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PROLEG

Aquest treball és fruit d’'una inquietud. La inquietud d’una estudiant que amb
una gran curiositat, iniciativa i actitud es va preguntar sobre la resisténcia als

antibiotics...

Ja fa uns anys que la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) va donar la veu
d’alarma sobre la creixent disseminacié de les resisténcies als antimicrobians
entre els microorganismes patogens. La propia OMS va llan¢ar una campanya
sota el titol “Una Salut” (One Health) per fer adonar a tothom que el problema
era global i que no es circumscrivia a la medicina humana sindé que també
afectava, i molt, als animals (ramaderia, aqiicultura, animals salvatges) i al
medi ambient (sol, boscos, rius, mars). En aquest drama, tots som victimes i

botxins.

Si bé la major part dels antibidtics que coneixem i utilitzem sén produits pels
microorganismes (bacteris i fongs, bdsicament), el seu abus i mal uUs ha
contribuit significativament a la disseminacié de les resisténcies. A més, la
poca cura que demostrem vers 'ambient al contaminar-Llo sense cap vergonya
amb residus diversos (antibidtics i altres farmacs) no fa més que incitar
Uevolucié i estimular als microorganismes a que es tornin resistents. Ells no

ens tenen en compte, ells s’adapten, ells sobreviuen.

No us puc avancar si serem capagos de solucionar el problema de la
resisténcia als antimicrobians. La solucié necessita de multiples aproximacions
i de Llesfor¢ de molts, no només dels professionals sanitaris, dels
investigadors, dels gestors, dels divulgadors, dels economistes, dels advocats,
dels politics, siné també de la gent del carrer. De tots i cadascun de nosaltres.
Es una feina de tots i per a tots. Ens hi juguem molt, individualment i com a

societat.

Carles Borrego

Institut Catala de Recerca de UAigua

Universitat de Girona
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INTRODUCCIO

Us heu preguntat mai quins éssers vius viuen a UEstany de Banyoles?
Possiblement si. Perd us heu preguntat mai quins tipus d’organismes
procariotes hi habiten? Jo ho vaig fer. | vaig anar més enlld. Em vaig
preguntar si aquests bacteris, havien desenvolupat resisténcies a antibiotics

tal com s’exposa sovint a les noticies que altres bacteris fan.

Doncs bé, el treball tracta sobre les resisténcies bacterianes, un tema
d’actualitat, molt important i que ens afecta a tots. Es un problema de salut
publica global en el qual els bacteris han desenvolupat mecanismes per fer
front als antibidtics. Si el problema no es resol, les consequéncies seran

desastroses.

Sempre m’ha interessat el mén de la biologia, i després de llegir un article
anomenat “Dia de vigilar amb els antibidtics” escrit per en Daniel Closa, vaig
entendre el gran problema que suposen Lles resisténcies bacterianes per la
humanitat. Per tant, en trobar-me amb Uoportunitat de fer un treball sobre
un tema que m’interessés, no vaig dubtar en escollir estudiar les resisténcies
bacterianes als antibidtics. Aixi, la principal raé per la qual vaig escollir el
tema va ser per conéixer més, tot i que també vaig pensar que seria una bona
idea per tal de poder informar a tothom que llegeixi el treball que el futur

dels antibiotics es troba en les nostres mans.

EL treball es divideix en dues parts. En la primera part s’aprofundeix en
coneixements teodrics sobre els bacteris, sobre els antibiotics i sobre la
resisténcia bacteriana. Tot el contingut explicat en la primera, és fonamental
per entendre i dur a terme la segona part del treball, la part prdactica. Els
experiments que formen aquesta part, han seguit rigorosament el meétode
experimental i shan dut a terme als laboratoris de microbiologia de Ulnstitut
Catala de Recerca de L'Aigua (ICRA) a Girona. La part prdactica consisteix en un

estudi sobre els bacteris que hi ha a les aiglies de UEstany de Banyoles.



Els objectius generals d’aquest treball sén:

- Difondre la perillosa situacié actual en la qual es troben els antibidtics
per tal d’aconseguir un bon Gs d’aquests per part de tothom que Llegeixi
el treball.

- Analitzar la situacié i el comportament enfront dels antibidtics dels
bacteris de les aiglies de UEstany de Banyoles

- Augmentar el meu coneixement sobre el tema, ja que, tot i que
m’interessa molt, hi ha molts aspectes que desconec i que, amb aquest

treball, pretenc conéixer.



MARC TEORIC
1. ELS BACTERIS

1.1. Queé sén?

Els bacteris sén microorganismes unicel-lulars® procariotes? i sén essencials
per mantenir Uequilibri en els ecosistemes. S6n la forma de vida més simple i
antiga que es coneix, hi ha fossils que daten d’'uns 3.500 milions d’anys enrere.
Poden causar malalties a altres éssers vius o no. De fet, en el cos huma hi ha
més bacteris que cél-lules eucariotes®, aproximadament 10 vegades més i la
majoria no causen cap perjudici.

Els bacteris poden formar part del domini Archaea o del domini Eubacteria
segons la classificacid de Woese (1977) o dins el regne Monera segons la
classificacié de Whittaker (1957). Mentre que els bacteris del domini Archaea
viuen en el fons mari i sbn molt primitius, els altres sén més evolucionats i
poden viure a Uaigua, al sol o linterior d’'un organisme. A partir d’ara, en el
treball només es fard referéncia als Eubacteris, ja que els arqueobacteris sén
dificils d’estudiar perquée viuen en ambients extremofils, és a dir, en ambients

amb condicions extremes de salinitat, de temperatura o d’oxigen.



Tot sequit s’expliquen les caracteristiques més importants dels bacteris a

través d’'una taula de diferéncies entre les cél-lules procariotes i eucariotes:

CEL:LULA PROCARIOTA CEL-LULA EUCARIOTA

Mida 0,5-3 um (1ym = 107° m). 2-100 pm.

Material ADN circular i tancat. No |ADN en forma de cromatina o

genétic estd associat a cap proteina. | cromosomes i associat a histones
Pot presentar plasmidis. (proteines).

Nucli Absent. L’ADN estd dispers | Nucli delimitat per una doble
en una zona del citoplasma [ membrana amb porus. Conté
anomenada nucleoide. UADN.

Orgdnuls Només presenta ribosomes. | Presenta una gran varietat

d’orgdnuls cel-lulars.

Paret Es present a quasi totes les |[Només es troba en cél-lules

cel-lular cél-lules procariotes. Pot | vegetals.
presentar una cdpsula.

Flagel Pot presentar-ne i té una |Pot presentar-ne i té una
estructura senzilla. estructura complexa.

Reproduccié | Divisié binaria. Mitosi i meiosi.

Nucleoid

Cell membrane

Ribosomes

Capsule

Cell wall

Prokaryotic Cell

Eukaryotic Cell

Cell membrane

Golgi apparatus.

Nucleus with
nucleoius

Endoplasmic
reticulum

Mitachondria

Flagella

Ribosomes




1.2. Estructura bacteriana.

Podem dividir les diferents estructures
que presenten els bacteris en dos grups:
o vitals i

estructures permanents

estructures variables o no vitals.

fimbriag
W 7
/ . cytoplasm
¢ ribosome

nucleoid

meclusion

Fig. 2

Dins les estructures permanents o vitals trobem:

Paret bacteriana: Estructura vital que

es troba per fora de la membrana

plasmatica i que estd majoritariament formada per mureina, un tipus de

peptidoglicd. La paret protegeix el bacteri de substdncies toxiques i és el Lloc

d’accié d’alguns antibiotics.

Segons la seva paret els bacteris poden ser bacteris Gram + o bacteris Gram -.

Tal com s’observa a la figura, els dos tipus de bacteris es diferencien perqué

els Gram + presenten només la capa de mureina i els Gram - presenten la

capa de mureina i, a sobre, una membrana externa.

Muregina
+
Gram
Membrana plasmati
Membrana plasmatica embrana plasmatica
Membrana \ Espluai‘ .
externa G ram = periplasmic

Mureina



TINCIO DE GRAM:

- Es una tincié diferencial utilitzada en bacteriologia per la visualitzacié
de bacteris. Diferencia els bacteris segons el tipus de paret: bacteris
grampositius i bacteris gramnegatius.

- Procediment:

- Tenyir la mostra amb cristall violeta (colorant) per tal de tenyir
tots els bacteris de blau.

- Afegir lugol* que provocard que els bacteris que tenen una capa
de mureina a Uexterior (Gram +) es tornin impermeables a
Ualcohol.

- Afegir alcohol a fi de destenyir els bacteris sense capa de mureina
a Uexterior (Gram -).

- Tenyir amb safranina® els bacteris Gram -, que no han absorbit
els cristalls violeta.

- Resultat: els bacteris Gram + es tenyeixen de color blau i els Gram - de

F -%?"rf«: :
%

-f;. 1 F

color rosa.

&

' *  10pm
W e

Citoplasma: Engloba el citosol (part liquida) i els orgdnuls cel-lulars. Les
cél-lules procariotes només presenten ribosomes que es poden trobar aillats o
formant cadenes poliribosdmiques. Estan compostos per ARN i proteines i
presenten dues subunitats ribosomiques. La seva funcié és la sintesi de

proteines perd també ajuden en la traduccié de UARN missatger.

Material genétic: L'ADN dels bacteris estd compost per dues cadenes
helicoidals de nucledtids unides entre si per enllacos per pont d’hidrogen.
Aquest ADN es troba superenrotllat i unit a proteines en una regié del
citoplasma anomenada “nucleoide”.

La seva funcidé és dirigir el metabolisme bacterid, ja que conté tota la

informacié genética del bacteri.
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Membrana cel-lular: Bicapa lipidica que delimita el bacteri i controla el pas de
substancies a Uinterior i a Uexterior.
Esta formada per:
- Fosfolipids® estabilitzats per ponts d’hidrogen.
- Proteines de transport que permeten al bacteri obtenir les substdncies
gue necessita per viure.
- Receptors quimics de naturalesa proteica que ajuden al bacteri a
detectar i a respondre a diverses substdncies quimiques.
- Mesosomes, invaginacions de la membrana plasmatica. La seva funcié
és ajudar al bacteri en la duplicacié del material genétic, en la formacid

de la paret cel-lular i en la respiracié cel-lular en bacteris aerobis.

Mesosome Fig. 3

Dins les estructures variables o no vitals trobem:

Inclusions: Petits sacs que pot fabricar el bacteri en época d’abunddncia on
acumula substancies que necessitara per fer diferents funcions. N’hi ha de

molts tipus diferents com les que contenen glicogen o les que contenen sulfur.

Plasmidi: Doble cadena de material genétic extracromosdmic en forma
circular. Tot i no ser essencials per a la vida dels bacteris els plasmidis poden
aportar-los avantatges pel que fa a Uadaptacié en diversos ambients grdacies
als gens que contenen.

Per exemple, els bacteris poden transferir-se parts de plasmidi entre ells per
adoptar resisténcies enfront als antibidtics, noves capacitats metabdliques o

patogenes. Aquest procés de transferéncia s’anomena conjugacio.

11



Orgdanuls especials: Hi ha diferents orgdnuls que un bacteri pot presentar:
- Si és un bacteri autotrof, té orgdnuls anomenats carboxisomes i
clorosomes.
- Si és un bacteri aqudtic, presenta vaciols de gas.

