infeccions son a causa de la contaminacio
d’aliments i la seva posterior ingesta en mala coccid.

6.2.3.5 Caracteristiques dels cultius

Les colonies d’Escherichia coli en agar nutritiu sén petites i rodones i presenten un
aspecte semitransparent de color blanquindés amb una superficie llisa i les bores
filamentoses.

6.2.3.6 Tractament

L’us d’antibiotics per combatre les infeccions causades per I'E. coli és poc eficag i
gairebé no és prescriu. Tot i aix0, els antibiotics de probable eficacia sén el
meropenem, la gentamicina, el ciprofloxacin, la cefalosporina de tercera generacio, i
també el cotrimoxazole i la timentina. Aixo no obstant, cal tenir en compte les diverses
soques i les resistencies antimicrobianes, que s’estan convertint en un problema
creixent en el tractament de les infeccions.

6.2.3.7 Bacteris del génere Escherichia

Microorganisme Origen historic

Escherich, en referencia a Theodore
von  Escherich, bacterioleg

Escherichia alemany que va descriure el
bacteri per primer cop l'any
1885

kol(on), colon (en referencia a la

E. coli . , .
zona de l'intesti gros on habita)

E. hermannii

6.2.3.8 Brot epidéemic d’Alemanya 2011

Un gran brot epidémic va sorgir a Alemanya el maig de 2011 produit pel serotip
enterohemorragic Escherichia coli 0104:H4. Es van registrar un total de 3255 casos,
segons I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), amb 33 morts. Després de dies
d’investigacié, van sorgir indicis que el brot podia haver sorgit en una explotacié
alemanya de brots de soja, perd finalment es va descartar com a focus de la
intoxicacio. Tot i aix0, el govern alemany va senyalar en un principi a Espanya com a
origen dels productes vegetals implicats en la intoxicacié alimentaria, donant dos fonts
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de produccié de cogombres a Malaga i Almeria. Holanda va ser un altre pais suggerit
com a lloc d’origen de I'epidemia. Després de I'analisi dels pacients, van ser descartats
els origens espanyol i holandeés. Actualment es desconeix I’origen del bacteri en tota la
cadena fins al consumidor, des de la produccié i el transport fins a la distribucio, per la
gual cosa no es pot descartar la manipulacié dels productes a Alemanya, que ha estat
senyalada com el pais d’origen de la intoxicacid ja que va afectar viatgers que havien
tocat terra alemany.

La soca del bacteri E. coli apareguda a Alemany és resistent a vuit tipus diferents
d’antibiotics segons un equip d’investigadors xinesos que han aconseguit seqienciar el
genoma del microorganisme. Els investigadors de I'Institut de Gendmica de Pekin (BGl)
han descartat antibiotics com la penicil-lina, les sulfamides, la cefalotina o
I'estreptomicina com a possible solucié de la malaltia degut als gens que el fan
resistent.

6.3 Caracteristiques dels tractaments utilitzats

En la primera experiéncia
6.3.1 Eritromicina

Antiinfecciosos per a us sistemic > Antibacterians per a us sistemic > Macrolids,
lincosamides i estreptogramines > Macrolids

o Activitat bacteriostatica (pot arribar a ser bactericida a concentracions elevades
o contra organismes altament susceptibles)

e Ampli espectre

e Amb activitat contra bacteris Gram positius i negatius i altres agents
infecciosos.

6.3.1.1 Mecanisme d’acci6

L’eritromicina és capa¢ de penetrar la membrana cel-lular i unir-se de forma reversible
a la subunitat 50S del ribosoma bacteria. No inhibeix directament la formacié de
peptids, sind que inhibeix la translocacié dels peptids des del lloc receptor del
ribosoma fins al lloc donador, inhibint conseqiientment la sintesis de proteines.

L'eritromicina només és activa contra microorganismes que s’estan dividint
activament.

6.3.1.2 Indicacions terapéutiques

L’eritromicina esta indicada per al tractament d’infeccions bacterianes com les
seglients:

- Infeccions de l'aparell respiratori superior i inferior, com ara otitis mitjana,
faringitis i pneumonia, lleu o0 moderada.
- Infeccions de la pell i teixits tous
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Infeccions de I'aparell digestiu com I’enterocolitis, 'amebiasi intestinal i la
diarrea greu i prolongada

Profilaxis d’endocarditis bacteriana

Malalties de transmissid sexual com la uretritis

Infeccions en nadons com sdén la conjuntivitis del recent nascut i la pneumonia
en la infancia

6.3.2 Ketoconazol

Antiinfecciosos per a Us sistémic > Antimicotics d’us sistéemic > Antimicotics d’Us
sistemic > Derivats de I'imidazol

Fungicida o fungistatic

Amb activitat enfront de dermatofits, llevats, fongs dimorfs i eumicets.

6.3.2.1 Mecanisme d’acci6

El ketoconazol és un antimicotic que actua inhibint la biosintesis de |’ergosterol en
fongs i alterant la composicié d’altres components lipidics de la membrana cel-lular del
microorganisme.

6.3.2.2 Indicacions terapeéutiques

El ketoconazol esta indicat per al tractament de les segilients infeccions produides per

fongs:

Infeccions de la pell, el cabell i les ungles, produides per dermatofits o llevats,
sempre que no puguin ser tractades localment

Infeccions del tracte gastrointestinal produides per llevats

Candidiasi vaginal recurrent, en els casos cronics, quan no responen al
tractament local

Infeccions micotiques sistemiques

Profilaxis d’infeccions per fongs en pacients immunocompromesos (per
herencia, per malaltia o per farmacs), amb major risc davant aquest tipus
d’infeccions

En la segona experiéncia

6.3.3 Amoxicil-lina + acid clavulanic

Antiinfecciosos per a Us sistémic > Antibacterians per a Us sistemic > Antibacterians -
lactamics, penicil-lines > Associacions de penicil-lines, incl. inhibidors de la R-lactamasa

Bactericida
Ampli espectre

Compren bacteris grampositius i gramnegatius com |'Escherichia coli i altres
soques de gran diversitat
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6.3.3.1 Mecanisme d’acci6

L’amoxicil-lina és una penicil-lina semisintética (antibiotic B-lactamic) que inhibeix un o
més enzims (sovint coneguts com a proteines d’unio a les penicil-lines, PBPs) en la ruta
biosintética del péptidglica bacteria, que és un component estructural que forma part
de la paret cel-lular bacteriana. La inhibicié de la sintesis del péeptidglica produeix un
debilitament de la paret cel-lular, que normalment va seguit per la lisis cel-lular i la
mort.

L'amoxicil-lina és sensible a la degradacié per les R-lactamases produides per bacteris
resistents i, per tant, l'espectre d’activitat de [|'amoxicil-lina sola no inclou
microorganismes productors d’aquests enzims.

L'acid clavulanic és un antibiotic R-lactamic estructuralment relacionat amb les
penicil-lines. Inactiva alguns enzims R-lactamases i prevé la inactivacié de
I’'amoxicil-lina. L’acid clavulanic per si mateix no exerceix cap efecte antibacteria util a
la practica clinica.

6.3.3.2 Indicacions terapéutiques

Amoxicil-lina/Acid clavulanic esta indicat per al tractament a curt termini d’infeccions
bacterianes causades per soques resistents a amoxicil-lina productores de R-
lactamases:

- Sinusitis bacteriana aguda

- Otitis mitjana aguda

- Exacerbacié aguda de bronquitis cronica

- Pneumonia adquirida en la comunitat

- Cistitis

- Pielonefritis

- Infeccions de pell i teixits tous, en particular cel-lulitis, mossegades d’animals i
abscessos dentals severs amb cel-lulitis disseminada

- Infeccions d’ossos i articulacions, en particular osteomielitis

6.3.4 Azitromicina

Antiinfecciosos per a Us sistéemic > Antibacterians per a Us sistemic > Macrolids,
lincosamides i estreptogramines > Macrolids

o Accid bacteriostatica (pot tenir accié bactericida depenent de I'espécie
bacteriana sobra la que actua i de la concentracid)

o Espectre reduit

o Actua sobre bacteris grampositius (també és actiu enfront d’alguns
gramnegatius)
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6.3.4.1 Mecanisme d’acci6

L'azitromicina és un antibiotic azalic que actua inhibint la sintesis de les proteines
bacterianes a causa de la seva unid a la subunitat 50S del ribosoma i inhibint la
translocacio dels peptids.

Com que no presenta anell B-lactamic en la seva estructura, es tracta d’un antibacteria
gue resulta actiu contra les soques de microorganismes productors de R-lactamases.

6.3.4.2 Indicacions terapéutiques

L’azitromicina esta indicada per al tractament de les seglients infeccions causades per
germens sensibles:

- Infeccions de I'aparell respiratori superior i inferior, com ara otitis mitjana,
sinusitis, faringoamigdalitis, bronquitis i pneumonia
- Infeccions de la pell i teixits tous

- Malalties de transmissié sexual com son la uretritis i la cervicitis no complicades
i el cancroide

6.3.5 Alcohol etilic

Dermatologics > Antiseptics i desinfectants

6.3.5.1 Mecanisme d’acci6

Antiséptic actiu enfront de bacteris.

6.3.5.2 Indicacions terapeutiques

L’alcohol etilic esta indicat per a la desinfeccié de la pell, prévia a injeccions o
intervencions petites.

6.4 Tincio diferencial

6.4.1 Latincié de Gram

Es tracta d’un procés que no tenyeix igualment totes les cél-lules. Rep el nom de tincio
de Gram en referéncia al bacterioleg danés Christian Gram, qui va desenvolupar
aquesta técnica I'any 1884. Segons la seva reaccié davant la tincié de Gram, els
bacteris poden dividir-se en dos grups: grampositius i gramnegatius. Degut a la seva
importancia en la taxonomia bacteriana i a que indica diferencies fonamentals de Ia
paret cel-lular de diferents bacteris (vegeu I'apartat 2.1.2.2), descriurem amb alguns
detalls la tincié de Gram.
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1. Analitzar el procés de tincié de Gram

6.4.1.1 Objectius

2. Realitzar el procés de tincié de Gram

3. Interpretar els resultats de la tinci6 de Gram i classificar les especies
bacterianes en grampositives o gramnegatives d’acord amb els resultats
obtinguts.

4. Comprendre la importancia que tenen aquest tipus de tincions diferencials en
la caracteritzacié i la identificacié dels bacteris.

6.4.1.2 Material
1. Biologic
- Cultius bacterians:

- Staphylococcus epidermidis
- Bacillus cereus
- Escherichia coli

2. Reactius

- Cristall violeta

- Lugol

- Alcohol o acetona
- Safranina

- Aigua

3. Equipament

3 portaobjectes

- 3 cobreobjectes

- Comptagotes

- Nansa bacteriologica
- Encenedor d’alcohol
- Reixeta de tincio

- Paper de filtre

- Microscopi optic

- Oli d'immersié

6.4.1.3 Procediment
1. Processament de la mostra

1.1 Col-locar una petita gota d’aigua al centre d’un portaobjectes net i
degudament etiquetat. Es necessita una quantitat molt petita d’aigua, de
manera que es pot utilitzar un comptagotes.

1.2 Esterilitzar I'ansa de sembra bacteriologica passant-la per la flama i, a
continuacid, agafar una petita quantitat de cultiu bacteria en medi solid
d’una placa de Petri i transferir-lo a la gota d’aigua. Remoure la mescla amb

Treball de recerca 2011/12 - 2n batxillerat @‘



L 7N
Els antibiotics i les resistencies bacterianes ‘g ‘

I'ansa de sembra per tal de distribuir homogeéniament el contingut pel
portaobjectes sense dispersar-lo molt i deixar-lo molt compacte.

1.3 Repetir el procés per a les dues mostres bacteriologiques restants i
procedir a la fixacié de les mostres o frotis.

1.4 Per a fixar la mostra al portaobjectes s’utilitza el procés de flameig, que
consisteix en apropar el portaobjectes a la flama de I'encenedor per a que
s’evapori 'aigua. Cal anar amb precaucié i no escalfar excessivament el
portaobjectes perque les cel-lules poden deformar-se o trencar-se.

2. Tincié de Gram

2.1 Cobrir completament els portaobjectes fixats amb la mostra del cultiu amb
cristall violeta durant 1 minut. A continuacio, rentar amb aigua abundant
per eliminar I'excés de colorant. Aquesta operacio es realitza inclinant el
portaobjectes i abocant I'aigua a la part superior de manera que llisqui per
sobre del frotis.

2.2 Després d’escOrrer els portaobjectes, es procedeix a cobrir-los
completament amb solucid de Lugol durant un minut i, novament, s’elimina
I'excés amb abundant aigua.