- Si és un bacteri magnetotactic, presenta magnetosomes.

Flagel: Filament proteic que permet la mobilitat d’'un bacteri. Els bacteris
poden no tenir flagel, tenir-ne un o més. Hi ha quatre tipus de flagel-lacions

segons el nombre i la posicié de flagels que presenta un bacteri:

Flagel-lacio mondtica Flagel lacio lofétrica
_ e
O OO
o L
Flagel-lacio anfitrica Flagel-lacié peritrica
.-'—___-E_'\___l-\.._‘_______“_\_%-
P ) — .
@
P “':_;-i -

Capsula: Estructura formada per glicids polisacdrids situada per fora la paret
cel-lular. Es present en alguns bacteris i els protegeix de la fagocitosi’ i dels
anticossos del sistema immunitari de Uhoste. La seva sintesi estd regulada

genéticament i els bacteris només la sintetitzen quan la necessiten.

Fimbries i pili: Filaments proteics (constituits per pilina) que es diferencien dels
flagels per ser més petits i no intervenir en la locomocié. S6n de diferents
llargades i n’hi ha de dos tipus: sexuals o pili que intervenen en la conjugacié i

les d’unié o fimbries que serveixen per fixar el bacteri en diferents superficies.

12



1.3.

Trobem quatre tipus morfoldgics de bacteris:

Morfologia bacteriana.

Cocs: Es caracteritzen per tenir una estructura esférica. Alguns sén patogens

per als humans. Poden ser:

Exemple: Streptococcus pneumoniae, causant de la pneumonia.

Diplococs: Parelles de cocs.

Estreptococs: Cadenes de cocs.

Sarcines: Agrupacions cubiques tridimensionals.

Estafilococs: Agrupacions de cocs en forma de carrds de raims.

Bacils: Tenen forma de basté allargat. Alguns sén patdgens i altres no.

Exemple: Escherichia coli, que causa infeccions intestinals.

Espirils: Com el seu nom indica tenen forma d’espiral, és a dir, forma

helicoidal. Els bacteris d’aquest tipus sén patogens.

Exemple: Treponema palladium, causant de la sifilis (MTS).

Vibrions: Tenen forma de coma ortogrdfica. Alguns sén patogens.

Exemple: Vibrio cholerae, causant del colera.

COCS

BACILS

ESPIRILS

VIBRIONS

- M

o7

3¢
o
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1.4. Metabolisme bacteria.
La paraula metabolisme es refereix al conjunt de reaccions quimiques que es
produeixen dins la cél-lula, en aquest cas dins la cél-lula bacteriana i que
permeten a Uorganisme obtenir Uenergia i els nutrients necessaris per viure.
Les reaccions quimiques poden ser cataboliques quan es degraden compostos
amb la finalitat d’obtenir energia, i anabdliques quan se sintetitzen compostos

i es gasta energia.

Dins el moén bacterid podem trobar tots els tipus metabdlics que existeixen i la
majoria es poden classificar segons tres criteris diferents:
Segons les seves necessitats d’oxigen:
- Aerobi: necessiten Loxigen per fer la respiracié cel-lular.
- Anaerobi: no necessiten oxigen per viure.
- Facultatius: poden o no utilitzar Uoxigen.
Segons la font de carboni:
- Autotrof: obté carboni a partir del didxid de carboni (CO,) de Uaire.
- Heterotrof: obté carboni a partir de compostos organics.
Dins els bacteris heterdtrofs trobem els bacteris pardsits (causen
malalties), els simbionts (s’associen a altres éssers vius causant-Llos
beneficis) i els saprofits (s’alimenten de restes d’altres éssers vius).
Segons la font d’energia:
- Quimiotrof: obté Uenergia de la degradacié de compostos.
- Quimiolitotrof: degradacié de compostos inorgdnics.
- Quimioorganotrof: degradacié de compostos organics.

- Fototrof: obté Uenergia de la Llum solar.

Els bacteris més comuns sén els aerobis quimioorganoheterotrofs que
necessiten oxigen, obtenen lUenergia de degradar compostos orgdnics i el
carboni a partir de compostos orgdnics. Entre ells hi trobem UEscherichia coli,

el Bacillus spp. i UActinobacteria.

14



1.5. Reproduccid.
Els bacteris es reprodueixen asexualment i els descendents sén clons dels
progenitors. EL procés de reproduccié bacteriana s’anomena biparticié o divisié
bindria i consta de dues parts:
- El material genétic del bacteri es duplica.

- El bacteri se separa en dos per biparticié o fissié bindria.

Chromosome DNA Cytokinesis Two Identical
Replication Daughter Cells  Fig. 5

Tot i que aquest tipus de reproduccié no dona variabilitat a la descendéncia
els bacteris poden adquirir noves caracteristiques grdcies a tres mecanismes
diferents que s’anomenen mecanismes de parasexualitat bacteriana. Sén

aquests:

Conjugacié: consisteix en la donacié de gens per part del bacteri donador o
mascle al bacteri receptor o femella a través de Les pili. EL mascle duplica els
gens que vol donar i les seves pili estableixen contacte amb la femella per

poder dur a terme la donacid.

g 3
Donor Recipient
call cell Degraded
[f\ DNA
O~ Of@* OO @
Bacrerial F|§. 6
g chramasomre A

Transformacié: consisteix en la captacié de DNA dispers pel medi que prové
d’un altre bacteri o d’'una cél-lula morta. EL bacteri receptor introdueix els

gens en forma de plasmidi.
& .

DNA P

mgn$,‘\ /—-'—"\)

*
. ]

Fig. 7
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Transduccié: consisteix en Uintercanvi de gens entre dos bacteris utilitzant un

virus bacteriéfag com a transportador.

g 3

%\ %\ =
( > R\ [= .
8 6 3 8

1T i

wt 000

J Fig. 8

1.6. Creixement bacterid.
Les poblacions bacterianes tenen un creixement exponencial. EL creixement
bacteriad consta de 4 fases:
Fase de laténcia: el nombre d’individus de la poblacié no augmenta perqué
estan adaptant-se al medi.
Fase exponencial: és la fase de creixement. Els bacteris es divideixen en un
temps de generacié constant i en cada divisié es duplica la poblacid.
Fase estaciondria: el nombre d’individus es manté constant ja que hi ha un
equilibri entre els bacteris que es moren i els que neixen. Aixd és degut al fet
que s’esgoten els nutrients disponibles en el medi de cultiu.
Fase de mort: la poblacié disminueix a causa de la falta de recursos i a

Uacumulacié de productes toxics produits pel seu propi metabolisme.

Stationary phase

Exponential (log)
phase Death

phase

Log number of viable cells —p=

Time —» Fig. 9
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2. ELS ANTIBIOTICS

2.1. Descripcié.

Els antibidtics s6n molécules naturals o sintétiques que tenen la capacitat

d’eliminar o inhibir el creixement de microorganismes. Els antibidtics, per tant,

son substdncies que tenen una funcié antibacteriana. Tots aquests farmacs

actuen en una determinada caracteristica del bacteri i per aixo, no afecten les

nostres cél-lules quan els ingerim.

Es poden classificar de diverses maneres:
Segons la interaccié bacteri-antibidtic:

- Bactericides: tenen una acci6 letal i eliminen els bacteris.

- Bacteriostdatics: impedeixen el creixement i el desenvolupament de

bacteris.
EXAMPL ES: EXAMPLES:
Chioramphenicol Aminoglycosides

Erythromycin Beta-lactams
Clindamycin Vancomycin
Sulfonamides annm:.res
Trimethoprim Rifampin
Tetracyclines | Meironidazole

Segons LU'espectre d’accié:
- Ampli espectre: afecten diverses espécies bacterianes.

- Espectre reduit: afecten poques espécies o a espécies molt concretes.

Segons el mecanisme d’accié.

17



2.2. Mecanismes d’accid.
Els antibidtics tenen toxicitat selectiva, el que vol dir que només actuen sobre
estructures propies dels bacteris i no afecten les cél-lules eucariotes. Els

mecanismes que utilitzen sén molt complexos perd es poden resumir en cinc:

Bloqueig de la sintesi de la paret cel-lular: els antibidtics poden actuar
inhibint La correcta formacié de la paret bacteriana. Per exemple poden actuar
prohibint que es sintetitzi N-acetilmuramico, una molécula que forma part de
la paret cel-lular dels bacteris. També poden evitar que el peptidoglica
s’'uneixi a les proteines que hi ha entre la paret i la membrana cel-lular en els
bacteris Gram negatius. Sense paret bacteriana els bacteris no sobreviuen.

Exemple d’antibidtic: antibidtics beta lactamics.

Inhibici6 de la sintesi de proteines: alguns antibiotics inhibeixen diferents
enzims que actuen en alguna de les fases de la sintesi de proteines. Sense
proteines, els bacteris no poden dur a terme funcions, i si aquestes sén vitals,
els bacteris es moren.

Exemple d’antibidtic: antibidtics tetraciclines.

Alteraci6 de la membrana citoplasmatica: els antibiotics que alteren la
membrana citoplasmatica ho fan alterant el potencial electroquimic, és a dir,
incorporant dins el bacteri més ions potassi (K*) dels que hi hauria d’haver.

Exemple d’antibidtic: gramicidina.

Bloqueig de la sintesi dels dacids nucleics: per bloquejar la sintesi d’ADN o ARN
els antibidtics poden actuar en quatre maneres diferents:
- Inhibint la sintesi de bases nitrogenades per tal que no hi hagi
nucledtids® per replicar CADN.
- Afectant la Topoisomerasa perqué no dugui a terme la seva funcié,
desenrotllar la doble hélix d’ADN. D’aquesta manera la duplicacié de

UADN no es pot dur a terme.

18



- Inhibint Lla transcripci6 de UADN tot bloquejant la sintesi de RNA
missatger i ribosomic.

- Impedint la polimeritzacié d'dcids nucleics perqué s’incorporen sobre
UADN i aquest, no pot fer la funcié d’ADN motlle.

Exemple d’antibidtic: sulfamides.

Inhibidors d’enzims inactivadors d’antibidtics: aquest mecanisme consisteix a
inhibir la B -lactamasa, un enzim produit per alguns bacteris i responsable de
la resisténcia d’aquests enfront Uaccié d’alguns antibidtics com la penicil-lina.
EL responsable és Lldcid clavuldnic i ho fa tot trencant una estructura
molecular anomenada anell betalactdmic que tenen en coml tots els
antibidtics del grup beta lactamics.

L’acid clavuldnic no té un efecte antibidtic sind que es combina amb
preparacions antibidtiques. D’aquesta manera, el bacteri resistent ja no ho és i
Uantibidtic Li fa efecte.

Exemple: acid clavulanic + penicil-lina.

The Action of Antimicrobial Drugs

1. Inhibition of cell wall synthesis: 2. Inhibition of protein synthesis:
penicillins, cephalosporins, chloramphenicol, erythromycin,
bacitracin, vancomycin tetracyclines, streptomycin

Foundation
Fig 20.2

mRNA Protein
Enzymatic

) activity,
synthesis of
essential
metabolites

_ 3. Inhibition of nucleic
7] acid replication and

s transcription:
quinolones, rifampin

P
4. Injury to plasma membrane: 5. Inhibition of synthesis
polymyxin B of essential metabolites:
sulfanilamide, trimethoprim

Fig. 11
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2.3. Families d’antibiotics.
Beta lactamics: grup d’antibiotics naturals o semisintétics que es caracteritzen
per tenir forma d’anell betalactamic. Actuen inhibint Ulaltima etapa de la
formacié6 de la paret cel-lular. Es la familia més nombrosa i també sén els
més utilitzats. Tenen una accié bactericida lenta, poca toxicitat i un ampli
marge terapéutic.