2.3 A continuacid, es cobreixen els portaobjectes amb alcohol o acetona durant
10 segons i es renten amb aigua abundant.

2.4 Finalment es tenyeixen les mostres dels portaobjectes amb colorant de
safranina, es deixa actua 1 minut i es retira I'excés amb aigua.

2.5 Eixugar els portaobjectes pressionant entre dos trossos de paper de filtre,
perd amb cura de no fregar les mostres.

2.6 Cobrir les mostres amb el cobreobjectes i observar les preparacions al
microscopi optic. Cal comencar amb I'objectiu de menor augment i ampliar
la visi6 fins arribar al maxim augment desitjat.

Per tal d’augmentar la nitidesa de la imatge, es pot aplicar un gota d’oli
d’immersié sobre el cobreobjectes.

6.4.1.4 Interpretacio

Les cel-lules fixades amb calor sobre un portaobjectes es tenyeixen primer amb
un solucio de cristall violeta i es renten després per treure I'excés de colorant.
En aquest estat, totes les cél-lules, tant les grampositives com les
gramnegatives, estan tenyides de blau. El portaobjectes es cobreix llavors amb
un solucié de iode-iodur potassic (I,-KI), anomenada solucié de Lugol.
L'ingredient actiu d’aquest solucio és el |,; el KI simplement fa soluble el I, en
aigua. El I, entra a les cel-lules i forma un complex insoluble en aigua amb el
cristall de violeta. Novament, tant les ceél-lules grampositives com les
gramnegatives es troben en la mateixa situacié. Es realitza després la
decoloracid, utilitzant alcohol o bé acetona, substancies en les quals és soluble
el complex I-cristall de violeta. Alguns organismes (grampositius) no es
descoloriran, mentre que altres (gramnegatius), si. La diferencia essencial entre
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aquests dos tipus de cel-lules esta per tant en la seva resisténcia a
decoloracié. Després de la decoloracid les cel-lules grampositives encara sén
blaves (o violeta molt fosc), pero les gramnegatives son incolores. Per posar de
manifest les ceél-lules gramnegatives s’utilitza una solucié de contrast.
Habitualment és un colorant de color roig, com la safranina o la fucsina basica.
Després de la coloracié de contrast les cel-lules gramnegatives sén roges,
mentre que les grampositives resten blaves o porpra.

I'excés i rentat

©
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Tot violeta

%o 2 0
éﬁtgo
g

1. Cristall violeta (1 min), eliminacié de

2. Lugol (1 min), eliminacid de I'excés i
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0
Voo

Tot violeta. El iode actua com a
mordent que reforga la tincié
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o

rentat amb aigua
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Cocs Gram + — violeta

Bacils Gram - — sense color

3. Decoloraciéo amb alcohol o acetona i

. Safranina (1 min), eliminacié de

I'excés, rentat i assecat

(@)

@ @3
©
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Cocs Gram + — violeta

Bacils Gram - — rosat

ll-lustracié 20. Representacio de la coloracio de bacteris gram+ i gram- en les diferents fases de la tincié de Gram

6.4.1.5 Dibuix

Cristall violeta
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Decoloracié6 amb Rentat amb aigua Safranina

alcohol

ll-lustracié 21. Dibuix esquematic del procés de tincio

6.4.1.6 Resultats

e Microorganismes grampositius Blau - Violeta
e Microorganismes gramnegatius Rosa — Roig

ll-lustracié 22. Fotografia microscopica
Staphylococcus epidermidis

ll-lustracié 23. Fotografia microscopica
Bacillus cereus

ll-lustracié 24. Fotografia microscopica
Escherichia coli
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6.4.1.7 Conclusions

A causa de la mida tan petita dels bacteris i per la falta de contrast que hi ha entre
aquests microorganismes, normalment transparents, i el medi que els envolta, ens
topem amb una gran dificultat a I’hora d’observar-los amb el microscopi optic. Es per
aix0 que es va fer necessaria la creacié de metodes per apreciar millor els bacteris i, al
mateix temps, distingir moltes caracteristiques estructurals especifiques de cada tipus
de bacteri. Aixi doncs, és habitual I'is de colorants com el métode més simple
d’augmentar el contrast.

La tinci6 de Gram és un dels metodes de tinci6 més importants en I'ambit
bacteriologic. Té una gran utilitat practica ja que no es tracta d’una simple tincid, sind
d’una tincid diferencial, és a dir, ens permet distingir entre dos tipus de bacteris
diferents, grampositius i gramnegatius, tal com hem explicat anteriorment. A més,
mostra informacio referent a la morfologia cel-lular bacteriana (cocs, bacils, espirils...) i
a la disposicié que poden presentar en forma de parelles, cadenes o grups.

Es per aixd que es pot afirmar que la importancia de la tincié de Gram a causa de la
permissio, en moltes circumstancies, de la identificacio preliminar del microorganisme
present en una determinada mostra. Es un métode de gran interés en el diagnostic
medic de moltes infeccions. A més, permet determinar la idoneitat del tractament
antibiotic indicat.
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7. Experimentacid. Aparicid de resisténcies bacterianes

7.1 Objectius
Els objectius de la realitzacié d’aquesta experimentacio al laboratori sén:

o Constatar I'especificitat entre els tipus de microorganismes i d’antimicrobians
utils per inhibir-ne el creixement.

o Comprovar l'existéncia de soques bacterianes resistents a determinats
antibiotics o a d’altres compostos desinfectants com I’alcohol quirurgic.

o Experimentar el risc que comporta el mal Us de les substancies
antimicrobianes i el conseqgiient increment de soques bacterianes resistents.

e Prendre consciencia de la gran importancia que tenen els antibiotics en
medicina i de la necessitat d’utilitzar-los racionalment.

7.2 Introduccio

Recordem breument que els antibiotics sén compostos que inhibeixen el creixement
dels bacteris, tot actuant en passos concrets del seu metabolisme. Gracies a I'aparicié
dels antibiotics, moltes malalties que en époques passades eren notablement
mortiferes, actualment estan practicament eradicades o bé es tracta d’afeccions lleus.
Ara bé, se sap que els bacteris poden presentar resisténcia als antibiotics, la qual cosa
comporta el greu risc que malalties que avui dia son facils de tractar puguin arribar a
presentar complicacions importants.

Paral-lelament a I'Us dels antibiotics, s’utilitzen també altres agents antiséptics i
desinfectants en I'ambit medic, i des de fa uns quants anys s’ha introduit I’Us d’agents
biocides en ambits més diversos, com l'alimentari, el cosmetic, I'agricola... Aquestes
substancies també resulten toxiques per als bacteris ja que els maten o inhibeixen el
seu creixement. Conseqlientment, els bacteris també sén capacos de desenvolupar
resisténcia a aquests tipus de compostos.

Amb aquesta practica al laboratori compararem, en una primera experiéncia, |'accié
gue tenen un antibidtic, un agent micotic, una dissolucié poc concentrada d’un
desinfectant habitual com és I’alcohol i I'aigua pura sobre tres espéecies bacterianes. En
un principi, I'antifdngic i I'aigua no han de suposar cap obstacle per al creixement dels
tres tipus bacterians. Aillarem també possibles soques resistents per tal
d’experimentar I'aparicio de resisténcies bacterianes als antimicrobians. En una segona
experiencia repetirem el procés amb dos antibiotics més i amb alcohol quirdrgic
habitual (etanol 969).
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7.3 Material

7.3.1 Equipament

- Incubadora que permeti assolir una temperatura de 35-37¢C
- Nevera
- Microscopi optic

7.3.2 Reactius i altres materials
- Cultius mare de les soques bacterianes

Escherichia coli
Bacillus cereus
Staphylococcus epidermidis

- Productes antimicrobians
Primera experiéncia

Eritromicina en pols

Ketoconazol en pols

Alcohol al 17,5% amb aigua destil-lada
Aigua destil-lada

Segona experiéncia

Amoxicil-lina + acid clavulanic
Azitromicina
Alcohol 962

- Medi de cultiu liquid (sense bacteris)

- Plaques de Petri amb agar

- Tubs d’assaig amb rosca

- Hisops19 o bastonets de cotd esterilitzats

- Discos de paper de filtre d’aproximadament 8 mm de diametre (5-10 mm)
- Pinces esterilitzades

- Gradeta

- Cinta adhesiva o parafilm

- Tisores

- Etiquetes i retolador per marcar els tubs i les plaques
- Encenedor d’alcohol i mistos

- Regle mil-limetrat

19 - . . . . - .

Instrument utilitzat per a la recollida de mostres i per al seu posterior estudi. Normalment en medicina s’utilitza
per saber quin microorganisme origina una determinada infeccid. Té forma de bastonet acabat amb una punta de
coto.
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7.4 Procediment
7.4.1 Execucio de I'experiéncia
L'experiment consta de set passos que es repeteixen diverses vegades:

1. Transferir els bacteris des de la suspensio a una placa de Petri amb agar.

2. Aplicar al centre de la placa, un paper de filtre impregnat de producte
antimicrobia, segons el tractament.

3. Incubar durant 24h a 37°C.

4. Mesurar 'amplada de la zona d’inhibicié de creixement bacteria.

5. lIsolar, de cada una de les plaques, els bacteris més resistents per cada un dels
tractaments i transferir-los al liquid de cultiu net.

6. Incubar de nou durant 24h a 37°C.

7. Repetir.

1. Sembra de bacteris

En primer lloc cal identificar cadascuna de les plaques de Petri amb el nom del
bacteri que hi volem sembrar i el tractament que hi aplicarem.

La sembra consisteix en transferir els bacteris des dels cultius liquids mare, o
dels posteriors cultius de bacteris isolats, a les plaques de Petri amb agar.
Aguesta operacio es realitza agafant amb una xeringa estéril 1 ml de cultiu (o
1,3 ml en el cas de la segona experiéncia) i escampant-ho per la placa amb agar.
A continuacid, es tapa immediatament la placa i es mou de tal manera que el
liguid sembrat quedi distribuit per tota la placa de forma homogeénia.

(Es convenient tenir les plaques obertes el menor temps que sigui possible per
tal d’evitar possibles contaminacions. També es recomana realitzar tot el
procés en proximitat d’un encenedor d’alcohol per tal d’evitar tant la
contaminacié dels cultius com per evitar riscos per a la salut.)

2. Aplicacio dels diferents tractaments

S’'impregnen els discos de paper de filtre amb cadascun dels productes a testar.
Primerament, s’esterilitzen les pinces posant-les directament a la flama de
I'encenedor. D’aquesta manera s’aconsegueix desnaturalitzar els enzims i
destruir tots els possibles microorganismes presents. Després de deixar-les
refredar per no malmetre el producte, s’agafa cada un dels discos impregnat i
es col-loca al centre de la superficie d’agar de la placa corresponent. Cal
esterilitzar les pinces cada cop que s’agafa un nou disc, i canviar de pinces per a
cadascun dels productes.

Després de deixar-ho 1 minut aproximadament per permetre I'adhesié dels
discos a l'agar, cal segellar les plagques de Petri amb Parafilm (o amb cinta
adhesiva).
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3. Incubar durant 24h a 372C

Es deixen les plaques de Petri degudament tancades a la incubadora. Els cultius
es deixen incubar a 35-372C durant un minim de 24 h. Cal assegurar-se del bon
anivellament de la incubadora de manera que els bacteris puguin créixer
homogéeniament per tota la placa.

Per mantenir la uniformitat a tots els tractaments, si un dels passos coincideix
amb festius, es poden posar els cultius a la nevera (més o menys a 52C), ja sigui
abans o després de les 24 hores d’incubacid.

4. Mesurar 'amplada de la zona d’inhibicié de creixement bacteria

Cal mesurar la distancia des del limit del disc de filtre fins al limit interior del
cultiu bacteria (vegeu la il-lustraci6 25). Donat que la concentracié del
tractament aplicat disminueix amb la distancia al disc de paper de filtre,
I'amplada de la zona d’inhibicié esta inversament relacionada amb el grau de
resistencia de la majoria dels bacteris resistents. Com més ampla sigui la zona
d’inhibicid, menor sera la resisténcia dels bacteris al tractament antimicrobia.

5. Isolar, de cada una de les plaques, els bacteris que tenen més probabilitat de
ser resistents per a cada un dels tractaments

Un cop mesurada la distancia, cal triar els bacteris més resistents de cada
tractament, refregant un hisop o un bastonet de cotd esteril pel marge intern
del cultiu bacteria. Cal fer-ho pel marge més proper a la zona d’inhibicié, ja que
és el que conté bacteris amb un major grau de resisténcia. D’altra banda, si a la
zona d’inhibicio s’observen colonies de bacteris, es prenen aquestes.

Després, es transfereixen els bacteris a un tub que contingui 5 ml de cultiu
liguid net, préviament etiquetat. Per aconseguir-ho, se submergeix cada un dels
cotonets a l'interior del tub i es mou lleugerament per tal de dipositar-hi els
bacteris.