Es poden classificar en penicil-lines, cefalosporines, monobactdmics i

carbapenemes.
PENICIL-LINA
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Glicopéptids: grup d’antibiotics utilitzats com a ultim recurs quan els bacteris
sOn resistents als antibidtics que els haurien d’afectar. Tenen una accidé
bactericida i multiples mecanismes d’accid: inhibeixen la formacié de la paret
cel-lular perqué actuen en la segona etapa de la formacié de peptidoglica,
alteren la permeabilitat de la membrana citoplasmatica i la sintesi de RNA. A
causa d’aquests mecanismes no apareixen bacteris resistents als glicopéptids
freqlientment.

Les vancomicines i les teicoplanines sén les més utilitzades dins aquest grup.

VANCOMICINA

e T
™ haH o A s N o
P B0 Ho | [ H eepn
L - M + . M
""-'-"‘-_.H'""'L-"' o - .'\:w_ f.-'
| N M
nHL.l-ll'""\-\. I.d'""!'_\-.] a [lj""-eq-_.l |.d'_.'-""'~ - i
e ey -~ -:-;_-__.a-l
| | |
G cl
[ s |
HO™
L
HOY 1'“i" 4]
OH e
r o
|
L J‘LH'«.J"-
H;H I
OH

20



Aminoglicosids: grup d’antibidtics que tenen una accié bactericida i el seu
mecanisme d’accidé consisteix a bloquejar la sintesi de proteines. Generalment
actuen sobre els estafilococs. Causen forces efectes secundaris com
nefrotoxicitat, ototoxicitat i bloqueig neuromuscular entre d’altres.
Els més comuns sén la gentamicina, Uamikacina i Uestreptomicina.

ESTREPTOMICINA

OH
H,N
HO Q 0

H
HN % OH
HsC OH%O N>,NH2

OH CHs \y.

Macrélids: segon grup d’antibiotics més utilitzat. Generalment tenen una accié
bacteriostatica i actuen inhibint La sintesi de proteines. Es classifiquen segons
el nombre de carbonis: 14 carbonis (eritromicina i claritromicina), 15 carbonis

(azitromicina) i 16 carbonis (espiramicina).

ERITROMICINA
O\Eﬁ'\t CHs
HaC"

HsC HD‘}’“ L

H5C4* [0} ___,-_":..-!'C' ~CH3

)

CH*\ \;/éCH

Quinolones: antibidtics bactericides que actuen inhibint la sintesi d’ADN. Es
classifiquen en 4 generacions. La resisténcia bacteriana sobre aquests
antibidtics evoluciona rapidament.

CIPROFLOXACINA

o O

n

| OH
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Sulfonamides: primers antibidtics comercialitzats. No provoquen la mort dels
bacteris, per tant, sén bacteriostatics. Poden causar reaccions al-lérgiques en
alguns pacients.

SULFANILAMIDE

O

A
NH.

HoN

Tetraciclines: grup d’antibidtics amb accié bacteriostdtica que actuen inhibint

la sintesi de proteines tot frenant el creixement del bacteri. EL seu Gs ha

disminuit durant els darrers anys a causa de les resisténcies bacterianes.
TETRACICLINA

OHOHOBO O

Altres families d’antibiotics sén els Llipopéptids, les ansamicines, Lles

estreptogramines, les oxazolidines i els cloramfenicols.
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2.4. Petita historia dels antibiotics.

EL descobriment dels antibidtics va marcar un abans i un després en la historia
de la medicina. Grdcies a aquests medicaments s’han evitat moltes morts i
s’han erradicat moltes malalties.

EL primer antibidtic va ser La penicil:-lina, descoberta per Alexander Fleming. EL
cientific estava fent uns estudis sobre el bacteri Staphylococcus aureus i els
feia créixer en plaques de Petri. L'any 1928 va observar que el creixement de
bacteris quedava inhibit per la preséncia d'una floridura anomenada
Penicillium notatum que havia contaminat accidentalment la placa. A partir
d’aqui Fleming va deduir que la floridura produia alguna substdancia que
eliminava els bacteris i la va anomenar penicil-lina.

Tot i que Fleming va abandonar la recerca perqué no Lli va semblar
prometedora, Ernst Boris Chain i Howart Florey van continuar estudiant Lla
penicil:-lina. Van provar la seva eficacia en diversos bacteris i es va convertir en
el primer antibidtic d’as medic.

Durant la Segona Guerra Mundial la penicil-lina va salvar un munt de vides de
soldats i Uany 1945 Fleming, Chain i Florey van rebre el Premi Nobel de
Fisiologia i Medicina.

A partir d’aqui, s’han sintetitzat molts altres antibidtics els quals han ajudat i
ajuden a combatre malalties. Perd potser no podran ajudar durant molt més

temps. Actualment ens enfrontem a un gran problema: les resisténcies

bacterianes als antibiotics.

Placa de cultiu on

Fleming va descobrir

la penicil-lina.

ok
Sir Alexander Fleming Ernst Boris Chain Sir Howard VWalter Florey

(1881-1955) (1906-1979) (1898-1968)
Fig. 12

23



3. RESISTENCIA BACTERIANA ALS ANTIBIOTICS

3.1. En que consisteix?

La resisténcia bacteriana és la capacitat d’'un bacteri a resistir Uaccié d’'un o
més antibidtics concrets i que per tant, deixen de ser efectius per aquell
bacteri. Es un fenomen en creixement provocat pels canvis evolutius dels
bacteris i accelerat pel mal as dels antibiotics.

Des que es van descobrir els primers antibidtics, ja es van observar
resisténcies. Perd poc després d’observar aquesta nova resisténcia es descobria
un nou antibidtic efectiu per al bacteri resistent. EL problema és que les
resisténcies bacterianes apareixen cada vegada més rapid i per trobar un nou
antibiotic passen molts anys. A més, les infeccions causades per bacteris
multiresistents causen cada vegada més morts. De fet, a Espanya la xifra de
morts causades per malalties provocades per bacteris resistents és de quasi
2.000 per any. | a escala mundial, els experts calculen que en Uany 2050 hi
haurd més morts causades per bacteris resistents (10 milions) que per cancer

(8,5 milions) tal com diu Uarticle “La meitat dels antibidtics es consumeixen

incorrectament” publicat a https://www.ara.cat/.
Per tant, es tracta d’'un greu problema de salut mundial i per aixd, moltes
organitzacions com UOMS, fan campanyes per conscienciar a la poblacié sobre

el problema.

Fig. 14
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3.2. Resisténcia natural.

Un bacteri té resisténcia natural cap a un antibidtic quan aquesta resisténcia
es troba determinada genéticament, no es relaciona amb la dosi de Uantibidtic
i tota la seva espécie també La té. Hi ha espécies de bacteris que sén resistents
a algunes families d’antibidtics. Aquest fet els dona avantatges davant
d’altres espécies bacterianes. L'aparicié de resisténcies naturals és anterior a
Uds dels antibidtics.

L’explicacié sobre aquest fet es deu que les espécies resistents no presenten la
molécula diana® sobre la qual ha d’actuar Uantibiétic i per tant, no Li fara cap
efecte. Per exemple, el bacteri Mycoplasma presenta resisténcia natural a la
penicil:lina perqué aquest no té paret bacteriana i Uantibidtic actua sobre

aquesta estructura.

3.3. Resisténcia adquirida.
La resisténcia adquirida consisteix en Uaparicidé de soques resistents a un o
més antibidtics que en el passat, eren eficacos per aquella espécie. Pot ser

causada per:

Mutacions: s’ha produit un canvi en la informacié de UADN bacterid d’un
bacteri que ha permés que aquest sigui resistent. EL bacteri es reproduird i la
mutacidé es transmetrd de generacid en generacié. Es formard una soca
resistent que anir@ augmentant mentre que la poblacié de bacteris no

resistents disminuira per accié de la seleccié natural.

Adquisicié: s’ha transmés material extracromosomic d’un altre bacteri a través
de mecanismes de parasexualitat (explicats a les p. 12-13). La transmissié
d’aquest gen resistent no sols passa de generacié en generacid sind que pot

passar d’espécie en espécie.
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3.4. Mecanismes de resisténcia.
Els bacteris han aconseguit desenvolupar diversos mecanismes de resisténcia

per fer front als antibiotics. Els principals sén:

Inactivacié de Uantibidtic: aquest procés es realitza mitjangant enzims produits
pel bacteri que sén capacos de fer perdre a Uantibiodtic la seva funcionalitat.
Els enzims poden hidrolitzar!® Uantibidtic o provocar-Lli canvis quimics.

L’enzim més comu és la B -lactamasa, una proteina que pot hidrolitzar Uanell
B -lactadmic dels antibidtics de la familia Beta lactdmics. Cal destacar també
els enzims modificadors dels aminoglicosids, ja que poden modificar aquest
tipus d’antibidtics a través de reaccions d’acetilacié, adenilacié i fosforitzacio.
Aquest tipus de mecanisme el presenten els bacteris Gram negatius i el gen
que codifica aquests enzims es pot trobar al cromosoma bacterid o en un

plasmidi de resisténcia.

Bombes d’efluxi6: les bombes d’efluxid o d’expulsidé sén proteines de
membrana encarregades d’agafar LUantibidtic quan es troba en LUespai
periplasmatic (espai entre les dues capes de la membrana dels bacteris gram
negatius) i expulsar-lo a Uexterior. D’aquesta manera Uantibidtic no pot
arribar al seu lloc d’accié. Es un tipus de transport actiu i per tant, es

necessita ATP.

Alteracié del blanc de Uantibidtic: aquest mecanisme el presenten els bacteris
Gram positius. Consisteix a impedir que els antibidtics puguin fer la seva funcié
tot modificant Uestructura que ataquen, fent que no sigui percebuda. Ho fan
modificant Uestructura tercidria de les proteines que formen La zona que ha de
ser atacada. Els ribosomes d’alguns bacteris per exemple, poden canviar la
seva estructura. Aixi Uantibidtic no els pot atacar i el bacteri pot seguir
sintetitzant proteines. Altres zones que poden adoptar una nova estructura

son la paret bacteriana i la membrana plasmatica.
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Barreres de permeabilitat: els bacteris sovint poden modificar la permeabilitat
de la membrana cel-lular. Aixd és degut al canvi de conformacié de les
porines. Les porines sén proteines de membrana que tenen un canal ple
d’aigua per deixar passar les substdncies hidrofiles. Quan aquestes proteines
canvien no deixen passar Lantibidtic i per tant, no pot entrar dins el bacteri.

Aquest tipus de mecanisme és comi en bacteris gram negatius perd també es

pot trobar en bacteris gram positius.

MECHANISMS
OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE

e © ©
@ Antibiotic ‘
®9 0®
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(modified cell
wall protein)

\— Modification

Inactivation —/ 0‘
(add an phosphate group W {modified
on the antibiotic, which will drug target)

reduce its ability to bind to

the bacterial ribosomes) Pumping out

(increasing active
efflux of the drugs)

Fig. 15
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3.5. Factors acceleradors.