(Es important fer-ho sempre a prop de I’encenedor per evitar la contaminacié
dels cultius i per evitar riscos innecessaris.)

6. Incubar de nou durant 24h a 372C

Es deixen els tubs, degudament col-locats en una gradeta, a la incubadora
durant 24 h a 35-372C. Durant aquest periode té lloc la multiplicacié dels
bacteris seleccionats a cada un dels tractaments.

7. Repetir els passos anteriors

Sembrar una nova placa amb 1 ml de cultiu dels bacteris anteriorment isolats i
incubar durant 24 hores a 37°C...
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7.4.2 Adquisicio i enregistrament de les dades

Disc de
paper

Capa de
bacteris

Zona
d’inhibicio

ll-lustracié 25. Mesura de I'amplada de I’halo d’inhibicio

En aquest esquema d’una capsula de Petri s’observa el disc de filtre col-locat al centre i
la zona d’inhibicié que I’envolta, tot formant un halo. Per recollir els resultats de la
practica cal mesurar 'amplada d’aquesta zona (linia negra). Es important prendre
diverses mesures, ja que I’halo no acostuma a ser regular, i fer la mitjana aritmetica
dels resultats obtinguts.

7.5 Resultats
7.5.1 Resultats teorics

En base a la informacio referent a les caracteristiques dels bacteris i dels tractaments
utilitzats en les experiéncies (vegeu els apartats 6.2 i 6.3), cadascuna de les espécies
bacterianes hauria de ser sensible a I’accié dels antibiotics seglients:

e Staphylococcus epidermidis

- Eritromicina

- Azitromicina

- Amoxicil-lina + acid clavulanic
e Bacillus cereus

- Azitromicina

- Amoxicil-lina + acid clavulanic (en menor mesura)
e Escherichia coli

- Azitromicina

- Amoxicil-lina + acid clavulanic (en menor mesura)
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7.5.2 Resultats de I'experiéncia 1

Stap{vyloco-c'cus Bacillus cereus Escherichia coli
epidermidis
Sembral | Sembra2 | Sembral | Sembra 2 Sembra 1
Eritromicina - - - + +
Ketoconazol + + +
Alcohol al 17,5% - - + +
Aigua destil-lada + + +

El signe + representa que hi hagut creixement per tota la placa, inclosa la zona
d’influéncia del producte, i el signe - indica que no hi ha hagut creixement bacteria en
un determinat perimetre al voltant del producte aplicat.

7.5.2.1 Staphylococcus epidermidi
Eritromicina
Mitjana Mitjana
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) | aritmética | aritmética
(mm) total (mm)
Sembral | 13,0 | 12,0 | 14,0 | 10,0 | 9,0 | 10,0 | 12,0 11,4 11,4
11,0 | 13,0 | 15,0 | 14,0 | 14,0 | 11,0 | 10,0 12,6
S b 2 7 7 7 7 7 ’ 7 7 17 6
emPTa 2 195 [20,0 | 19,5 | 250 | 260 | 27,0 | 21,0 | 22,6 ’
Alcohol etilic al 17,5% amb aigua destil-lada
Mitjana Mitjana
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) | aritmética | aritmética
(mm) total (mm)
Sembra 1 4,0 5,0 5,5 7,0 8,0 6,0 | 4,0 5,6 5,6
55 |60 | 90 |110| 90 | 80 | 6,0 7,8
Sembra2 = 570 | 100 | 7,0 | 60 | 60 | 3.0 5,8 68
7.5.2.2 Bacillus cereus
Eritromicina
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) Mltjan?rs:rl]t)metlca
Sembra 1 31,0 23,0 14,0 | 21,0 22,3
Sembra 2 0,0 0,0
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7.5.3 Resultats de I'experiéncia 2

Staphylococcus epidermidis Bacillus cereus
Sembra 1l | Sembra2 | Sembra 3 | Sembral | Sembra 2 | Sembra 3
Amoxicil-lina + ) ) ) ) ) )
ac. clavulanic
Azitromicina - - - - - -
Alcohol etilic +
96°
Escherichia coli
Sembra 1l | Sembra 2 | Sembra 3
Amoxicil-lina + N
ac. clavulanic
Azitromicina +
Alcohol etilic i i i
96°
7.5.3.1 Staphylococcus epidermidis
Amoxicil-lina + acid clavulanic
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmeética (mm)
Sembral | 21,0 | 21,0 | 21,0 | 21,0 21,0 | 21,0 | 21,0 | 21,0 21,0
Sembra 2 50 | 40 | 11,5| 9,5 | 140 | 9,0 | 10,0 | 9,0 9,0
Sembra 3 70 | 10,0 | 11,0 | 80 | 9,0 | 10,0 | 8,0 8,0 8,9
Azitromicina
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmeética (mm)
Sembral | 10,0 | 12,0 | 11,0 | 12,0 | 12,0 | 11,0 | 10,0 | 12,0 11,3
Sembra2 | 11,0 | 11,0 | 13,0 | 19,0 | 20,5 | 23,0 | 25,0 | 14,0 17,1
Sembra3 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 11,0 | 10,0 | 9,0 9,5 | 10,0 9,9
Alcohol etilic 96°
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmética (mm)
Sembra 1 18,0 | 11,0 | 8,0 5,0 5,0 7,0 7,0 6,0 8,4
Sembra 2 6,0 6,0 5,0 8,0 8,0 6,0 6,0 4,0 6,1
Sembra 3 2,0 2,0 1,5 2,0 2,0 2,0 2,0 1,5 1,9
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7.5.3.2 Bacillus cereus
Amoxicil-lina + acid clavulanic
Miti
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . \|t_Jana
aritmetica (mm)
Sembra 1 90 (11,0100 7,0 | 80 | 10,0 | 10,0 | 9,0 9,2
Sembra 2 40 | 40 | 80 | 90 | 11,0 | 10,0 | 13,0 | 7,0 8,2
Sembra3 | 10,0 | 11,0 | 14,0 | 10,0 | 9,0 | 80 | 11,0 | 8,0 10,1
Azitromicina
Miti
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . \|t.Jana
aritmetica (mm)
Sembra 1 14,0 | 12,0 | 11,0 | 15,0 | 14,5 | 16,0 | 17,0 | 21,0 15,1
Sembra2 | 13,0 | 10,0 [ 12,0 | 9,0 | 80 | 6,0 | 9,0 | 14,0 10,1
Sembra3 | 11,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 | 11,0 | 13,0 | 12,0 | 10,0 10,9
Alcohol etilic 96°
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . Mlt.Jana
aritmeética (mm)
Sembral | 70 | 70 | 70 | 60 | 60 | 60 | 7,0 | 65 6,6
Sembra 2 0,0 0,0
7.5.3.3 Escherichia coli
Alcohol etilic 96°
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmeética (mm)
Sembral | 18,0 |11,0| 80 | 50 | 50 | 70 | 7,0 | 6,0 8,4
Sembra 2 10 | 20 (30| 10| 10 |05 | 05| 1,0 1,2
Sembra 3 20 ( 40 | 70 | 90 | 30 | 1,0 | 1,0 | 1,0 3,5
7.5.4 Resultats de I'experiéncia 3
Staphylococcus epidermidis
Sembra 1l | Sembra 2 | Sembra 3 | Sembra4 | Sembra5 | Sembra 6
Azitromicina + - - - (-)
Amoxicil-lina + ] ) ) ) N
ac. clavulanic
Alcohol etilic
- - + - - -
96°
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Bacillus cereus

Sembra 1l | Sembra 2 | Sembra 3 | Sembra4 | Sembra5 | Sembra 6

Azitromicina - - - + + +

Amoxicil-lina +

R .. - + + - - -
ac. clavulanic

Alcohol etilic
96°

Escherichia coli

Sembra 1l | Sembra 2 | Sembra 3 | Sembra4 | Sembra5 | Sembra 6

Azitromicina - - - - - -

Amoxicil-lina +

ac. clavulanic i i i i i *
Alcohol etilic
96° * * ) ) ) )
7.5.4.1 Staphylococcus epidermidis
Amoxicil-lina + acid clavulanic
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . Mlt.Jana
aritmeética (mm)
Sembral | 41,0 | 42,0 | 48,5 | 51,0 | 52,0 | 51,5 | 51,0 | 50,0 48,4
Sembra2 | 21,0 | 21,0 | 19,0 | 20,0 | 22,0 | 23,5 | 24,0 | 23,0 21,7
Sembra3 | 26,0 | 20,5 | 21,5 | 10,0 | 12,0 | 12,0 | 17,0 | 18,5 17,2
Sembra 4 70 | 80 |10,0 | 12,5| 18,0 | 18,0 | 13,0 | 9,0 11,9
Sembra 5 55 | 50 | 65 | 11,0 | 14,0 | 11,0 | 10,0 | 8,0 8,9
Sembra 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Azitromicina
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmeética (mm)

Sembral | 23,0 | 27,0 (37,0 | 44,0 | 47,0 | 46,0 | 36,0 | 19,0 34,9
Sembra2 | 10,0 | 11,5 | 13,0 | 18,0 | 26,0 | 27,0 | 27,0 | 26,0 19,8
Sembra 3 13,0 | 10,0 | 10,0 | 12,0 | 23,0 | 25,0 | 26,0 | 21,0 17,5
Sembra4 | 23,0 |24,0| 11,0 | 11,5 | 13,0 | 14,0 | 14,5 | 18,0 16,1
Sembra5 | 18,0 | 17,0 | 17,5 | 18,0 | 20,0 | 24,0 | 23,5 | 21,0 19,9
Sembra 6 / / / / / / / / /
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Alcohol etilic 96°
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . l\/\llt_Jana
aritmetica (mm)
Sembra 1 50 | 40 | 40 | 25 | 50 | 70 | 90 | 7,5 5,5
Sembra 2 30 | 35|45 | 50 | 60 | 1000 | 80 | 6,0 5,8
Sembra 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembrad4 | 05 | 10 | 1,5 | 1,0 | 0,5 0 0 0 0,6
Sembra 5 1,0 | 3,0 | 25 | 3,0 0 0 0 0 1,2
Sembra 6 10 | 50 | 60 | 90 (120|100 | 40 | 1,0 6,0
7.5.4.2 Bacillus cereus
Amoxicil-lina + acid clavulanic
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . Mlt.Jana
aritmetica (mm)
Sembral | 40 | 70 | 10,0 | 16,0 | 32,0 | 180 | 9,0 | 1,0 12,5
Sembra 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembra 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembra4 | 80 | 80 | 80 | 70 | 6,0 | 80 | 80 | 8,0 7,6
Sembra 5 5,0 3,5 4,0 5,0 4,0 5,0 4,0 4,5 4,4
Sembra 6 50 | 40 | 60 | 50 | 40 | 40 | 3,0 | 16,0 5,9
Azitromicina
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmeética (mm)
Sembral | 27,0 | 28,0 ( 21,0 | 20,0 | 19,0 | 18,0 | 10,0 | 9,0 19,0
Sembra2 | 22,5 18,5 | 15,0 | 150 | 16,0 | 9,0 | 11,0 | 25,0 16,5
Sembra3 | 26,0 | 21,0 | 13,0 | 13,0 | 15,0 | 15,5 | 20,0 | 25,5 18,6
Sembra 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembra 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembra 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Alcohol etilic 96°
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmética (mm)
Sembra 1 5,0 4,0 4,0 80 | 11,0 | 6,0 5,0 6,0 6,1
Sembra 2 6,0 90 | 11,0 | 8,0 7,0 7,5 6,0 8,0 7,8
Sembra 3 1,0 2,0 3,0 7,5 | 11,0 | 13,0 | 13,0 | 11,0 7,7
Sembra 4 5,0 80 | 10,5 | 6,0 8,0 9,0 6,0 4,5 7,1
Sembra 5 4,5 5,0 8,0 6,5 6,5 7,0 7,5 6,0 6,4
Sembra 6 4,0 6,0 7,0 80 | 12,0 | 150 | 10,0 | 4,0 8,2
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7.5.4.3 Escherichia coli

Amoxicil-lina + acid clavulanic
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . l\/\llt_Jana
aritmetica (mm)
Sembral | 15,0 | 13,0 | 12,0 | 12,0 | 13,0 | 13,5 | 9,0 | 21,0 13,6
Sembra2 | 30,0 | 28,0 | 27,0 | 27,0 | 28,0 | 28,5 | 29,0 | 30,0 28,4
Sembra3 | 26,0 | 16,5 | 14,5 | 14,0 | 14,0 | 13,5 | 13,0 | 16,0 15,9
Sembra 4 70 | 65 (100 90 | 70 | 60 | 80 | 7,0 7,6
Sembra5 | 20,0 125|180 | 70 | 80 | 90 | 85 | 14 10,9
Sembra 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Azitromicina
. e Lils Mitjana
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) s
aritmetica (mm)
Sembra 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembra2 | 18,0 | 19,0 | 24,0 | 23,0 | 23,0 | 30,0 | 30,0 | 31,0 24,8
Sembra3 | 20,0 | 18,0 | 19,0 | 19,5 | 22,0 | 24,0 | 25,0 | 23,5 21,4
Sembra4 | 29,0 | 23,0 | 22,0 | 24,0 | 23,0 | 20,0 | 18,0 | 23,0 22,8
Sembra5 | 26,0 | 19,0 | 19,0 | 19,5 | 18,0 | 19,0 | 19,5 | 24,5 20,6
Sembra6 | 14,0 | 12,0 | 13,0 | 13,0 | 14,0 | 16,0 | 18,0 | 23,0 15,4
Alcohol etilic 96°
Mesures del radi de la zona d’inhibicié (mm) . I\/‘Ilt.Jana
aritmeética (mm)
Sembra 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembra 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sembra3 | 20,0 | 21,0 | 17,0 | 10,0 | 85 | 10,0 | 9,0 | 13,0 13,6
Sembrad4 | 45 | 40 | 7,0 | 12,0 | 13,5 |10,0| 9,0 | 7,0 8,4
Sembra 5 2,0 1,0 1,0 1,0 1,5 1,0 0,5 1,0 1,1
Sembra 6 20 | 20 | 25 |30 |15 | 10 | 10 | 20 1,9
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7.6 Analisi dels resultats

7.6.1 Grafics de I’experiéncia 1

Staphylococcus epidermidis
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Eritromicina Ketoconazol  Alcohol Aigua
etilic 17,5% destil-lada
Tractament aplicat

Els dos grafics anteriors mostren I'amplada de I’halo d’inhibicid dels cultius de
Staphylococcus epidermidis i Bacillus cereus per als diversos tractaments aplicats, en
cadascuna de les dues sembres realitzades. Tot i que els tractaments han estat aplicats
a les tres especies bacterianes (S. epidermidis, B. cereus i E. coli) per igual, no s’ha
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realitzat cap grafic mostrant I'evolucid dels cultius de Escherichia coli, ja que cap dels
tractaments aplicats ha evitat el creixement de les colonies pel medi de cultiu.

S’observa, per tant, que els resultats teorics no es compleixen per al bacteri E. coli.
S’estima que les possibles causes sén I'Gs de producte antimicrobia en pols, de manera
qgue la seva difusio per I'agar és dificultds. Les proximes millores que s’introduiran en
les experiéncies posteriors sén:

- Us d’antibiotics en forma de xarop comd, ja que I'estat semi-liquid millora la
difusio per les plaques.

- Inoculacié i sembra dels bacteris que han aconseguit créixer al voltant del disc
impregnat d’antibiotic.

La informacié que es pot extreure dels grafics anteriors és la seglent:

- El ketoconazol no exerceix cap tipus d’inhibiciéd del creixement bacteria. La
causa radica en el fet que es tracta d’'un producte antimicotic, és a dir, només
té activitat enfront del creixement de fongs. Aix0 demostra |'especificitat
existent entre els productes antimicrobians i els microbis respectius. No tots els
productes antimicrobians son utils per eliminar tots els microorganismes, sind
que cal utilitzar antifungics per eliminar els fongs, antivirics per combatre les
infeccions viriques... Per tant, per inhibir el creixement de bacteris cal utilitzar
antibacterians (o antibiotics).

- L'aigua destil-lada no té cap efecte sobre el creixement dels bacteris. Els
microorganismes sén totalment capacos de viure en medis amb presencia
d’aigua, ja que aquesta no exerceix cap mena de dificultat per al creixement
dels microorganismes. De fet, el medi de cultiu que s’utilitza per a realitzar
cultius bacterians i que satisfa els requeriments nutritius dels bacteris conté
una proporcio important d’aigua.

- Leritromicina és un antibiotic que impedeix el creixement dels bacteris S.
epidermidis i B. cereus, de manera que podem dir que és un antibiotic eficag
per combatre les malalties provocades per aquests microorganismes.

- L'alcohol etilic de farmacia, tot i no ser un producte antibiotic, també presenta
accio antibacteriana. Malgrat que no mostra cap efecte contra E. coli i B.
cereus, I'alcohol és un producte antiseptic que s’utilitza per a la desinfeccid, de
manera que es repetira aquest tractament en les experiéncies posteriors.

S’ha decidit interrompre |’experiéncia prematurament a causa que els resultats
obtinguts en les dues primeres sembres no sén els esperats i s’estima que la causa
principal n’és I'estat fisic solid (en pols) dels antimicrobians. Aixi doncs, s’inicia una
segona experiéncia, en qué s’eliminen els tractaments amb ketoconazol i aigua
destil-lada, ja que se n’ha comprovat la ineficacia en la inhibicié del creixement
bacteria.
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7.6.2 Grafics de I’experiéncia 2

Staphylococcus epidermidis
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Amoxicil-lina + Azitromicina Alcohol etilic
ac. Clavulanic 969

Tractament aplicat

Aguest grafic ens mostra I'evolucié de I'amplada de I’halo d’inhibicié dels diversos
tractaments per al bacteri Staphylococcus epidermidis al llarg de 3 sembres. S'observa
gue tots tres tractaments (amoxicil-lina + acid clavulanic, azitromicina i alcohol etilic)
exerceixen un poder antibacteria que, en general, disminueix en els successius cultius.
El motiu d’aquest disminucid de la capacitat d’inhibicié del producte antibacteria és
I'augment de la resisténcia als antibiotics dels bacteris. Aixo s’explica si entenem que
en les progressives sembres s’esta duent a terme un procés de seleccio, és a dir, s’esta
afavorint la reproduccié en els successius cultius d’aquells bacteris amb una capacitat
major de sobreviure a I'accié de I'antibidtic. D’aquesta manera s’aconsegueix que la
poblacié del cultiu presenti cada cop un nombre major de bacteris capagos de
desenvolupar-se, fins que finalment sén capagos d’ocupar tota la superficie de la placa.
Aquest cas extrem suposa l'aparicié definitiva d’una soca bacteriana resistent a
I’antibiotic, perd no s’observa en el grafic anterior, ja que en totes les sembres apareix
un halo d’inhibicié.

Si estudiem detingudament cada cas observem que per al tractament amb
amoxicil-lina + acid clavulanic es produeix una disminucié drastica de I’halo d’inhibicié
entre les sembres 1i2, perd entre la 2 ila 3 la reduccié és molt lleu.

En el cas de I'azitromicina, tot i que I'accié de I'antibiotic augmenta de la sembra 1 a la
2 (no s’han seleccionat bacteris resistents), el cultiu 3 mostra una reduccié de I'halo
d’inhibicié respecte a l'inicial.

El grafic de I'alcohol etilic és el més significatiu de tots, ja que mostra una disminucid
successiva de I’halo d’inhibicié en cadascuna de les sembres posteriors. Possiblement,
si s’haguessin realitzat un nombre major de sembres s’hauria aconseguit desenvolupar
una soca de S. epidermidis completament resistent a I’accié de I'alcohol.
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Bacillus cereus
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Tractament aplicat

Observant aquest grafic, que reflecteix I'evolucid de I'halo d’inhibicid per als diversos
tractaments del bacteri Bacillus cereus, es pot extreure un seguit d’informacid.

Primerament s’observa que tots els tres tractaments aplicats tenen efecte antibacteria
contra B. cereus. A més, s’observa que en el cas de I'alcohol etilic s’"aconsegueix la
resisténcia bacteriana. Malgrat tot, els grafics dels tractaments amb amoxicil-lina + acid
clavulanic i azitromicina no constitueixen uns bons exemples per corroborar la hipotesi
que es pretén demostrar amb aquesta experiéncia. Es a dir, no s’observa I'aparicié de
soques bacterianes capaces de sobreviure a I'accié d’aquests antibiotics, ja que I'halo
d’inhibicié no disminueix suficientment i fins i tot arribar a augmentar.

Tot i aix0, s’ha pogut comprovar que I'efecte inhibidor de I'azitromicina per a B. cereus
és major que el que presenta I'amoxicil-lina + acid clavulanic. Per tant, es pot afirmar
que, tot i que tots dos antibiotics poden ser utilitats per al tractament d’infeccions
causades per aquest bacteri, I'azitromicina és el farmac més adequat.
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Escherichia coli
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Tractament aplicat

En aquest grafic hi ha representada I'amplada de I’halo d’inhibicié dels tractaments
antibiotics per als cultius d’Escherichia coli.

S’observa que ja en la primera sembra I'amoxicil-lina + acid clavulanic i I'azitromicina
no dificulten de cap manera el creixement bacteria, sind que els cultius s’estenen per
tota la placa, incloent la zona proxima al disc que conté I'antibiotic. Aquests resultats
contradiuen els resultats teorics deduits en funcid de I'adequacié d’aquests antibiotics
per tractar les infeccions d’E. coli. S’hauria d’haver realitzat una segona sembra
utilitzant els bacteris obtinguts de la inoculacié de les colonies proximes al disc per
comprovar que realment sén soques resistents, pero la manca de temps ha estat la
causa principal que no s’hagi dut a terme. Aquest aspecte es tindra en compte en
I'experiencia 3.

L’alcohol si que mostra un cert efecte antibacteria contra I'E. coli i s’observa també
gue es produeix una disminucié important de I’halo d’inhibicié entre les sembres 1 2.
Tot i aix0, 'amplada de I’halo augmenta en la sembra 3, de manera que s’haurien de
realitzar un nombre major de sembres per tal d’aconseguir la resisténcia a I'alcohol
d’aquest bacteri.

Malgrat tot, I'experiéncia va haver d’ésser interrompuda a causa de la manca de més
dies per utilitzar les instal-lacions i el material del laboratori de l'institut, que va
romandre tancat per vacances d’estiu (vegeu l'annex 2).

Una tercera i Ultima experiéncia sera represa a l'inici del nou curs. Aquesta tercera
experiéncia reprendra l'estudi de la resistencia als bacteris utilitzats en les dues
primeres experiéncies, i s’efectuaran novament tractaments amb amoxicil-lina + acid
clavulanic, azitromicina i alchol etilic 962. S’ha decidit continuar amb I'estudi de les
mateixes variables, ja que no s’ha aconseguit demostrar la resisténcia total i, a més,
per comprovar altre cop si es compleixen els resultats teorics.

Treball de recerca 2011/12 - 2n batxillerat e‘



R
Els antibiotics i les resistencies bacterianes .ﬁ e‘

7.6.3 Grafics de I’experiéncia 3

Staphylococcus epidermidis
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Amoxicil-lina + Azitromicina Alcohol etilic 962

ac. clavulanic

Tractament aplicat

En aquest grafic es mostra I’evolucio de 'amplada de I'halo d’inhibicid dels cultius de
Staphylococcus epidermidis per als diversos tractaments.

Primerament cal destacar el compliment dels resultats teorics, ja que s’observa
clarament que el bacteri presenta sensibilitat a tots tres productes antibacterians.

El cas de I'amoxicil-lina + acid clavulanic constitueix el cas ideal i que hauria estat el
desitjable per a la resta de bacteris i tractaments. S’observa que inicialment el grau
d’inhibicié és elevat, el radi de I'halo d’inhibicié és de gairebé 25 mm. En les
successives sembres aquest radi va disminuint progressivament fins arribar al punt en
qgue I'antibiotic no suposa cap tipus de barrera per al creixement bacteria, sind que la
soca seleccionada és capag de sobreviure a I'accié de I'antibiotic. Pel fet de tractar-se
d’un cas idoni, s’ha considerat necessari la inclusié de les fotografies dels cultius de les
6 sembres, on s’observa la disminucié progressiva de I’halo (vegeu I'apartat 6.6.4).

En el cas de I'azitromicina els quatre primers cultius s’ajusten a I'evolucié predita i es
produeix un augment de la resistencia del bacteri a I'antibiotic. Tot i aix0, en la sembra
5 es produeix un augment sobtat de I’halo d’inhibicié, la qual cosa indica que la
guantitat de bacteris resistents ha disminuit respecte les sembres anteriors. També cal
destacar I'abséncia de creixement bacteria en la sembra 6, la qual no es pot justificar
de cap de les maneres amb un augment sobtat de l'efectivitat de I'antibiotic. Les
possibles causes que ho expliquen sén un error a I'hora de la realitzacié de la
inoculacid dels bacteris i la posterior sembra, i la degradacié del cultiu bacteria per
I'antiguitat o per altres factors que hagin pogut provocar la mort dels bacteris (per
exemple, la temperatura, el pH...).