La resisténcia als antibidtics per part dels bacteris apareix quan els bacteris
canvien (desenvolupen mecanismes de resisténcia) i ja no els afecta Uaccié de
Uantibidtic. Aquest fet és causat per mutacions o per transmissié de gens perd
accelerat per diversos factors com:

Preinscripcié excessiva d’antibidtics: temps enrere es receptaven antibiotics
quan no eren realment necessaris afavorint la transmissié de gens per part
dels patogens no afectats pel medicament cap a altres bacteris que,
d’aquesta manera es tornaven resistents. Avui en dia, aquest tema esta més
controlat i existeixen proves per diferenciar una malaltia virica d’'una

bacteriana com en el cas de les

Abandonament del tractament abans d’acabar-lo: sovint els malalts deixen
de prendre antibidtics quan ja no tenen simptomes de la malaltia. Es un error
molt greu perqué al no acabar el tractament, poden quedar bacteris patdgens
al nostre cos que poden desenvolupar la resisténcia perqué no s’han mort en

el primer contacte amb Uantibidtic.

Fig. 17

Falta d’higiene: la falta d’higiene no només és un tema important en els
centres sanitaris sind també per tota la poblacié mundial. Els lavabos puablics,
per exemple, no solen estar nets i sén un gran focus d’infeccions on s’hi poden

acumular diversos tipus de bacteris i aquests poden desenvolupar resisténcies.

28



Control inadequat de les infeccions en cliniques i hospitals: els centres
sanitaris sén un focus d’infeccions. Si el personal sanitari no té prou higiene,
pot transmetre bacteris d’'un malalt a un altre facilment. D’aquesta manera
s’‘afavoreix considerablement Lla comunicacié entre bacteris i poden

transmetre’s resisténcies facilment.

Fig. 19

Us excessiu d’antibidtics en ramaderia: en Uactualitat molts ramaders donen
als seus animals massa antibidtics per prevenir-los de futures malalties.
Aquest fet causa molts problemes. Els bacteris poden desenvolupar
resisténcia a causa de mutacions i els humans es poden exposar a ells a
través de la cadena alimentdria. Si els bacteris son patogens, es desenvolupen

malalties per Lles quals no hi ha tractament.

Fig. 20

Falta de desenvolupament de nous antibidtics: les resisténcies bacterianes
apareixen molt rdpidament comparat amb el temps que tarden els cientifics a
posar en el mercat un nou antibidtic. Si les resisténcies aparegudes no es
tracten rdpidament, els bacteris resistents poden propagar-se i com a

consequeéncia, poden aparéixer encara més resisténcies.
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3.6. Prevencio.

La resisténcia bacteriana és un gran problema. Si s’actua de manera correcta,
es pot aconseguir que el problema no vagi a més.

La principal causa és el mal Gs que se’n fa dels antibidtics. Per tant, el primer
que s’ha de fer per prevenir el desenvolupament de noves resisténcies és
utilitzar els antibidtics adequadament: prendre’n només quan ens ho ha
receptat el metge, acabar els tractaments, no donar-ne en excés als
animals:---

Tot i aixd, pot ser que el metge ens els recepti i no sigui necessari. Fa falta
doncs, fer més proves als pacients abans de treure’n conclusions per evitar
errors en els tractaments i fer controls de prevencié d’infeccions per no haver
de subministrar antibidtics freqientment.

| finalment, es necessita que la poblacié estigui informada sobre aquest
problema. Si la poblacid6 sap que els antibidtics s’han de prendre
adequadament, no els prendran de manera incorrecta. Si la poblacié sap que
es necessiten nous antibiotics, les empreses farmacéutiques sentiran pressio i
es desenvoluparan nous antibidtics. Aquest altim punt és un dels aspectes
més importants que UOMS creu que s’ha de tractar i Uinclou en el seu Pla
d’accié mundial sobre els antimicrobians creat el 2015.

Si no es canvia la manera d’utilitzar els antibiodtics, entrarem en una época on
no podrem fer front als bacteris. Aixi doncs, el futur de la medicina moderna

estd en les nostres mans.
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PART PRACTICA
4. OBJECTIUS.

La part practica del meu treball es basa en Uestudi del comportament dels
bacteris de Uaigua de UEstany de Banyoles en dues zones molt diferenciades

respecte a Uimpacte huma.

Una de les zones és la Caseta de Fusta S =

. W

Zonano impactada

(zona impactada a causa del fet que a |RETHTEREEEEE- \
Uestiu hi ha molta afluéncia de gent [
que s’hi va a banyar) i Ualtre és la
Llacuna dels Amaradors (zona no

impactada).

La part prdctica es divideix en dues parts diferents.
L’objectiu principal de Lla primera part és:

- Mesurar Uimpacte que té Uésser huma en la concentracidé de bacteris
resistents a les aiglies de UEstany de Banyoles.

Per aconseguir Uobjectiu principal perd, s’han d’aconseguir préviament altres
objectius:

- Calcular la concentracié de bacteris totals en les dues zones.

- Calcular la concentraci6 de bacteris coliforms (indicadors de Lla
contaminacié de Uaigua) i E. coli (espécie de bacteri amb el que es
treballara) en les dues zones.

- Estudiar la concentracié de bacteris (coliforms i E. coli) resistents a dos

antibiodtics diferents, la ciprofloxacina i Uampicil-lina, en les dues zones.
L’objectiu de la segona part és:

- Fer un patré de resisténcia dels bacteris de UEstany de Banyoles a partir

dels bacteris resistents trobats en el primer experiment.
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5. MATERIAL.
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6. PRIMERA PART.
6.1. Pregunta.

- Influeix Uésser huma en Uaparicié de bacteris resistents a les aiglies de
UEstany de Banyoles?

Per poder contestar la pregunta anterior, s’hauran d’agafar mostres d’aigua
de UEstany de Banyoles per poder analitzar els bacteris que hi hagi. Les
mostres s’agafaran en dues zones diferents, una zona on hi sol haver activitat
humana com és el cas de la Caseta de Fusta, on s’hi pot nedar i una zona on
no hi ha activitat humana, en aquest cas s’ha escollit Uaigua del costat de la
Llacuna dels Amaradors, un lloc protegit on no s’hi pot nedar. Tal com
s'indicard posteriorment, la zona de la Caseta de Fusta s‘anomenard zona
impactada (1) i la zona de la LLacuna dels Amaradors, zona no impactada (NI).
Quan laigua de les dues zones diferents sigui analitzada, es podrd fer una
comparacié entre la quantitat de bacteris resistents que s’hi trobardn a cada
zona i es respondra la pregunta a la qual es vol donar resposta. Per analitzar
Uaigua s’hauran de fer tot un sequit de procediments per tal d’obtenir diverses
concentracions i poder-ne calcular resultats. Es buscaran les concentracions
de bacteris totals en les dues zones i d’aquesta manera es sabrd on hi ha més
bacteris. També la concentracié6 de bacteris coliforms (indicadors de
contaminacié d’aigua) i d’E. coli (bacteri que es troba en el tracte intestinal
dels animals homeoterms) en cada una de les zones. | finalment, la
concentracid d’E. coli resistent a dos antibidtics diferents, Uampicil-lina i la
ciprofloxacina en cada zona. Amb aquestes Ultimes concentracions es podrd

saber en quina zona hi ha més bacteris resistents.

6.2. Hipdtesis.
- Potser les aiglies exposades a U'activitat humana contenen més bacteris
resistents que les aiglies on no hi ha activitat humana.
- Potser els humans afavorim Uaparicié de bacteris resistents a les aigles

de Banyoles.
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6.3. Procediment.
Preparar medis de cultiu:
Per tal de poder estudiar els bacteris de les aiglies de UEstany de Banyoles,
aquests han de ser visibles en forma de coldnies dins les plaques de Petri. Per
aconseguir-ho, les plaques de Petri han de proporcionar un ambient adequat i
contenir nutrients per fer que els bacteris es reprodueixin.
Els nutrients es troben en els medis de cultiu®. N’hi ha de molts tipus, durant
els experiments s’ha n’han fet servir 5 de diferents amb les quantitats
indicades a continuacio:

200 ml de PCA 150 ml de PCA (x2) 300 mL de PCA
150 ml de MLGA (x2) 200 mlL de MH 200 ml de LB+Agar

- PLATE COUNT AGAR (PCA):
- Mesurar 150 ml d’aigua destil-lada amb una proveta i abocar-la dins
un erlenmeyer.
- Calcular quants grams de PCA es necessiten per aconseguir 150 ml de

medi de cultiu.

23,5 g PCA/L aigua destil-lada.®

150 ml aigua destil-lada - 23,5 g PCA = 3,525 g PCA
1000 ml aigua destil-lada

* Concentracid a la qual s’ha de preparar el medi
de cultiu per cél-lules procariotes. Informacio
extreta de Uenvas del medi de cultiu.

IMInCnes. Sapenas 115 g o
nunmw'lﬂu'-.

- Pesar 3,525 g de PCA amb una balanca i abocar-los dins Uerlenmeyer.

- Posar dins Uerlenmeyer un agitador magneétic.

- Barrejar la mescla amb Uagitador?.

- Tapar el pot amb paper d’alumini i un tall de cinta d’autoclau.

- Posar Uerlenmeyer a Uautoclau®.

- Repetir els passos per tal dobtenir 150 mlL més de PCA en un

erlenmeyer diferent.
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- Repetir els passos perd mesurant 200 ml d’aigua i 4,7 g de PCA.

23,5 g PCA/L aigua destil-lada.*

200 ml aigua destil-lada - 23,5 g PCA = 4,7 g PCA
1000 ml aigua destil-lada

* Concentracié a la qual s’ha de preparar el medi de cultiu per
cél-lules procariotes. Informacid extreta de U'envas del medi de cultiu.

- Repetir els passos perd mesurant 300 ml d’aigua i 7,05 g de PCA.
23,5 g PCA/l aigua destil-lada*

300 ml aigua destil-lada - 23,5 g PCA = 7,05 gPCA
1000 ml aigua destil-lada

* Concentracié a la qual sha de preparar el medi de cultiu per
cel-lules procariotes. Informacié extreta de U'envas del medi de cultiu.

- MEMBRANE LACTOSE GLUCURONIDE AGAR (MLGA):
- Mesurar 150 ml d’aigua destil-lada amb una proveta i abocar-la dins
un erlenmeyer.
- Calcular quants grams de MLGA es necessiten per aconseguir 150 ml de

medi de cultiu.

88 g MLGA/L aigua destil-lada*

150 ml aigua destil-lada - 88 g PCA = 13,2 g MLGA
1000 ml aigua destil-lada

* Concentracié a la qual s’ha de preparar el medi de cultiu per

cel-lules procariotes. Informacié extreta
de Uenvas del medi de cultiu. ﬁ

- Pesar 13,2 g de MLGA amb una balanga i abocar-Llos dins Uerlenmeyer.

- Posar dins Uerlenmeyer un agitador magnétic.

- Barrejar la mescla amb Uagitador.

- Tapar el pot amb paper d’alumini i un tall de cinta d’autoclau.
- Posar Uerlenmeyer a Uautoclau.

- Repetir els passos per tal d’'obtenir 300 ml en dos erlenmeyers diferents.
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- LURIA BERTANI (LB) + Agar:*
- Mesurar 200 ml d’aigua destil-lada amb una proveta i abocar-la dins
un erlenmeyer.
- Calcular quants grams de LB+Agar es necessiten per aconseguir 200 ml

de medi de cultiu.

15 g LB/l aigua destil:lada*
15 g Agar/L aigua destil-lada.*

200 ml aigua destil-lada - 15gLB
1000 ml aigua destil-lada

3gLB

200 ml aigua destil-lada - 15glLB
1000 ml aigua destil-lada

iglLB

* Concentracid a la qual s’ha de preparar el medi de cultiu per
cél-lules procariotes. Informacié extreta dels envasos del caldo (LB)
i dels nutrients (Agar).

- Pesar 3 g de LB i 3 g d’agar amb una balan¢a i abocar-los dins
Uerlenmeyer.
- Posar dins Uerlenmeyer un agitador magnétic.
- Barrejar la mescla amb Uagitador.
- Tapar el pot amb paper d’alumini i un tall de cinta d’autoclau.
- Posar Uerlenmeyer a Uautoclau.
* Com que LB és un caldo de cultiu, es necessita afegir Agar en preparar-ho

per a aconseguir un medi de cultiu solid.

- MUELLER HINTON AGAR (MH):
- Mesurar 200 ml d’aigua destil-lada amb una proveta i abocar-la dins
un erlenmeyer.
- Calcular quants grams de MH es necessiten per aconseguir 200 ml de

medi de cultiu.
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38 g MH/l aigua destil-lada*

200 ml aigua destil-lada - 38 gMH = 7,6 gMH
1000 ml aigua destil-lada

* Concentracié a la qual s’ha de preparar el medi de cultiu per
cél-lules procariotes. Informacié extreta de ===
Lenvas del medi de cultiu.

- Pesar 7,6 g de MH amb una balanga i abocar-Llos dins Uerlenmeyer.
- Posar dins Uerlenmeyer un agitador magneétic.

- Barrejar la mescla amb Uagitador.

- Tapar el pot amb paper d’alumini i un tall de cinta d’autoclau.

- Posar Uerlenmeyer a Uautoclau.
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Preparar solucions amb antibidtic:

Una vegada obtinguts els diferents medis de cultiu liquids necessaris per poder
treballar, caldra afegir-hi solucions antibidtiques en alguns per poder
investigar si hi ha bacteris resistents en les aigties de UEstany de Banyoles. Els
antibidtics utilitzats seran Uampicil-lina i la ciprofloxacina. Caldrd preparar-ne
Lles solucions per tal d’afegir-les posteriorment al medi de cultiu.

Les solucions es preparen de la seglient manera:

- Pesar en una safata petita 33,3 mg* de ciprofloxacina i en una altra 100
mg* d’ampicil:lina amb una balang¢a analitica®.
- Formar una barreja homogénia de cada antibiodtic tot afegint-hi 2,5 ml*
i 5 ml* d’aigua respectivament amb Lla pipeta electronica® i barrejar-ho.
- A la mescla de ciprofloxacina, cal afegir-hi 0,3 ml d’hidroxid de
sodi per tal que sigui homogeénia.
- Afegir les mescles dins de dues xeringues connectades a un filtre.
- Abocar les dissolucions d’antibidtics filtrades dins dos tubs d’assaig
diferents.
* Els mg i els mlL que s’han utilitzat per fer les dissolucions han estat establerts
per tal de fer les dissolucions a una certa concentracié per evitar gastar

massa antibidtic o haver de posar-ne massa poc i poder produir errors en la

mesura.
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Emplenar plaques de Petri:

Un cop els medis de cultiu estan autoclavats i s’han preparat les solucions

antibiotiques, aquestes s’han de barrejar amb els medis de cultiu

corresponents. Sequidament s’han d’emplenar rapidament les plaques de Petri

abans que els medis se solidifiquin. Acabat aquest procediment ja tindrem Lles

plaques (amb medi de cultiu i amb o sense antibidtic) Llestes per sembrar.

- Emplenar plaques de Petri amb diversos medis de cultiu (PCA, MLGA,

LB+Agar, MH) sense antibiotic:

Treure els erlenmeyers amb els medis de cultiu liquids de Uautoclau
amb un guant protector.

Treure els papers d’alumini que tapen els erlenmeyers.

Emplenar les plaques de Petri amb els medis de cultiu encara liquids
fins a la meitat, el que equival a uns 10-15 ml de medi de cultiu per
placa.

Deixar que se solidifiquin els medis de cultiu.

Posar les plaques de Petri en diverses bosses tot classificant-les segons

el medi de cultiu que contenen.

Deixar les bosses a la nevera.
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- Emplenar plaques de Petri amb diversos medis de cultiu (PCA i MLGA) i
ampicil-lina:

- Calcular el volum d’ampicil-lina que s’ha d’afegir als medis de cultiu per
tal que, si creixen bacteris a les plaques després de sembrades, es pugui
afirmar que aquests son resistents a Uantibidtic:

32 mg ampicil-lina/L d'H20*
Ci - Vi = Cf - Vf (Concentracié inicial - Volum inicial = Concentracié final - Volum final)
Vi = CFT V.

Vi=32mag /1000 mlL-150ml = 4,8 mg = 0,26 mL = 240 pl
100 mg / 5 mlL 20 mg/ml

* Concentracié minima que ha de superar un bacteri per tal de ser resistent a Uantibidtic
ampicil-lina. Extret de: Performance Standards for antimicrobial Susceptibility Testing;
2014; p.228.
- Treure els erlenmeyers amb els medis de cultiu liquids de Uautoclau
amb un guant protector.
- Treure els papers d’alumini que tapen els erlenmeyers.
- Afegir a cada erlenmeyer 1 ml que conté 240 ul de la dissolucid
d’ampicil-lina i la resta aigua.*
- Barrejar.
- Emplenar les plaques de Petri amb els medis de cultiu + ampicil-lina.
- Deixar que se solidifiquin.
- Posar les plaques de Petri en diverses bosses tot classificant-les segons
el medi de cultiu que contenen.

- Deixar les bosses a la nevera.

* D’aquesta manera Uantibidtic es pot homogeneitzar millor.
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- Emplenar plaques de Petri amb diversos medis de cultiu (PCA i MLGA) i

ciprofloxacina:
- Calcular el volum de ciprofloxacina que s’ha d’afegir al medi de cultiu
per tal que, si creixen bacteris a les plaques després de sembrades, es

pugui afirmar que aquests sén resistents a Uantibiotic:

4 mg ciprofloxacina/L d'H20*

Ci - Vi = Cf - Vf(Concentracid inicial - Volum inicial = Concentracié final - Yolum final)
Vi=Cf - W

Ci

V=4mg/1000mL - 150mL = 0,6 mg = 0,045mlL = 45pl
33,3mg/ 2,5mL 13,32 mg/ml

* Concentracié minima que ha de superar un bacteri per tal de ser resistent a
l'antibidtic ciprofloxacina. Extret de: Performance Standards for antimicrobial
Susceptibility Testing; 2014; p.228.

- Treure els erlenmeyers amb els medis de cultiu liquids de Uautoclau
amb un guant protector.

- Treure els papers d’alumini que tapen els erlenmeyers.

- Afegir a cada erlenmeyer 1 mlL que conté 45 pl de la dissolucié de
ciprofloxacina i la resta aigua.”

- Barrejar.

- Emplenar les plaques de Petri amb els medis de cultiu + ciprofloxacina.

- Deixar que se solidifiquin.

- Posar les plaques de Petri en diverses bosses tot classificant-les segons

el medi de cultiu que contenen.

Deixar les bosses a la nevera.

* D’aquesta manera Uantibidtic es pot homogeneitzar millor.
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Agafar mostres d’aigua de UEstany de Banyoles:
Una vegada s’han preparat totes les plaques de Petri que es necessitaran,
s’han d’agafar les mostres d’aigua de Lles dues zones comentades

anteriorment.

- Emplenar 3 recipients* d’un litre d’aigua de la Caseta de Fusta.
- Emplenar 3 recipients* d’un litre d’aigua del costat de la Llacuna dels
Amaradors.
* S’emplenen 3 recipients de cada zona amb uns dos metres de distdncia entre

ells per tal de fer répliques.

Fig. 24

Preparar la dissolucié de Ringer:

La dissolucié de Ringer® s’ha de preparar per poder ser utilitzada en fer les
dilucions i en filtrar les mostres. En les dilucions servird com a medi en el qual
s’afegira el mil-lilitre procedent de la mostra o de la dilucié anterior. En la
filtraci6 de mostres servird per afegir-lo al filtrador abans de filtrar.
D’aquesta manera hi haura prou quantitat de liquid perqué els bacteris quedin
ben distribuits en el filtre. La dissolucié6 de Ringer es prepara de la seglent

manera:
- Mesurar 500 ml d’aigua amb una proveta i abocar-la dins un recipient.

- Calcular quants grams de Ringer es necessiten per tal d’obtenir 500 ml

de dissolucié de Ringer:
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2,5 g Ringer/L H20*

500 mLd'H20 - 2,5 gRinger = 1,25 g Ringer
1000 mL d'H20

* Concentracid a la gual s’ha de preparar la dissolucié salina.

Informacié extreta de Uenvas del dissolve 259 ﬁmﬁiﬁ!
producte. | i

- Mesurar 1,25 g de Ringer amb una balanca i abocar-los dins el
recipient.

- Tapar el recipient amb el seu tap perd no del tot i enganxar-hi un tall
de cinta d’autoclau.

- Posar el recipient a Uautoclau.

Fer dilucions de les mostres d’aigua:

Abans de poder filtrar les mostres s’han de fer dilucions d’aquestes, ja que en
Uaigua hi sol haver 10° ufc/L (unitats formadores de coldnies/ litre). Aixi que,
perqué es formin entre 15-150 colonies de bacteris (interval de coldnies
establert per no produir molts errors en el recompte) en les plaques de Petri,

es necessiten fer dilucions. Es faran dilucions fins a 107°.

- Posar 30 tubs d’assaig amb els seus taps corresponents en una gradeta.

- Autoclavar els tubs.

- Afegir a cada tub 9 ml de Ringer amb una pipeta i una prepipeta.

- Classificar els tubs en 6 files de 5 tubs cada una.

- Marcar tres files com a dilucions de mostres de la zona no impactada i
tres més com a dilucions de mostres de la zona impactada.

- Afegir al primer tub de cada fila un mil-lilitre de la mostra corresponent
utilitzant una pipeta electronica.

- Barrejar el contingut del tub amb el vortex’.

- Llencar la punta de pipeta i agafar-ne una de nova.

- Agafar un mil-lilitre del tub anterior i afegir-lo al seglient tub.

- Repetir els quatre ultims passos fins a arribar al cinqué tub de cada fila.
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Com a resultat obtindrem tubs amb dilucions 107!, 1072, 1073, 10™* 107> de
cada fila tant de la zona impactada com de la no impactada.
Cada vegada que s’obre o es tanca un tub s’ha de passar la boca del tub per

la flama del Bec Bunsen per assegurar-se que no es contamina.