Finalment, s’ha corroborat que I'alcohol etilic té accidé antibacteriana, perd no s’ha
pogut seleccionar una soca de S. epidermidis resistent a aquest antiseptic, ja que no
existeix cap tipus d’evolucid regressiva en I'amplada de I’halo d’inhibicié.
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Bacillus cereus
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Tractament aplicat

Aqguest grafic representa |'evolucié de 'amplada de I'halo d’actuacié inhibitoria dels
diversos tractaments sobre cultius de Bacillus cereus.

S’observa, com en el grafic anterior, que es compleixen els resultats teorics perquée
tots tres tractaments presenten efectivitat a 'hora de combatre el desenvolupament
bacteria pel medi de cultiu.

En el cas de I'amoxicil-lina + acid clavulanic I'objectiu de I’experiéncia no s’ha
aconseguit, ja que tot i que s’aconsegueixen aillar soques resistents a I'antibiotic en les
sembres 2 i 3, en les properes sembres s’observa que la inhibicié de I’antibiotic torna a
ser efectiva.

L’evolucié de la inhibicié de I'azitromicina mostra durant les 3 primeres sembres una
alta efectivitat de I'antibiotic per combatre les infeccions bacterianes originades per B.
cereus. Tot i aix0, s’observa un gran salt en el grafic i les sembres 4, 5 i 6 reflecteixen
I'aparicié d’una soca resistent a la inhibicié antibiotica. Aixi doncs, queda demostrat
gue un canvi a lI'atzar de les caracteristiques morfologiques i funcionals d’un bacteri
degut, probablement, a una mutacié en el material genetic, i la seva posterior
transmissid a la resta d’individus a través dels mecanismes de transformacio,
transduccié i conjugacié (vegeu l'apartat 5.2) originen I'aparici6 sobtada de
resistencies bacterianes als antibiotics.

Per ultim, si s’estudia I'evolucid dels cultius tractats amb alcohol etilic s’observa que
I'amplada de I'halo d’inhibicié es manté més o menys estable en les diverses sembres.
No es produeix, per tant, cap tipus de seleccié de soques bacterianes resistents.
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Finalment, aquest ultim grafic mostra la manera com evolucionen els cultius
d’Escherichia coli sotmesos a |'accié dels diferents tractaments antibacterians.

En aquesta tercera experiéncia, a diferencia de les experiéncies 1 i 2, es verifiquen els
resultats teorics que s’han predit, de manera que tant |alcohol etilic com
I’'amoxicil-lina + acid clavulanic i I'azitromicina mostren eficacia contra I'E. coli. Tot i
aix0, cal destacar que en la primera sembra bacteriana per a cadascun dels
tractaments, 'accié inhibitoria és nul-la. Aixo demostra la poca eficacia dels antibiotics
per combatre les infeccions causades per I'E. coli i justifica per que es prescriu el seu Us
en rares ocasions (vegeu I'apartat 6.2.3.6).

Per al tractament amb amoxicil-lina + acid clavulanic s’observa que I’evolucié de I'halo
d’inhibicid és irregular. Entre les sembres 2 i 3 es produeix un augment considerable de
I’halo, mentre que després disminueix i, finalment, en la sembra 6 torna a augmentar.
Aquesta irregularitat demostra que no s’ha aconseguit I'aparicié d’una soca resistent a
I’accié antibiotica.

En el cas de l'azitromicina, I'evolucié és forca més regular. S'observa que I’halo
d’inhibicié disminueix progressivament en les successives sembres. Aixi doncs, tot i
qgue en la sembra 6 I'halo d’inhibicié encara és forca gran, la quantitat de bacteris
resistents augmenta i es pot deduir que s’hauria aconseguit la resisténcia de I'E. coli a
I’azitromicina si s’haguessin realitzat un nombre major de sembres.

| ja per acabar, cal destacar que en el grafic de I’halo d’inhibicié de I'alcohol hi ha
representada la reduccié successiva de I'amplada, fins arribar a punts propers a la
resisténcia dels bacteris al tractament antiseptic.
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7.6.4 Exemple de I'evolucio de la resisténcia bacteriana

En aquest subapartat es mostra un exemple dels diversos cultius bacterians obtinguts
en les successives sembres d’una mateixa espécie bacteriana exposada a un mateix
agent antimicrobia. Es tracta dels resultats obtinguts per al bacteri Staphylococcus
epidermidis exposat a la mescla d’antibidtics amoxicil-lina + acid clavulanic obtinguts
en I'experiéncia 3.

Com ja hem dit anteriorment, es tracta d’un cas idoni, en qué es produeix una
disminucié successiva de I’halo d’inhibicié. Es a dir, es produeix un augment progressiu
de la resistencia dels bacteris a I'antibiotic fins arribar a aconseguir una resistencia
absoluta a I'accid del producte antibacteria.

A continuacié es mostren les fotografies realitzades de les diverses sembres d’aquest
cas que s’ha descrit.

ll-lustracié 26. Cultiu de Staphylococcus ll-lustracié 27. Cultiu de Staphylococcus
epidermidis en un medi amb amoxicil-lina + epidermidis en un medi amb amoxicil-lina +
acid clavulanic. Sembra 1 acid clavulanic. Sembra 2

ll-lustracié 28. Cultiu de Staphylococcus ll-lustracié 29. Cultiu de Staphylococcus
epidermidis en un medi amb amoxicil-lina + epidermidis en un medi amb amoxicil-lina +
acid clavulanic. Sembra 3 acid clavulanic. Sembra 4
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ll-lustracié 30. Cultiu de Staphylococcus ll-lustracié 31. Cultiu de Staphylococcus
epidermidis en un medi amb amoxicil-lina + epidermidis en un medi amb amoxicil-lina +
acid clavulanic. Sembra 5 acid clavulanic. Sembra 6

S’observa que en la sembra 1 s’ha produit un desplagament del disc impregnat amb el
producte antibiotic des del centre cap a un extrem. Aix0 ha pogut ser causat per
I'agitacid excessiva de la placa de Petri, perd no suposa cap impediment per al progrés
de I'experiencia. S'observa també que el producte antibacteria actua amb un gran éxit
de resultats, ja que impedeix el creixement bacteria en practicament la totalitat del
cultiu.

La sembra 2 ha estat realitzada a partir de la descendéncia per reproduccié asexual
dels bacteris més propers a I'halo d’inhibicié i que, per tant, tenen una major
probabilitat de ser resistents. Aixi doncs, s’observa que en el segon cultiu el diametre
mitja de I’halo d’inhibicié disminueix respecte del de la sembra 1.

Aquesta disminucié augmenta en les successives sembres, de manera que es pot
deduir encertadament que cada cop hi ha més bacteris resistents a I'antibiotic, és a dir,
capacos de sobreviure a I'accié antibacteriana.

Cal destacar que en el cultiu 5 s’observa la preséncia de colonies de Staphylococcus
epidermidis a I'interior de I’halo d’inhibicié (vegeu la il-lustracié 32). Aquestes colonies
estan integrades per individus completament resistents a I'antibiotic, ja que han estat
capacos de desenvolupar-se en la zona d’actuacio efectiva de I'antibacteria.

Finalment, és de vital importancia descriure el cultiu de la
sembra 6, ja que s’hi observa I'adquisici6 completa de
resisténcia a l'antibiotic per part dels bacteris. El cultiu,
realitzat a partir de les colonies resistents del cultiu 5,
mostra el creixement complet de bacteris per tot el voltant
del disc, de manera que I'halo d’inhibiciéd és nul. Malgrat
tot, s’observa la falta de creixement en una zona de la
placa, perd no és pot considerar, ja que estd separada de| [IMustracié 32. Colonies de
L , S Staphylococcus epidermidis
disc impregnat amb I’antibiotic.
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7.7 Factors que han influit en els resultats

Com ja s’ha mencionat anteriorment, els resultats de I'experiéncia no han estat en tots
els casos els més adequats. Es una realitat habitual en la investigacié de caire cientific
gue els resultats perseguits amb els experiments empirics no s’aconsegueixen sempre
a la primera. Moltes vegades no s’arriba a demostrar la hipotesi formulada fins després
d’anys d’investigacio i de treball.

Malgrat tot, cal observar que els resultats d’aquesta experiéncia per a la demostracié
de I'existencia de soques bacterianes resistents als antibiotics no ha estat negatius. A
més, s’ha comprovat el risc que comporta el mal Us dels antibiotics en I'increment de
soques bacterianes resistents. Cal analitzar, pero, els possibles factors que han influit
negativament en el desenvolupament de I'experiéncia:

- Lexperiencia s’ha efectuat en un laboratori d’institut. No disposa, per tant, de
les condicions aséeptiques i d’esterilitat necessaries per al desenvolupament
idoni d’un treball d’experimentacio cientifica. A més, juga un altre factor en
contra: es tracta de la impossibilitat de mantenir el material d’experimentacié
allunyat de persones que puguin alterar-ne el desenvolupament. Aixi doncs,
durant I'experiéncia 3 va tenir lloc una incidéncia pel fet que la incubadora va
ser desendollada.

- La caducitat dels antibiotics. Tot i que s’han mantingut els productes
antimicrobians a la nevera durant tot el temps de durada de cadascuna de les
experiéncies, els productes presenten una data a partir de la qual els seus
efectes ja no son els mateixos. Es tracta d’antibiotics d’Us comu que s’han
adquirit a la farmacia i, per tant, tenen una durada maxima de 7 i 10 dies
respectivament. Per tant, cal tenir en compte que sobrepassats aquests limits,
I'efecte inhibitori disminueix.

- L’antiguitat dels bacteris. Es un altre factor que cal tenir en compte, ja que tot i
que quan estan a la incubadora a una temperatura idonia de 372C els bacteris
es reprodueixen, el temps que passen a la nevera (caps de setmana) les
cél-lules no es divideixen, i I'edat dels bacteris influeix en la capacitat de
creixement de les colonies.
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8. Enquesta

En la realitzacié del treball s’ha considerat necessari la dur a terme una enquesta
(vegeu I'annex 4) amb la finalitat principal de comprovar la relaciéd que hi ha entre
I'aparicié de resistencies bacterianes als antibiotics i el mal Us que se’n fa. Aixi, s’ha
volgut comprovar l'existéncia de greus problemes en la societat actual com sén
I'automedicacié i la desinformacio respecte als temes de la salut.

La poblacié estudiada compréen un total de 205 estudiants de secundaria i batxillerat
de l'institut de Flix, compresos en una franja d’edat que va des dels 11 fins als 18 anys.
Cal tenir en compte que es tracta d’'una poblacié jove, que encara no ha assolit
coneixements ferms i que les conclusions que es puguin extreure de I'enquesta no
seran veridics per al total de la societat.

Les preguntes que s’han intentat respondre amb la realitzacié d’aquesta enquesta son
les seglients:

- Quin és el grau de coneixement general que tenen els alumnes de l'institut de Flix
dels antibiotics?

- Saben els estudiants de secundaria per a quins tipus de malalties sén Uutils els
antibiotics?

- Es té un bon coneixement de la forma en qué es prescriuen i de com s’han
d’administrar els antibiotics? En cas negatiu, existeix alguna relacié entre la
ignorancia en I’Us dels antibiotics i I'aparicié de resisténcia bacterianes?

- Es conscient la poblacié dels efectes negatius que pot comportar el mal Us dels
antibiotics?

- Saben els adolescents com tractar les possibles restes d'un tractament amb
antibiotic?

8.1 Resultats de I'enquesta

Aquest apartat constitueix una interpretacié de les dades obtingudes de I'enquesta. A
partir dels resultats obtinguts, s’ha fet un tractament estadistic i grafic per facilitar el
comentari de les dades obtingudes en aquesta recerca. Cal destacar que determinades
respostes de I’'enquesta s’han considerat nul-les, ja sigui per manca de resposta o per
I'estimacio de la resposta com a contradictoria.

Tot seguit s’analitzen els grafics realitzar, es descriuen els métodes seguits per a
I'execucié d’aquests a partir de les preguntes fetes en I'enquesta i es comprova si les
hipotesis inicials es verifiquen o no.

8.1.1 Coneixement general dels antibiotics com a medicaments utilitzats
per a combatre infeccions bacterianes

Per a la realitzacié d’aquest grafic s’han considerat les preguntes de l'enquesta
seglients:

1. Que son els antibiotics?

a) S6n medicaments que calmen el dolor.
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b) S6n medicaments que ens prevenen de contraure determinades malalties.
c) Sén medicaments per combatre les malalties causades per virus.

d) Sén medicaments per combatre les malalties causades per bacteris.

e) Sén medicaments per combatre molésties i dolors lleus.

f) Sén medicaments que disminueixen la funcié del sistema nervids.

6. Quines de les seglients afeccions creieu que es poden tractar amb antibiotics?

a) Refredat d) Infeccid d’orina
b) Grip e) Herpes
c¢) Faringitis, mal de gola f) Acné

9. Els antibiotics s’han de prendre d’una forma pautada?

a) Si, s’han de prendre a unes hores determinades.

b) No, només s’han de prendre quan ens trobem malament, perd no massa sovint.

c) No, s’han de prendre sempre que ens trobem malament.

d) No, s’ha de prendre una dosi determinada diaria, pero és indiferent el moment
del dia.

Aguestes preguntes permeten analitzar si els enquestats saben que els antibiotics sén
farmacs que s’utilitzen per combatre malalties o infeccions d’origen bacteria, que per
tant només serveixen per tractar afeccions causades per aquest tipus de
microorganismes (contra la grip, per exemple, no tenen cap tipus d’efecte, ja que és
causada per un virus), i que, a diferéncia de la resta de farmacs d’'Us comdu, els
antibiotics s’han de prendre d'una forma pautada, a unes hores concretes
determinades pel metge.

Segons la rellevancia de cadascuna d’aquestes preguntes i de la quantitat d’informacié
gue ens permeten obtenir, s’Tha determinat calcular una mitjana ponderada de
cadascuna de les dades aportades per les preguntes anteriors. Aixi doncs, considerant
el major pes que representa la pregunta 1, se li ha atorgat un valor de ponderacié del
80% del total, considerant la resposta d) com un bon grau de coneixement, les
respostes a), b), e) i f) com un grau de coneixement baix, i la resposta c), estimant que
mostra un cert grau de coneixement per part de l'individu, tot i ignorar la gran
diferéncia existent entre bacteri i virus, es considera que reflecteix un grau de
coneixement forga elevat tot i la presencia d’una confusié important.

En el cas de la pregunta 6, s’ha fixat un valor de ponderacié del 15%. Es tracta d’una
pregunta en la qual diverses respostes son valides (3 respostes correctes i 3 respostes
incorrectes); per tant, cal tenir en compte que un individu que coneix les tres respostes
presenta un grau de coneixement superior que aquell qui només en coneix una, de la
mateixa manera que aquell qui s’equivoca només en una de les respostes, té un nivell
de coneixement superior que qui marca tres respostes erronies. Aixi doncs, es tracta
d’una pregunta de dificil valoracié. El criteri que s’ha seguit és el seglient: les respostes
gue mostren un bon coneixement dels antibiotics sén c), d) i f), mentre que les
respostes a), b) i e) denoten un mal grau de coneixement. Per tant, es consideren
valides les respostes correctes marcades, i de les respostes incorrectes sense marcar
se’n consideren valides una part. Es a dir, si en el recompte de les enquestes s’ha
determinat que de totes les respostes marcades 233 corresponen a respostes
correctes, de les respostes incorrectes no marcades se’n consideren correctes també
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233. S’ha determinat aquest metode pel fet que no es poden considerar totes
correctes (s’estaria incrementant el grau de coneixement de la poblacié enquestada),
ni tampoc incorrectes.

Finalment, la pregunta 9 s’ha valorat amb un 5% degut al menor pes que representa en
el conjunt total respecte al coneixement general dels antibiotics. Es considera correcta
la resposta a), i incorrectes les respostes b), c) i d).

Els resultats finals obtinguts es mostren en el grafic seglient, en el qual hi ha
representats els diferents nivells de coneixement en percentatges:

Grau de coneixement dels antibiotics

24,0% Bo

39,9%
W Dolent

B Mostra
confusié
36,1%

En aquest grafic s'observa que gairebé dos tercos de la poblacié enquestada mostren
un cert grau de coneixement sobre els antibiotics, malgrat que gran part mostra
confusid. Aixi doncs, tot i que son molts els qui coneixen que els antibiotics s'utilitzen
per combatre malalties causades per algun tipus d’agent microbia, el nombre de
persones que realment tenen un coneixement bo d’aquests farmacs no arriba al 40%.
A més, cal destacar que el percentatge d’alumnes que presenten un grau de
coneixement vertaderament baix, proper a la ignorancia, supera el 36%, que supera en
excés el desitjable.

8.1.2 Coneixement referent a les malalties per a les quals sén utils els
antibiotics
Per a I'analisi d’aquesta variable s’han tingut en compte les preguntes seglients:

6. Quines de les seglients afeccions creieu que es poden tractar amb antibiotics?

a) Refredat d) Infeccid d’orina
b) Grip e) Herpes
c) Faringitis, mal de gola f) Acné

7. Marca amb una creu els medicaments que creus que tenen funcié antibiotica:

a) Paracetamol e) Aspirina
b) lbuprofeno f) Cloramfenicol
c¢) Penicil-lina g) Bisolgrip

d) Cortisona

Amb aquestes preguntes podem determinar si I'alumnat coneix per a quines malalties
tenen eficacia els antibiotics, és a dir, per al tractament de quines malalties poden ser
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utilitzats, i si saben distingir entre alguns dels medicaments més comuns i els
antibiotics.

Novament, s’ha realitzat una mitjana ponderada. La rad radica en el fet que té més
importancia el fet de saber distingir quines malalties poden ser tractades amb
antibiotics i quines no, que saber detectar quins medicaments sén antibiotics. Cal tenir
en compte que molts pacients només prenen |'antibiotic perque els ho prescriu el
metge, i en rares ocasions s’aprén el nom del farmac. Tot i aix0, es considera important
el fet de saber que medicaments d’Us comu com el paracetamol, I’Aspirina i el Bisolgrip
no sén antibiotics. Per tant, s’ha atorgat un valor del 75% a la pregunta 6, i del 25% a la
pregunta 7.

En totes dues s’ha utilitzat el métode d’extraccié de resultats descrit per a la pregunta
6 del grafic anterior (vegeu I'apartat 8.1.1), considerant correctes per a la pregunta 6
les respostes c), d) i f), i incorrectes les respostes a), b) i e); i per a la pregunta 7,
donant per valides les respostes c) i f), i per invalides les respostes a), b), d), e) i g).

En definitiva, s’"ha aconseguit realitzar el grafic seglient, on es mostra el percentatge de
poblacid enquestada amb bon i mal coneixement de la utilitat dels antibiotics
respectivament:

Grau de coneixement de la utilitat

33,6%
Bo
M Dolent

66,4%

La importancia d’aquest grafic rau en el fet que mostra que només una petita part de
la poblacié corresponent a una tercera part coneix bé per a quines malalties tenen
utilitat els antibiotics i/o distingeix els antibiotics de la resta de medicaments. La resta,
més del 66% no sap identificar I'Us dels antibiotics. Aquest elevat percentatge el
podem justificar, d’'una banda, pel fet que molta gent desconeix que només sén Uutils
per al tractament d’infeccions bacterianes o ho confon amb les infeccions viriques, fet
gue doéna suport als resultats del grafic anterior; i de 'altra, perque ignora la causa de
les malalties de més freqliéncia en la societat actual.
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8.1.3 Coneixement de la forma de prescripcié i d’administracio dels
antibiotics

Les preguntes de I'enquesta que soén utils per a I'estudi d’aquesta variable sén les
seglients:

3. L’dltima vegada que vas prendre antibiotics, qui te’ls va receptar?

a) Farmaceéutic d) Amic o familiar
b) Metge e) Infermer
¢) Pare o mare f) Tu mateix

4. Creus que passa res si es prenen antibiotics sense que els recepti un metge?

a) Si
b) No

5. Quant de temps aproximadament vas estar prenent I'antibiotic?

a) Menys de 2 dies d) Més de 10 dies
b) De 3 a5 dies e) Els dies que va dir el metge
c) Entre 5i 10 dies

8. Sit'estas prenent un antibiotic i ja et trobes millor:

a) Deixes de prendre’n.
b) Continues prenent-ne fins que s’acaba la caixa.

8.1 Per qué? (Tria una sola resposta)

a) Perquée prendre medicaments quan ja et trobes bé no és beneficids per a
I'organisme.

b) Perqueé si els simptomes ja m’han desaparegut, vol dir que la malaltia no era tan
greuinocal.

c) Perque cal acabar el tractament que ha receptat el metge per no generar
resisténcies bacterianes.

d) Perque si les caixes contenen una determinada dosi d’antibiotic, si no, en
posarien menys.

9. Els antibiotics s’han de prendre d’'una forma pautada?

a) Si, s’han de prendre a unes hores determinades.

b) No, només s’han de prendre quan ens trobem malament, perd no massa
sovint.

¢) No, s’han de prendre sempre que ens trobem malament.

d) No, s’ha de prendre una dosi determinada diaria, pero és indiferent el moment
del dia.

Aquestes preguntes fan referencia al tipus de persona, professional de la medicina o
no, que els enquestats consideren aptes per a la prescripcié d’antibiotics, aixi com
també el temps que dura un tractament habitual i les mesures que prenen quan els
simptomes de la malaltia comencen a desapareixer després de comencar el
tractament. A més, també van encaminades a analitzar la forma com prenen els
antibiotics, és a dir, de forma pautada i regular, o no.
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De la mateixa manera que en els casos anteriors, s’ha establert un percentatge
diferent a cada pregunta segons el pes que presenten. Aixi doncs, la pregunta 3
representa un 5% del total de les dades, considerant correctes les respostes b), c) i e).
En un principi s’haurien donat per valides només les respostes corresponents a
professionals de la medicina, perd observant que alguns nens prenen antibiotic seguint
les ordres del pare, el qual ha rebut les instruccions del metge, s’ha decidit acceptar
també aquesta resposta. En la pregunta 4, valorada amb un 5%, es considera bona la
resposta a) i incorrecta, la b). En el cas de la pregunta 5, valorada amb un 5%, és
correcta la resposta b), son incorrectes les respostes a), b) i d), i es valora amb un cert
grau de confusio la resposta c), ja que la gran majoria dels tractaments amb antibiotics
tenen una durada d’uns 7-8 dies, tot i que l'individu que ha marcat aquesta resposta
no en sap el motiu. Pel que fa a la pregunta 8, valorada amb un 30%, és correcta la
resposta b) i incorrecta la resposta a). Aquesta pregunta té un pes més considerable
degut a que permet extreure dades més rellevants en referéncia a I'administracié
adequada dels antibiotics. La pregunta 8.1, molt relacionada amb I'anterior, també té
un pes del 30%. En aquesta qliestio es considera que reflecteix un bon coneixement la
resposta c), mostren un mal coneixement les respostes a) i b), i es qualifica de
coneixement confus la resposta d), ja que és certa i mostra una determinada logica,
perd no deixa clars els motius pels quals cal acabar de prendre la caixa d’antibiotics.
Finalment, la pregunta 9 representa el 25% restant, i es valora de manera positiva la
resposta a), de manera negativa les respostes c) i d), i de manera intermedia la
resposta b), ja que la pregunta pot ser interpretada de manera que els antibiotics no es
poden prendre sempre, sind només quan es presenten simptomes d’una determinada
malaltia.

El grafic que mostra els resultats obtinguts en aquests calculs és el seglient:

Grau de coneixement de la prescripcid i I'administracio
3,9%

Bo

36,6% H Dolent

59,5% B Mostra confusio

Observant el grafic es pot determinar que prop del 60% de la poblacié enquestada
coneix bé que els antibiotics han de ser prescrits pels professionals de la salut i/o que
s’ha de seguir el tractament de forma pautada fins a finalitzar-lo. Ara bé, un 36% de la
poblacié ho desconeix. Es tracta d’una xifra prou significativa que cal tenir en compte a
I’hora d’extreure conclusions referents a I'aparicié de resisténcies bacterianes (vegeu
I'apartat 8.2). Tot i aix0, cal tenir en compte que la poblacié enquestada correspon a
alumnes de secundaria i batxillerat: molts dels alumnes de 1r i 2n d’ESO no gaudeixen
encara de coneixements suficients, perd a la realitat la prescripcié i I'administracid,
supervisada pels pares, sovint és la correcta.
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8.1.4 Coneixement dels efectes negatius que comporta el mal us dels
antibiotics a nivell individual i social

Les preguntes que permeten obtenir les dades necessaries per a la realitzacié d’aquest
grafic sén les seglients:

8. Sit’estas prenent un antibiotic i ja et trobes millor:

a) Deixes de prendre’n.
b) Continues prenent-ne fins que s’acaba la caixa.

8.1 Per qué? (Tria una sola resposta)

a) Perque prendre medicaments quan ja et trobes bé no és beneficids per a
I'organisme.

b) Perque si els simptomes ja m’han desaparegut, vol dir que la malaltia no era tan
greuinocal.

c) Perque cal acabar el tractament que ha receptat el metge per no generar
resisténcies bacterianes.

d) Perqué si les caixes contenen una determinada dosi d’antibiotic, si no, en
posarien menys.