Filtrar Les mostres d’aigua i Les seves dilucions i sembrar les plaques:

Un cop s’ha preparat tot el necessari (les plaques estan llestes per sembrar,
s’han agafat les mostres, s’han fet les dilucions i s’ha preparat La dissolucié de
Ringer) es poden filtrar les mostres i les dilucions i posteriorment, es poden
sembrar les plaques. En filtrar les mostres i les dilucions s’aconseguird que els
bacteris que hi ha a Uaigua es dipositin en els filtres i, en afegir el filtre dins
les plaques de Petri, s’laconseguird sembrar-Lles i els bacteris podran comencar

a créixer. Se sembren 78 plaques de Petri tal com indica la taula:
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X3 PLACA AMB MEDI
PCA MLGA
sense Ab. + AMP + CIPRO | sense Ab. + AMP + CIPRO
1mt10° |1 mL10' |1 mL10! 50 mL10° [ 100 mL 10° | 100 ml 10°
1ml107?
M 1ml 102
ofl
S 1ml103| 1 mL10°| 1 mL10°
T
R 1ml10*
A
1ml10>°
D
:; 1ml10° |1 mL102|1mL102|100mL10°|200mL10°| 100 mL 10°
' 1mlL10"
G
U 1mlL1072
A NI
1ml102 |1 mL10! |1 mL107?
1mlL10*
1mlL10°>®

Netejar el filtrador® amb alcohol, foc i aigua destil-lada.

Treure les campanes del filtrador.

Posar un filtre a cada filtrador amb unes pinces.

Posar les campanes del filtrador.

Afegir el volum que es vol filtrar seguint La taula anterior.

- 1 ml de la dilucié corresponent i uns 10 ml de dissolucié de

Ringer.

- 100 ml o 50 mL de la mostra directa recollida a Uestany.

Obrir les palanques i deixar filtrar Uaigua.

Treure les campanes i els filtres.

Sembrar les plaques de Petri tot col-locant-hi els filtres corresponents.
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- Repetir els passos fins a sembrar totes les plaques de Petri.

- Posar les plaques de Petri dins les estufes bacteriologiques®.

- Les plaques amb PCA a Uestufa de 30°C durant 48 h i després a la
de 37°C durant 24 h.
- Les plaques amb MLGA a la de 37°C durant 24 h.
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Recompte de coldnies en les plaques sembrades:
Un cop els bacteris han crescut es poden obtenir els resultats. Per tal de poder
calcular la concentracié de bacteris a UEstany, s’han de comptar les colonies

de bacteris que han crescut en les diverses plaques de Petri sembrades.

- Treure les plaques de Petri de les estufes bacteriologiques.

- Contar les colonies de cada placa i escriure els resultats.

- Fer els cdlculs per representar els resultats en forma de concentracié i
percentatge.

- Fer grafics per representar els resultats de manera més entenedora.

48



6.4. Resultats.

Les concentracions dels resultats han estat calculades amb la seglent

formula: [ 1= N2 coldnies / (Dilucié - V)

MEDI PCA

En les seguents taules es calculen les concentracions i els percentatges de
bacteris aerobis totals, és a dir, tots els bacteris que hi havia a les mostres.
Les columnes en gris no s’han tingut en compte a Uhora de calcular les
concentracions perqué per fer la concentracié només necessitem els resultats
d’una dilucié. S’ha agafat la dilucié que ha format entre 15-150 colonies a les
plaques o que s’hi ha acostat més. Les fotografies mostren les plaques de la

dilucié que s’ha agafat per calcular.

MEDI PCA, ZONA IMPACTADA

SENSE ANTIBIOTIC

10° |107* (10?1073 |10 |10°® VOLUM SEMBRA (ml) CONC. (ufc/ml)
R1 108 2 2 0 3 0 1 108,00
R2 65 0 0 1 0 2 1 65,00
R3 70 0 1 2 1 0 1 70,00

Mitjana: 81,00
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AMPICIL-LINA
10" 10° VOLUM SEMBRA (ml) ~ CONC. (ufc/ml) =~ % BACTERIS RESISTENTS
R1 0 1 0,00 4,12
R2 1 0 10,00
R3 0 1 1 0,00
Mitjana: 3,33
CIPROFLOXACINA
10* 10 VOLUM SEMBRA (ml) CONC. (ufc/ml) % BACTERIS RESISTENTS
R1 0 0O 1 0,00 0
R2 0 0 1 0,00
R3 0o 1 1 0,00
Mitjana: 0,00
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MEDI PCA, ZONA NO IMPACTADA

SENSE ANTIBIOTIC
10° 107" 1077 107 10 10°  VOLUM SEMBRA (ml) CONC. (ufc/ml)
Rl 162 1+ 1 2 2 0 1 162,00
R2 156 2 1 0O 0 1 1 156,00
R3 150 O 0O 0O 0O 1 1 150,00
Mitjana: 156,00
AMPICIL-LINA
10° 10 VOLUM SEMBRA (ml)  CONC. (ufc/ml) ~ %BACTERIS RESISTENTS
Rl 17 & 1 17,00 21,15
R2 56 & 1 56,00
R3 26 2 1 26,00
Mitjana: 33,00
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CIPROFLOXACINA

10° 10" VOLUM SEMBRA (ml)  CONC. (ufc/ml)
R1 0 0 1 0,00
R2 0 0 1 0,00
R3 0 0 1 0,00
Mitjana: 0,00
MEDI MLGA

% BACTERIS RESISTENTS

0

En les seguents taules es calculen les concentracions i els percentatges de

bacteris coliforms i E. coli.

MEDI MLGA, ZONA IMPACTADA

SENSE ANTIBIOTIC
COLIFORMS  E.coli VOLUM  COLIFORMS TOTALS
(grocs) (verds) (ml) (ufc)/100 ml
R1 92 15 50 214
R2 28 3 50 62
R3 55 4 50 118
Mitjanes: 131,33

E.

coli (ufc)/100
ml

30

6

8
14,67
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AMPICIL-LINA
COLIFORMS E. coli VOLUM COLIFORMS E.coli % COLIFORMS = % E. coli

(grocs)  (verds) (ml) TOTALS (ufc)/ TOTALS RESISTENT
(ufc)/100 mL 100 ml RESISTENTS
R1 22 1 100 23 1 6,85 4,55
R2 1 0 100 1 0
R3 2 1 100 3 1
Mitjanes: 9,00 0,67

CIPROFLOXACINA
COLIFORMS E. coli VOLUM COLIFORMS E.coli % COLIFORMS = % E. coli
(grocs)  (verds) (ml) TOTALS (ufc)/ TOTALS RESISTENT
(ufc)/100 mL 100 ml RESISTENTS
R1 0 2 100 2 2 0,51 4,55
R2 0 0 100 0 0
R3 0 0 100 0 0
Mitjanes: 0,67 0,67
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MEDI MLGA, ZONA NO IMPACTADA

SENSE ANTIBIOTIC

COLIFORMS  E.coli VOLUM COLIFORMS TOTALS E. coli (ufc)/100
(GROCS) (VERDS)  (ml) (ufc)/100 ml ml
R1 85 52 100 137 52
R2 69 36 100 105 36
R3 76 26 100 102 26
Mitjanes: 114,67 38,00
= = =

AMPICIL-LINA

COLIFORMS E. coli VOLUM COLIFORMS E.coli % COLIFORMS = % E. coli
(grocs)  (verds) (ml) TOTALS (ufc)/ TOTALS RESISTENT
(ufc)/100 mL 100 mL  RESISTENTS

R1 36 15 100
R2 20 13 100
R3 18 8 100

Mitjanes:

51 15 31,98 31,58
33 13
26 8

36,67 12,00
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CIPROFLOXACINA
COLIFORMS E. coli VOLUM COLIFORMS E.coli % COLIFORMS = % E. coli

(grocs)  (verds) (ml)  TOTALS (ufc) (ufc)/ TOTALS RESISTENT
/100 ml 100 ml RESISTENTS
R1 0 9 100 9 9 6,40 18,42
R2 0 7 100 7 7
R3 1 5 100 6 5
Mitjanes: 7,33 7,00
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GRAFICS
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SENSE ANTIBIOTIC AMPICIL-LINA CIPROFLOXACINA

Hi ha més concentraci6 de bacteris aerobis a les aiglies de la zona no
impactada. Hi ha més concentraci6 de bacteris aerobis resistents a
Uampicil-lina a les aiglies de la zona no impactada. No hi ha bacteris aerobis

resistents a la ciprofloxacina en cap de les zones.
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SENSE ANTIBIOTIC AMPICIL-LINA CIPROFLOXACINA

Tots els valors calculats menys els coliforms totals s6n majors en la zona no
impactada. EL valor de ufc. de coliforms totals és menor que el dels bacteris
aerobis dels grafics anteriors ja que els coliforms formen part d’aquest grup
entre altres espécies. EL valor de les ufc. d’E. coli sempre és menor que el dels

coliforms totals perqué E. coli forma part d’aquest grup entre altres espécies.
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BACTERIS TOTALS MEDI PCA

IMPACTAT

@ BACTERIS TOTALS NO RESISTENTS

@ BACTERIS TOTALS RESISTENTS A
L'AMPICIL-LINA

BACTERIS TOTALS MEDI PCA

NO IMPACTAT

@ BACTERIS TOTALS NO RESISTENTS

@ BACTERIS TOTALS RESISTENTS A
L'AMPICIL: LINA

COLIFORMS MEDI MLGA
IMPACTAT

@ COLIFORMS NO RESISTENTS

@ COLIFORMS RESISTENTS A
L'AMPICIL-LINA

| COLIFORMS RESISTENTS A LA
CIPROFLOXACINA
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COLIFORMS MEDI MLGA

@ COLIFORMS NO RESISTENTS

® COLIFORMS RESISTENTS A
L'AMPICIL-LINA

@ COLIFORMS RESISTENTS A LA
CIPROFLOXACINA

E.COLI MEDI MLGA

@ E.COLI NO RESISTENTS

@ E.COLT RESISTENTS A
LAMPICIL-LINA

@ £.COLI RESISTENTS A LA
CIPROFLOXACINA

E.COLI MEDI MLGA

@ E.COLI NO RESISTENTS

@ E.COLI RESISTENTS A
LAMPICIL-LINA

@ E.COLIRESISTENTS A LA
CIPROFLOXACINA

EL % de bacteris resistents sempre és major en la zona no impactada.
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7. SEGONA PART.
7.1. Pregunta.

- Quin és el patré de resisténcia de les E. coli resistents que s’han trobat a
les aiglies de UEstany de Banyoles?

Per tal de respondre la pregunta s’ha hagut de dur a terme el primer
experiment perqué per contestar-la s’ha de treballar amb els bacteris
cultivats a la primera part.
S’han escollit 4 plaques del primer experiment. Les plaques contenen bacteris
E. coli cultivats amb medi MLGA més antibiotic, de manera que els bacteris
que hi ha en aquestes sén resistents a Uantibidtic que hi ha a la placa.

Les plaques escollides son:

PLACA LLOC PLACA DE PETRI
1 NI Medi MLGA + Ampicil-lina
2 NI Medi MLGA + Ciprofloxacina
3 I Medi MLGA + Ampicil-lina
4 I Medi MLGA + Ciprofloxacina

Un patrd de resisténcia, en aquest cas, ens informard sobre la sensibilitat o la
resisténcia dels bacteris E. coli enfront alguns antibiotics. Es treballard amb 8
antibidtics diferents (vegeu Annex 1), que han estat escollits de manera que
n’hi hagi almenys un de cada familia important d’antibidtics. Per saber si un

antibiodtic és eficag o no, s’han de fer antibiogrames?.