11. Saps quée pot passar si s'utilitzen antibiotics de forma inadequada? Pots marcar
més d’una possibilitat si ho consideres necessari.

a) No passa res.

b) Els antibiotics deixaran de ser eficacos perque els bacteris que hauran
sobreviscut seran més forts.

c) Els antibiotics deixaran de ser eficagos perques els virus que hauran sobreviscut
seran més forts.

d) La immunitzacié respecte la malaltia determinada de la qual ens protegia
I'antibiotic deixara de ser eficac.

e) Es produeix un deteriorament del nostre organisme a causa del consum de
substancies quimiques innecessaries.

A través d’aquestes preguntes es pretén analitzar com s’utilitzen els antibiotics i si els
estudiants coneixen les repercussions que el mal Us dels mateixos comporta tant a
nivell individual, és a dir, els efectes negatius sobre el propi organismes, com a nivell
social, amb I'aparicié de les tant preocupants resistencies bacterianes.

Procedint amb el mateix métode que en els casos anteriors, s’ha realitzat una mitjana
ponderada dels resultats de cadascuna de les preguntes de I'enquesta. La pregunta 8
s’ha valorat amb un 20%, considerant bona la resposta b) i dolenta la a). A la pregunta
8.1 se li ha atorgat un valor major, el 40%, ja que aporta una quantitat d’informacié
major sobre les conseqiliéncies que I'enquestat considera que tenen els antibiotics. En
aquesta pregunta s’han donat per correctes i incorrectes les mateixes respostes que
s’han considerat en la realitzacié del grafic anterior. Finalment, tot i el major pes que
hauria de presentar la pregunta 11, que pregunta de forma directa sobre els efectes de
I’ds inadequat dels antibiotics, s’"ha considerat atorgar-li igualment un 40% degut a la
dificultat de la qliestid en si. Aixi, es considera que reflecteixen un bon coneixement les
respostes b) i e), un mal coneixement les respostes a) i d), i per a la resposta c) es

Treball de recerca 2011/12 - 2n batxillerat @‘



1‘7 ™.
Els antibiotics i les resistencies bacterianes .ﬁ o‘

considera que I'individu mostra confusid, degut a la ignorancia de la diferéencia existent
entre els tipus de microorganismes.

Els resultats obtinguts es mostren en aquest grafic, que mostra el grau de coneixement
dels efectes negatius dels antibiotics en forma de percentatges:

Grau de coneixement dels efectes negatius del mal us
8,8%

Bo
49,6% H Dolent

41,6% B Mostra confusio

El grafic mostra que prop del 50% de la poblacié enquestada coneix les repercussions
individuals i socials que comporta el mal Us dels antibiotics, el qual és un percentatge
considerable. Malgrat tot, la proporcid d’individus que no coneix aquestes
conseqliencies negatives i que, per tant, és més propicia a I'administracié erronia
d’aquests farmacs, és forca elevada, superant el 40% de la poblacié total enquestada.
Cal tenir en compte aquestes xifres a I'hora d’extreure conclusions referents a la
relacié que hi ha entre el mal Us dels antibiotics i I'aparicio de resisténcies bacterianes
(vegeu I'apartat 8.2).

8.1.5 Coneixement del tractament de les possibles restes d’un tractament
amb antibiotics

Per a la realitzacié d’aquest grafic s’han tingut en compte la seglient pregunta de
I'enquesta:

10. Que en fas de les restes dels antibiotics que no has pres?

a) Els guardo a casa per una altra ocasié en qué se’m presentin els mateixos
simptomes.

b) No tinc restes d’antibiotics, sempre els acabo.

c) Els retorno a la farmacia.

d) Els tiro a la brossa.

Aquesta pregunta va encaminada a posar de manifest dos aspectes de la poblacié
enquestada. D’una banda, revela si els alumnes saben que els antibiotics, a diferencia
de medicaments d’Us comu com les Aspirines, no poden utilitzar-se quan I'individu ho
considera necessari, sind només quan ho prescriu un metge. Per tant, no es poden
guardar en cap cas les restes d’antibiotic d’un tractament determinat per a una altra
ocasié en que apareixen simptomes similars. D’altra banda, la pregunta s’entén des
d’un vessant ecologic i intenta estudiar si els estudiants coneixen que els
medicaments, i per tant també els antibiotics, no poden tirar-se a les escombraries,
sind que s’han de retornar a la farmacia.
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Aixi doncs, com que el grafic s’ha realitzat a partir d’una Unica pregunta no ha estat
necessari realitzar una mitjana ponderada. S’han considerat que mostren un bon
coneixement del tractament de les restes d’antibiotics les respostes b) i c), ja que la
primera reflecteix que I'individu coneix que els tractaments antibiotics sempre s’han
de prendre fins a finalitzar-los, i la segona perqué algunes vegades es recepten caixes
amb una quantitat d’antibiotic superior a la prescrita pel metge, i les restes cal
retornar-les a la farmacia. En canvi, les respostes a) i d) reflecteixen un mal
coneixement.

El grau de coneixement que mostra I'alumnat de l'institut de Flix en referéncia a
aquesta variable es mostra en aquest grafic:

Grau de coneixement del tractament de les restes

27,2%

Bo
m Dolent

72,8%

Analitzant el grafic ens adonem que el percentatge de poblacié enquestada que coneix
com tractar les restes d’antibiotic és bastant baix, ja que amb prou feines supera el
27%. En canvi, més del 70% de la poblacié mostra un desconeixement total de la
variable estudiada, el qual supera en excés el percentatge esperat.

En el seglient grafic es mostren els motius del bon i el mal coneixement
respectivament, fent referéencia als dos aspectes que es volien estudiar amb la
formulacié d’aquesta pregunta i que s’han esmentat anteriorment.

Tractament de les restes d'antibiotics

16,9%

W Guardar a casa

10,3% M Llengar a la brossa

Retornar a la farmacia

4,2%

68 6% No tenir restes
), (o)

A partir del grafic s’observa que la major part de I'alumnat que desconeix com tractar
les restes d’antibiodtic ignora la diferéncia de processament dels antibiotics respecte la
resta de farmacs habituals. En canvi, es relativament baix el percentatge d’alumnes
gue ignora l'aspecte ecologic del tractament de les restes de medicaments, ja que el
tant per cent d’adolescents que creu que poden llangar-se a la brossa no arriba al 5%.
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8.2 Analisi dels resultats
A partir dels resultats de I’'enquesta es poden extreure diverses conclusions:

- El mal coneixement que la societat té dels antibiotics, juntament amb la falta
de consciéncia de la utilitat que tenen aquests productes i de I'Us que se n'ha
de fer, és la causa principal utilitzar els antibiotics de manera incorrecta i, a
vegades, innecessaria.

- El mal Us dels antibiotics augmenta la pressié de seleccid sobre els bacteris, és a
dir, afavoreix la supervivéncia d’aquells bacteris capacos de persistir a I'accid
antibiotica a causa d’'una mutacié a I'atzar en la seva informacid genetica. Per
tant, es pot afirmar que I’'Us inadequat dels antibiotics és la causa més
destacada de I'aparicié de resisténcies bacterianes als antibiotics.

- Cal conscienciar la poblacié de la necessitat d’un Us racional dels antibiotics i
difondre la importancia de seguir els tractaments antibiotics amb la pauta que
ha marcat el metge i no modificar-la en funcié de la desaparicié dels simptomes
de la malaltia en tractament.

- L’Us indiscriminat dels antibiotics posa en risc la seva eficacia en el tractament
de les infeccions bacterianes degut a que els bacteris poden arribar a ser
insensibles a no només un antibiotic, sind diversos. Es tracta de les
multiresistencies bacterianes.

- Totique I'enquesta mostra I'Us incorrecte dels antibiotics associat a aquells qui
els prenen, en alguns casos és el metge qui prescriu el tractament inadequat. Es
el cas, per exemple, de les receptes d’antibiotics per tractar refredats o la grip,
malalties per les quals cal recordar que aquests medicaments no tenen cap
efecte, ja que només son Utils per combatre les infeccions bacterianes.
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9. Conclusions

Els microorganismes es comuniquen mitjancant un “llenguatge quimic”, és a dir,
secretant compostos que inhibeixen el creixement d’altres espécies. D’aquests
compostos, els antibiotics son els més ben coneguts i tenen preeminéncia perque
s’utilitzen en el tractament de malalties de I'ésser huma i d’animals.

Després de realitzar aquest treball, puc arribar a constatar que I'is d’antibiotics ha
suposat un indiscutible aveng¢ en la lluita contra els bacteris patogens. Només cal
observar la disminucié de la mortalitat a causa de malalties infeccioses que s’ha
produit des de l'aparicido d’aquests farmacs. Un exemple n’és la tuberculosi, una
malaltia infecciosa causada per un bacteri que, fa només tres segles era una de les
causes principals de mortalitat a Europa. A partir del segle XIX, a causa de I'aparicid
dels tractaments antimicrobians, s’han aconseguit remeis “finals” contra aquestes
malalties. Cal tenir en compte, pero, que ens referim sempre al mén occidental, és a
dir, als paisos desenvolupats, que és on s’han difds majoritariament aquests farmacs i
on tothom pot accedir-hi amb facilitat. Als paisos subdesenvolupats, I'accessibilitat als
antibiotics és molt costosa, i per aixd aquestes malalties continuen sent altament
mortiferes.

A més, cal afegir, com hem vist, que els bacteris han estat capacos de desenvolupar
resisténcies als antibiotics, de manera que poden arribar a convertir-los en productes
completament ineficacos. Com a conseqliencia, s’ha observat la reaparicio de malalties
aparentment eradicades als paisos occidentals.

Es per aixd que és tan significant la recerca i la investigacié cientifica en laboratoris, per
tal d’avancar en el coneixement dels mecanismes d’actuacié dels microorganismes i
aconseguir desenvolupar una forma permanent de fer front a les malalties que ens
provoquen.

Al llarg del treball s’ha intentat explicar, en un primer moment, que sén i com actuen
els antibiotics per combatre les infeccions bacterianes. La part practica, pero, pretenia
demostrar que els bacteris sén capagos d’adquirir resistencia als antibiotics i que el
mal Us d’aquests farmacs propicia la rapida aparicié de soques resistents. L'estudi
portat a terme revela que, efectivament, els bacteris més aptes poden ser seleccionats
durant successius cultius fins aconseguir aillar una soca bacteriana per la qual els
antibiotics no tenen cap tipus d’efecte perjudicial.

D’aquest treball, perod, també es desprenen altres conclusions importants. Es el cas de
la comprovacid que existeixen productes capacos d’inhibir el creixement bacteria i que
no sén productes antibiotics. Es el cas de 'alcohol de farmacia, el mecanisme d’accié
antimicrobia del qual radica en la seva capacitat de desnaturalitzar les proteines. Aixo
explica per qué es poden desinfectar les ferides amb alcohol i per qué el constituent
essencial de molts productes antiséptics és I'alcohol, ja sigui etanol, isopropanol o n-
propanol.

Ara bé, a part de demostrar que els bacteris poden fer-se resistents als antibiotics, la
gual cosa ja es coneix des de fa molts anys, aquesta recerca pretenia demostrar la
importancia d’utilitzar adequadament els antibidtics per reduir I'aparicié de
resisténcies. | dic reduir perqué és impossible evitar que apareixen bacteris resistents,
forma part dels seu procés d’adaptacié. Tots els éssers vius, inclosos els bacteris, que
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no sén una excepcid, estan sotmesos al procés de seleccié natural. Per tant, no es pot
impedir I'aparicié de mutants resistents; pero el que si es pot fer és minimitzar-la a
través de I'eliminacié de tots i cadascun dels bacteris causants d’'una malaltia infeccio.
Aix0 desemboca en la importancia de seguir el tractament d’un antibiotic amb la pauta
gue marca el metge i no modificar-la en funcié de la desaparicid dels simptomes, ja
gue tot i que els simptomes hagin minvat, cal acabar amb tots els bacteris causants de
la malaltia.

Amb la realitzacid de I'enquesta s’ha pogut comprovar que el desconeixement dels
antibiotics per part de la poblacié i el conseqlient mal Us sén evidents. Per tant, cal
portar a terme una conscienciacié de la societat sobre com d’importants sdn aquestes
substancies. Només d’aquesta manera es podra allargar la vida util dels antibiotics,
evitant aixi una major aparicié de soques resistents. Cal incidir en la importancia dels
antibiotics a nivell médic i en el fet que per al descobriment d’un nou antibidtic que
pugui substituir a un d’anterior que s’hagi convertit en inservible, calen anys
d’investigacié cientifica i una gran inversid economica. Aquesta conscienciacié ha de
comencar en l'educacié i ha de permetre arribar a totes les persones que sigui
possible.

Cal dir que el treball deixa linies de recerca obertes per a altres possibles estudis.
Utilitzant la introduccio teodrica i el métode d’experimentacié del present treball com a
base, es pot realitzar un estudi dels diferents bacteris que han desenvolupat
resisténcia als diversos antibiotics actuals. D’aquesta manera es podra saber la situacio
actual en qué es troben aquests farmacs, i per al combat de quins bacteris determinats
cal enfocar la investigacid dels nous productes antibiotics.

Pel que fa a I'enquesta, s’ha realitzat a una poblacio jove en edat escolar. Per coneixer
millor el coneixement que té la societat dels antibiotics i I'Us que se’n fa, resta obert un
possible estudi més profund efectuant aquesta mateixa enquesta a un sector de la
poblacid més ampli. Aixi doncs, després d’analitzar-ne els resultats pertinents per
franges d’edat i sectors diferents de poblacié, es podra comprovar quins sén els
col-lectius socials que mostren un grau de desconeixement més important i sobre el
qual caldra actuar per tal de millorar I'Gs dels antibiotics i frenar I'aparicié de
resisténcies bacterianes.

A nivell personal, la realitzacié d’aquest treball m’ha permet aprendre molt i
aprofundir en un mén molt més interessant del que pot semblar a simple vista. A més,
em sento orgullosa d’haver realitzat el treball de camp, ja que tot i el temps que hi he
hagut de dedicar i les dificultats que he hagut de superar, els resultats obtinguts han
fet que hagi valgut la pena. En conjunt, ha estat una experiéncia molt positiva en tots
els ambits, on l'esforg, la perseveranca i la paciéncia han estat presents en tot
moment.

Finalment, m’agradaria dir que la investigacid, amb el seu esforg i treball diari, ens
permet fer front a les diverses dificultats amb les quals ens anem topant, ja sigui de
tipus medic, tecnologic o social. Per tant, des d’aqui vull lloar la feina que realitzen tots
els investigadors en les universitats, els instituts d’investigacid i els centres hospitalaris
i que passa desapercebuda als ulls de moltes persones.
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11. Annexos

11.1 Annex 1. Classificacio dels antibacterians

Betalactamics Macrolids .
. o s Quinolones
Aminoglicosids Ketolids . .
N . Lincosamides
Estructura Glicopéptids Polipéptids Anfenicols
quimica Rifamicines Tetraciclines .
. . Sulfamides
Nitroimidazoles Nitrofurens . .
. - Trimetoprim
Estreptogramines Oxazolidinones

- Inhibidors de la sintesi d’acids nucleics
Nitroimidazoles, nitrofurens, quinolones i rifamicines.
- Interfereixen en la sintesi de proteines
Aminoglicosids, tetraciclines, anfenicols, macrolids, ketolids,
lincosamides, estreptogramines i oxazolidinones.
- Alteren la funcié de la membrana citoplasmatica
Mecanisme Polipéptids
d’accié - Inhibidors de la sintesi del péptidglica de la paret bacteriana
Glicopéptids i betalactamics.
- Inhibidors de la sintesi de cofactors metabolics
Sulfamides i trimetoprim
- Inhibidors d’enzims inactivadors d’antibiotics
Inhibidors de les betalactamases (acid clavulanic, sulbactam i

tazobactam).
Espectre - Ampli espectre
d’activitat - Espectre reduit
Efecte - Bactericides
antimicrobia - Bacteriostatics
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Betalactamics

Penicil-lines
(penemes)

T Penicil-lina G
. Penicil-lines -
Penicil-lina V
naturals s
Feneticilina
[l. Penicil-lines Meticilina
resistents a la Oxacilina
penicinilasa Cloxacilina
Amoxicilina
Ampicilina

[Il. Aminopenicil-lines

Bacampicilina
Ampicilina/sulbactam
Amoxicilina/acid
clavulanic

IV.
Carboxipenicil-lines

Carbenicilina
Ticarcilina
Ticarcilina/acid
clavulanic

V. Ureidopenicil-lines

Azlocilina

Mezlocilina

Pipercilina
Pipercilina/tazobactam

Cefalotina

Cefazolina
Primera generacié Cefapirina
Cefalexina
Cefradina
Cefadroxil
Cefaclor
Cefuroxima
Segona generacio Cefuroxima-axetil
Cefalosporines Cefamandol
(cefemes) Cefonicid
Cefixima
Cefatoxima
Ceftriaxona
Tercera generacié Moxalactam
Ceftibute
Ceftizoxima
Ceftazidima
L Cefepima
Quarta generacio .
Cefpiroma
Cefokitina
Cefamicines Cefmetazol
Cefminox
Imipenem
Carbepanems Faropenem
Meropenem
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Ertapenem

Monobactamics

Aztreonam

Aminoglicosids

Aminoglicosids

Amikacina
Estreptomicina
Gentamicina
Kanamicina
Neomicina
Netilmicina
Paromomicina
Tobramicina

Aminociclitoles

Espectinomicina

Anfenicols

Cloramfenicol
Tianfenicol

Glicopéptids

Vancomicina
Teicoplanina

Lincosamides

Clindamicina
Lincomicina

Macrolids

14 atoms

Eritromicina
Roxitromicina
Claritromicina
Diritromicina
Telitromicina

15 atoms

Azitromicina

16 atoms

Espiramicina
Josamicina
Diacetil-midecamicina

Ketolids

Estreptogramines

Oxazolidinones

Nitrofurens

Metronidazol

Nitroimidazoles | Ornidazol
Tinidazol
Bacitracina
Polipéptids Colistina
Polimixina B
Acid nalidixic
Acid oxolinic
1a Generaci6 Acid pipmidic
Cinoxacin
. Rosoxacin
Quinolones -
Norfloxacin
Enoxacin
2a Generacio Pefloxacin
Ciprofloxacin
Ofloxacin

Treball de recerca 2011/12 - 2n batxillerat

@\



Els antibiotics i les resistencies bacterianes

3a Generacid

Levofloxacin
Esparfloxacin
Gemifloxacin
Grepafloxacin

4a Generacio

Trovafloxacin
Gatifloxacin
Moxifloxacin

e Rifampicina
Rifamicines Rifabutina
Us topic a la pell i | Sulfacetamida
a les mucoses Sulfadiazina argéntica
L, Sulfisoxazol
Eliminaciéo molt .
rapida (< 4h) Sulfacarbamida
P Sulfatiourea
Eliminacié rapida (6- [ Sulfatiazol
7h) Sulfapiridina
. Absorbibles per Eliminacid lenta (11- | Sulfametoxazol
Sulfamides . .
via oral 18h) Sulfadizina
Sulfamides Sulfapirina
retardades (24-60h) P
Sulfamides
ultrarretardades (> Sulfadoxina

60h)

Parcialment
absorbibles

Salazopirina
Sulfasalazina

Trimetoprim

Tetraciclines

T. de vida mitja
curta

Tetraciclina
Oxitetraciclina
Clortetraciclina

T. de vida
intermitja

Demeclociclina

T. de vida mitja
llarga

Doxiciclina
Minociclina
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11.2 Annex 2. Calendari del treball de camp

(X ] Juny 2011

1 2 3 4 5
6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19
20 21 22 23 24 25 26
Inici 1a - Observacio - Observacio
experiéncia sembral -Sembra2 sembra2
-Sembral -lsolaci61 -Incubacié Final 1a
- Incubacié - Incubacio experiéncia
27 28 29 30
Inici 2a - Observacio - Observacio
experiéncia sembral -Sembra2 sembra2
-Sembral -lsolaci6é1 -Incubacié -lIsolacio 2
- Incubacié - Incubacio - Nevera
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Juliol 2011

4 5 6 7 8 9 10
- Observacié

- Incubacid6 -Sembra3 sembra3
Final 2a
experiéncia

11 12 13 14 15 16 17
18 19 20 21 22 23 24
25 26 27 28 29 30 31
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Octubre 2011

3

Inici 3a
experiéncia
-Sembra 1
- Incubacid

10

- Sembra 3
- Incubacio

17

-Sembra 5
- Incubacio

24

31

4

- Observacio

sembra 1
- Isolacio 1
- Incubacio

11

- Observacio

sembra 3
- Isolacio 3
- Incubacio

18

- Observacio

sembra 5
- Isolacio 5
- Incubacio

25

- Sembra 2
- Incubacio

12

-Sembra 4
- Incubacio

19

-Sembra 6
- Incubacio

26
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- Observacio

sembra 2
- Isolacio 2
- Incubacio

13

- Observacio

sembra 4
- Isolacio 4
- Incubacio

20

- Observacio

sembra 6
Final 3a
experiéncia

27

7 8 9

- Nevera

14 15 16
- Nevera

21 22 23
28 29 30
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11.3 Annex 3. Fotografies del procediment de I’experiéncia

Etiquetatge de les plaques de Petri Cultius liquids mare

Mesurament d’1,3 ml de cultiu liquid Sembra dels bacteris

Impregnacié dels discos amb producte Aplicacio del disc sobre el cultiu bacteria
antimicrobia
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Segellament de les plaques amb cinta adhesiva Incubacié de les plaques durant 24 h

Temperatura de la incubadora: 372C Mesurament de la zona d’inhibicié

Presa dels bacteris més resistents Transferéncia dels bacteris al cultiu liquid net
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Incubacié dels tubs amb els cultius durant 24h a Encenedor d’alcohol per evitar la contaminacio
27°C dels cultius i riscos per a la salut durant el procés
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11.4 Annex 4. Model de I'enquesta

Edat:

Sexe: O Masculi
O Femeni

1. Queé son els antibiotics?

|

Sén medicaments que calmen el dolor.

Sén medicaments que ens prevenen de contraure determinades malalties.
Sén medicaments per combatre les malalties causades per virus.

Sén medicaments per combatre les malalties causades per bacteris.

Sén medicaments per combatre molésties i dolors lleus.

Sén medicaments que disminueixen la funcié del sistema nervids.

Ooonooad

2. N’has pres alguna vegada?

o Si
O No

3. L’dltima vegada que vas prendre antibiotics, qui te’ls va receptar?

O  Farmaceutic O  Amic o familiar
O Metge O Infermer
O Pare omare O  Tu mateix

4. Creus que passa res si es prenen antibiotics sense que els recepti un metge?

o Si
O No

5. Quant de temps aproximadament vas estar prenent I'antibiotic?

O Menys de 2 dies

De 3 a5 dies

Entre 5i 10 dies

Més de 10 dies

Els dies que va dir el metge

Oooano

6. Quines de les seglients afeccions creieu que es poden tractar amb antibiotics?

O Refredat O  Infeccié d’orina
O Grip O Herpes
O  Faringitis, mal de gola O Acné
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7. Marca amb una creu els medicaments que creus que tenen funcid antibiotica:

O  Paracetamol O  Aspirina

O  lbuprofeno O  Cloramfenicol
O  Penicillina O  Bisolgrip

O  Cortisona

8. Sit’estas prenent un antibiotic i ja et trobes millor:

O Deixes de prendre’n.
O  Continues prenent-ne fins que s’acaba la caixa.

8.1 Per qué? (Tria una sola resposta)

O Perqué prendre medicaments quan ja et trobes bé no és beneficids per a
I'organisme.

O  Perqué si els simptomes ja m’han desaparegut, vol dir que la malaltia no era
tan greuino cal

O  Perqué cal acabar el tractament que ha receptat el metge per no generar
resisténcies bacterianes.

O Perqué si les caixes contenen una determinada dosi d’antibiotic, si no, en
posarien menys.

9. Els antibiotics s’han de prendre d’una forma pautada?

O  Si,s’han de prendre a unes hores determinades.

O No, només s’han de prendre quan ens trobem malament, perd no massa
sovint.

O No, s’han de prendre sempre que ens trobem malament.

O No, s’ha de prendre una dosi determinada diaria, pero és indiferent el
moment del dia.

10. Que en fas de les restes dels antibiotics que no has pres?

O Els guardo a casa per una altra ocasié en que se’m presentin els mateixos
simptomes.

O  Notinc restes d’antibiotics, sempre els acabo.

O Elsretorno ala farmacia.

O Elstiroalabrossa.

11. Saps qué pot passar si s'utilitzen antibiotics de forma inadequada? Pots marcar
més d’una possibilitat si ho consideres necessari.

O No passares.

O Els antibiotics deixaran de ser eficagos perquée els bacteris que hauran
sobreviscut seran més forts.

O Els antibiotics deixaran de ser eficacos perqués els virus que hauran
sobreviscut seran més forts.

O La immunitzacid respecte la malaltia determinada de la qual ens protegia
I'antibiotic deixara de ser eficac.

O Es produeix un deteriorament del nostre organisme a causa del consum de
substancies quimiques innecessaries.
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