7.2. Hipotesis.

- Potser les soques de bacteris que provenen de les plaques 1 i 3 sbn
resistents a Uampicil-lina.

- Potser les soques de bacteris que provenen de les plaques 2 i 4 sbn
resistents a la ciprofloxacina.

- Potser totes les soques de bacteris soén resistents a LUantibidtic

vancomicina.
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7.3. Procediment.
Fer els aillaments:
Per tal de poder fer antibiogrames correctament es necessiten plaques de Petri
sembrades amb colonies pures. Els aillaments serveixen per assegurar que es
puguin fer els antibiogrames amb colonies pures, és a dir, colonies de bacteris
procedents d’'un mateix bacteri. Es fan quatre aillaments de les plaques

escollides. Posteriorment es tornen a fer quatre aillaments dels aillaments.

EXTRET DE
AILLAMENT PLACA | LLOC PLACA DE PETRI
Aillament #1 1 NI Medi MLGA + Ampicil-lina
Aillament #2 2 NI Medi MLGA + Ciprofloxacina
Aillament #3 3 I Medi MLGA + Ampicil-lina
Aillament #4 4 I Medi MLGA + Ciprofloxacina

- Agafar 2 plaques de Petri del medi MLGA amb ampicil-lina i 2 més amb
medi MLGA amb ciprofloxacina sense sembrar.
- Agafar les plaques inicials, és a dir, les quatre plaques amb E. coli
resistent que s’indiquen a la taula.
- Sembrar cada placa amb una colénia de cada una de les plaques
escollides. Procediment de sembra:
- Cremar la nansa de Kolle?.
- Picar amb la nansa de Kélle una colonia aillada.
- Arrossegar horitzontalment la nansa per sobre el medi de cultiu
de la placa.
- Cremar la nansa de Koelle.
- Arrossegar verticalment la nansa per sobre el medi de cultiu de Lla
placa.

- Cremar la nansa de Kolle.
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- Arrossegar horitzontalment la nansa per sobre el medi de cultiu
de la placa.
- Deixar les plaques sembrades a Uestufa bacterioldgica de 37°C durant
24 h.
- Posar les plaques d’'on s’han extret les colonies a la nevera tancades
amb paper parafilm?’,
Els aillaments #2 i #4 s’han tornat a sembrar perqué el segon no contenia cap
colonia i el quart en tenia masses i no en va sortir cap d’aillada.
- Agafar les plaques on hi ha els primers aillaments i 4 plaques de Petri
amb medi LB, que serviran per poder passar Les colonies en liquid.
- Sembrar cada placa amb una colénia daillada de LUaillament
corresponent tot seguint els passos préviament explicats.

- Posar els nous aillaments a Uestufa bacterioldgica de 37°C durant 24 h.

- Posar els primers aillaments a la nevera tancats amb paper parafilm.

Primers Segons

aillaments: aillaments:




Sembrar la coldnia pura en el medi de cultiu LB liquid:

Un cop tenim els segons aillaments fets, es pot procedir a sembrar una de les
colonies de cada aillament en un medi de cultiu LB liquid. Aquest pas serveix
per poder aconseguir una sembra homogénia en superficie, és a dir,
aconseguir la mateixa concentracié de bacteris en tota la superficie de la
placa. Sense passar els bacteris en un cultiu liquid no es podria aconseguir i

els antibiogrames no serien correctes.

- Agafar medi de cultiu LB liquid, els segons aillaments i 5 tubs d’assaig.

- Afegir a cada tub d’assaig 5 ml de LB liquid amb una pipeta graduada.

- Sembrar 4 dels tubs d’assaig. EL restant serd el control.
- Picar amb la nansa de Kélle una colonia de Uaillament #1.
- Introduir la nansa dins un tub d’assaig fins a tocar el medi liquid.
- Rascar amb la nansa les parets del tub per assegurar que els

bacteris no s’han quedat a la nansa.

- Barrejar el contingut del tub amb el vortex durant 5 segons.

- Repetir Ldaltim pas fins a sembrar els 4 tubs, cada un amb una colonia

de Uaillament corresponent.
- Posar els tubs a Uestufa bacterioldgica de 37°C durant 24 h.
- Guardar els aillaments utilitzats a la nevera amb paper parafilm.
Cada vegada que s’obre o es tanca un tub s’ha de passar la boca del tub per

la flama del Bec Bunsen per assegurar-se que no es contamina.

Acabats de

sembrar:

Després de
24 h:




Fer els antibiogrames:

Abans de fer els antibiogrames s’han de diluir els cultius de LB liquids
sembrats, ja que sind, hi hauria massa bacteris en les plaques de Petri. Un cop
fet, es poden sembrar les plaques de Petri amb medi de cultiu MH (medi de
cultiu indicat per fer antibiogrames) i es poden afegir els discs d’antibiotics. Els

passos per fer els antibiogrames sén els seglients:

Fer dilucions dels 4 cultius LB liquids sembrats el dia anterior.
- Afegir a 4 tubs d’assaig 4,5 ml de Ringer amb una pipeta
graduada.
- Afegir a cada tub 0,5 ml del cultiu LB liquid corresponent amb
una pipeta electronica.
- Mullar una turunda dins una dilucié.
- Fregar per la placa de Petri amb medi MH corresponent per tal de
sembrar-Lla.
- Repetir els dos altims passos dos cops per cada dilucié diferent.
- Afegir els discos d’antibidtics®® a les plaques de Petri sembrades. *
- Agafar un disc amb Les pinces.

- Dipositar-lo amb cura sobre el medi de cultiu.

Posar les plaques dins Uestufa bacteriologica de 37°C durant 24 h.

* Afegir 4 discos d’antibidtics a cada placa, separats els uns dels altres. Com

que hi ha dues plaques de cada dilucid, s’utilitzen 8 antibiotics diferents.

64



Observar els resultats dels antibiogrames:
Al deixar els antibiogrames a Uestufa bacterioldgica els bacteris han pogut
créixer sempre que no siguin sensibles a un dels antibidtics. Per poder extreure

resultats dels antibiogrames s’han de calcular els diadmetres dels halus.

- Treure les plaques de Petri amb els antibiogrames de Uestufa
bacteriologica.

- Calcular els diametres dels halus d’inhibicié i anotar-Llos.

- Fer els cdalculs per saber a quins antibiodtics té resisténcia UE. coli.*

- Fer taules per representar els resultats de manera més entenedora.
* Els cdlculs s’han fet a partir de la informacié que hi ha a "The European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Breakpoint tables for
interpretation of MICs and zone diameters. Version 9.0, 2019.

http://www.eucast.org."
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7.4. Resultats.

En les seglients fotografies es mostren els antibiogrames, la placa control i la

posicié dels antibidtics en els diversos antibiogrames.

Com era d’esperar en la placa control el creixement de bacteris ha estat

uniforme en tota la superficie perqué no s’hi ha afegit cap disc d’antibiodtic. En
els aillaments podem trobar halos d’inhibicié al voltant d’alguns discs, el
diametre dels quals ens indicaran si els bacteris son resistents o no per a cada

antibiotic diferent. Les seglients taules donen aquestes informacions:
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DIAMETRE DE L’HALUS

Aillament #1 | Aillament #2 | Aillament #3 | Aillament #4

Amp. 10 ¢ g 0 mm 10 mm 0 mm 14 mm

ﬁ Imip. 10 ¢ g 24 mm 24 mm 26 mm 25 mm
'II' Cipro. 15 ug 0 mm 0 mm 9 mm 0 mm
IB Azi. 15 g 34 mm 13 mm 0 mm 14 mm
0| Tet. 30 ug 8 mm 18 mm 0 mm 23 mm
-Ir Van. 30 ug 7 mm 0 mm 7 mm 0 mm
g Tri. Sulf. 25 g 25 mm 15 mm 26 mm 25 mm
Ery. 15 ug 17 mm 0 mm 11 mm 0 mm
Aillament #1 | Ailament #2 | Aillament #3 | Aillament #4

Amp. 10 ug Resistent Resistent Resistent Sensible

:i Imip. 10 «g Sensible Sensible Sensible Sensible
'II' Cipro. 15 ug Resistent Resistent Resistent Resistent
IB Azi. 15 g Sensible Resistent Resistent Resistent
0| Tet. 30 ug Resistent Resistent Resistent Sensible
-Ir Van. 30 ug R. natural R. natural R. natural R. natural
g Tri. Sulf. 25 ¢ g Sensible Sensible Sensible Sensible
Ery. 15 ug Sensible Resistent Resistent Resistent

La ciprofloxacina i la vancomicina (a la qual E. coli té resisténcia natural*) no

son efectius per E. coli.

Només un dels quatre aillaments no té resisténcia als antibidtics eritromicing,

azitromicina, ampicil-lina i tetraciclina.

Els antibidtics imipenem i trimetoprim-sulfametoxazol sén efectius pels quatre

aillaments de E. coli.

* La vancomicina actua sobre una estructura no present en E. coli.
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8. Conclusions.

Després de realitzar els experiments i analitzar els resultats podem refusar les

dues primeres hipotesis i acceptar les dues ultimes.

Les dues primeres eren:
- Potser les aiglies exposades a Uactivitat humana contenen més bacteris
resistents que les aiglies on no hi ha activitat humana.
- Potser els humans afavorim Uaparicié de bacteris resistents a les aiglies
de Banyoles.
Estan relacionades amb la primera part i preveien que hi hauria més
concentracid de bacteris resistents a la zona impactada per Uacci6 humana.
Aquestes hipotesis es basaven en el fet que els humans podrien aportar a les
aiglies de UEstany de Banyoles més bacteris resistents que els animals que hi
habiten, ja que aquests no estan en contacte amb llocs on proliferen els
bacteris (Lavabos puablics, hospitals...), ni amb animals de granja que poden
ser vectors de bacteris resistents i tampoc amb antibidtics. A més, la zona
impactada és una zona on laigua no estd molt neta i s’hi poden trobar
multitud d’objectes humans, fet que va incentivar la formulacié de la hipotesi
inicial. De la mateixa manera que s’hi poden trobar objectes, també és
possible que s’hi trobin restes de femta on hi hauria els bacteris coliforms
resistents. Perd, com que els resultats no han resultat favorables per aquestes
hipotesis perque els grafics indiquen que la zona no impactada per Uaccidé
humana conté moltes més colonies de bacteris resistents, s’ha hagut de
buscar una explicacié Logica que els expliqui.
Hi ha diversos punts que poden servir com a explicacio:
- Els animals que habiten a UEstany de Banyoles deixen anar les seves
femtes a Uaigua i aquestes contenen bacteris coliforms. La diferéncia de
bacteris coliforms entre les dues zones pot ser explicada per la multitud

de femtes que es deixen didriament a Uaigua de la zona no impactada.
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- La zona no impactada d’on s’ha extret la mostra d’aigua es troba al
costat de la Llacuna dels Amaradors, un lloc on proliferen les aus i els
animals terrestres a part dels aqudtics. Aixd indica més quantitat de
femta.

- Molts articles afirmen que algunes aus sén portadores de bacteris
resistents. Si aquestes aus habiten a UEstany de Banyoles, segqurament
aporten bacteris resistents a les aigues.

- Tot i que la zona impactada per Uaccid humana esta forca bruta, potser
no hi ha restes de femta humana.

Cal destacar que la recollida de mostres es va fer a principis de juliol i Uaigua
no havia estat gens exposada a Uaccié humana fins a finals de juny, ja que, a
Uhivern a la Caseta de Fusta no s’hi banya ningd. Per tant, si la recollida de
mostres s’hagués dut a terme al setembre, després de tot un estiu on molta
gent ha anat a banyar-hi, potser els resultats haurien sortit una mica

diferents. Aquest experiment es podria dur a terme com a futura recerca.

Les tres hipotesis correctes estan relacionades amb la segona part. Les
hipotesis deien:
- Potser les soques de bacteris que provenen de les plaques 1 i 3 sbn
resistents a Uampicil-lina.
- Potser les soques de bacteris que provenen de les plaques 2 i 4 sbn
resistents a la ciprofloxacina.
- Potser totes les soques de bacteris son resistents a LUantibiotic
vancomicina.
Les dues primeres estaven basades en el fet que els bacteris que provenien de
les plaques 1 i 3 eren resistents a Uampicil:-lina i els bacteris provinents de les
plaques 2 i 4, ho eren a la ciprofloxacina. L’dltima es basava en el
coneixement que UE.coli té resisténcia natural a la vancomicina. Si els
antibiogrames no haguessin mostrat el que diuen les hipdtesis hi hauria hagut
un error en algun procediment.
En referéncia als altres cinc antibidtics no s’han fet hipdtesis perqué haurien

estat fetes a Uatzar.
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Els resultats d’aquesta segona part sén realment preocupants. Com podem
comprovar, més de la meitat dels discs d’antibidtics utilitzats no han afectat
als bacteris. Només els antibidtics imipenem i trimetoprim-sulfametoxazol
han funcionat en els quatre daillaments. S’ha de tenir en compte que
LUimipenem és un carbapenem, un antibidtic d’Gltim recurs. EL fet que aquest
funcioni completament és un bon senyal perqué si aquest no fos efectiu, no hi
hauria manera de combatre el bacteri. Aixi i tot, no s’hauria d’arribar a
utilitzar un carbapenem per combatre el bacteri sind que un beta-lactamic
hauria de funcionar també.

Si comparem els aillaments fets amb bacteris extrets de la zona no impactada
amb els de la zona impactada, podem observar que la proporcié de discs que
no han estat efectius és el mateix en cada zona. A diferéncia de la gran
variacié que hi ha entre les dues zones pel que fa a nombre de bacteris, si
parlem dels patrons de resisténcia no n’hi ha.

Finalment podem afirmar que els antibidtics ampicil:lina, ciprofloxacina,
tetraciclina i vancomicina no sén efectius per UE. coli de la zona no impactada.
| que els antibidtics ciprofloxacina, vancomicina, azitromicina i eritromicina no
son efectius per UE. coli de la zona impactada.

| si els resultats no fossin prou alarmants, s’ha de pensar que els bacteris han
estat extrets de les aigies de UEstany de Banyoles, tant de la zona no
impactada com de la impactada. Per tant, estem en ple contacte amb bacteris
resistents als quals podem fer front amb pocs antibidtics. Aquest és un

exemple més del greu problema al qual s’enfronta la salut global.
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CONCLUSIONS GENERALS

Per concloure el treball acabaré amb un fragment d’un article escrit per en

Daniel Closa anomenat “Ens calen nous antibidtics”:
En realitat, la lluita contra els bacteris és una guerra perduda. N’hi ha
massa, massa diferents i amb massa capacitat d’adaptacidé. Per cada
farmac que desenvolupem apareixeran en poc temps bacteris resistents.
Simple mecanisme evolutiu en accié. Perd aixd no vol dir que ens
quedem de bragos creuats mentre veiem com tornen malalties que
teniem gairebé oblidades i altres de noves que ens esperen a la

cantonada. (Closa, 2017, p.1)

EL fragment no ens aporta esperanca perqué afirma que els bacteris ja han
guanyat, perd a la vegada ens incentiva a perdre amb dignitat, és a dir, fent
un bon Gs dels farmacs que encara funcionen i no deixant-los guanyar
facilment. Perqué, en efecte, les resisténcies bacterianes sén un tema
important i d’actualitat. Com ja s’ha afirmat en aquest treball, no les podem
aturar perd podem alentir-Lles. Aixi que, és molt important intentar-ho i poder
donar més temps als cientifics per desenvolupar nous antibidtics. Perqué sing,

tal com diuen moltissims articles, en el futur, estarem perduts.

En definitiva els objectius del treball s’han assolit amb éxit. L’objectiu principal
era informar a les persones que Lllegissin el treball que el gran problema de
Lles resisténcies bacterianes ens afecta a tots (tal com diu el titol del treball), i
per aixd, vaig escollir UEstany de Banyoles com a lloc per la recollida de
mostres, ja que és un lloc proper i conegut per a tots nosaltres. Un altre
proposit era estudiar la situacié dels bacteris de Uestany i aquest, ha estat
completament assolit. Per acabar, també s’ha complert Ulltim objectiu, he

adquirit molts coneixements que fins al moment no tenia.

Finalment, després d’haver Lllegit el treball, us demanaria, si us plau, que a

partir d’ara, intentessim allargar la lluita amb els bacteris tot el possible.
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GLOSSARI
Part teodrica:

1. Organisme unicel-lular

Organisme format per una sola cél-lula.

2. Cél-lula procariota

Es caracteritza per tenir una estructura senzilla i no presentar un nucli ben
delimitat. EL material genétic es troba dispers pel citoplasma. La presenten els
organismes que pertanyen al regne Moneres.

3. Cél-lula eucariota

Es caracteritza per tenir una estructura complexa i presentar un nucli, on es
troba el material genétic, delimitat per una membrana, Uembolcall o
membrana nuclear. La presenten els organismes que pertanyen al regne
Protists, Fongs, Plantes i Animals.

4. Lugol

Dissolucié de iode molecular i iodur de potassi que s’utilitza en la tincié de
Gram i també serveix per identificar el midé.

5. Safranina

Colorant biolégic que s’utilitza en Lla tincié de Gram.

6. Fosfolipids

Lipids saponificables que formen les membranes plasmatiques de les cél-lules.
Estan formats per un cap polar i una cua apolar, per tant, sén amfipatics i
aporten permeabilitat selectiva a les membranes.

7. Fagocitosi

Procés en el qual una cél-lula engloba i digereix elements més petits.

8. Nucleotid

Compost orgdnic format per una pentosa, una base nitrogenada i un grup
fosfat. Sén les unitats que quan es polimeritzen formen els acids nucleics.

9. Molécula diana

Molécula que té un receptor concret per una hormona concreta.

10. Hidrolisi

Reaccié de descomposicid.
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Part practica:

1. Medi de cultiu

Un medi de cultiu és un substrat nutritiu (liquid, semisolid o soélid) esterilitzat
que conté totes les caracteristiques necessdries per al desenvolupament de
microorganismes. Permeten estudiar els microorganismes. N’hi ha de tres
tipus:

- Medis de desenvolupament: hi poden créixer tota classe de
microorganismes. Exemple: LB.

- Medis selectius: tenen caracteristiques que permeten que creixi algun
tipus determinat de bacteri i inhibeixen que en creixin d’altres. D’aquesta
manera es pot identificar facilment Uespécie que es vol estudiar.
Exemple: Agar Brucella.

- Medis diferencials: permet identificar una espécie en concret de bacteri
tot canviant el color de les seves colonies. Exemple: MLGA.

PLATE COUNT AGAR (PCA): Medi de desenvolupament. Servird per saber la
concentracid de bacteris totals a les zones estudiades.

MEMBRANE LACTOSE GLUCURONIDE AGAR (MLGA): Medi selectiu i diferencial.
Deixa créixer els coliforms i tenyeix les colonies de E. coli de color verd. Per
tant, servird per saber la concentracié de coliforms totals i la de E. coli.

LURIA BERTANI (LB): Caldo nutritiu. Pot ser sélid si s’hi afegeix Agar. L'utilitzaré
en solid per fer els dillaments i en liquid per poder fer els antibiogrames.
MUELLER HINTON Il AGAR (MH): Medi de desenvolupament. L'utilitzaré per dur
a terme els antibiogrames, ja que aquest és el que es fa servir comunament.

2. Agitador

Aparell que serveix per barrejar mescles. Les barreja amb Uajuda d’un
agitador magnétic que s’ha d’introduir dins el recipient i va girant grdacies a la
imantacié que té cap a Uagitador.

3. Autoclau

L'autoclau és dispositiu que serveix per esterilitzar el material del laboratori.
EL faré servir per esterilitzar els medis de cultiu, els tubs d’assaig i la
dissolucid de Ringer. Perqué el material s’esterilitzi ha d’estar 15 minuts a

Uautoclau, a una temperatura de 121°C i a 1,1 atmosferes. Tot el
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procediment perd, dura una hora ja que ha de pujar de temperatura i pressié i
ha de baixar.

EL material que es posa a Uautoclau no ha d’estar del tot tancat. D’aquesta
manera s’evita que exploti per la pressié a la qual estara exposat.

Un cop es treu el material de Uautoclau es pot comprovar que s’ha esterilitzat
ja que la cinta d’autoclau (que s’ha hagut de posar préviament) ha canviat del
color verd al negre.

4. Balanga analitica

Instrument per mesurar quantitats molt petites de massa. La balanga
utilitzada tenia precisio fins a les mil-i-enésimes.

5. Pipeta

Instrument volumeétric que permet mesurar un volum de liquid amb molta
precisié. Hi ha pipetes graduades, pipetes aforades (una sola linia que indica
un volum determinat) i pipetes electroniques (permeten agafar volums molt
petits amb una gran precisié). Aquestes Ultimes les utilitzaré molt per fer les
dilucions ja que he d’agafar volums molt petits. Les pipetes electroniques no
tenen punta siné que s’hi ha de posar una punta cada vegada que s’ha
d’utilitzar.

6. Ringer

Solucié salina i lactica que fara Lla funcié de mitja de transport a Uhora de fer
les dilucions i filtrar-Les.

7. Vortex

Aparell que serveix per barrejar el contingut de tubs d’assaig tapats tot
sacsejant-los rapidament.

8. Filtrador

Aparell que serveix per filtrar mostres liquides. Consta de tres espais on es
poden posar els filtres i d’'un recipient on va a parar el liquid filtrat.

9. Estufa bacterioldgica

Estufa amb temperatura de 372C o 302C que permet donar les condicions de

temperatura necessdries als bacteris perque creixin i es reprodueixin.
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10. Nansa de Kélle

Nansa amb la punta en forma de circumferéncia oberta que permet fer
sembres tant a medis de cultiu liquids com sdlids.

11. Paper parafilm

Paper elastic que serveix per tancar les plaques de Petri sembrades i
poder-les guardar a la nevera sense perill que s’obrin.

12. Antibiograma

Un antibiograma és una prova microbioldgica que s’utilitza per determinar la
sensibilitat d’'un bacteri a un antibidtic. Grdcies a aquesta prova es pot saber
el grau de sensibilitat d’'una soca bacteriana a un antibidtic i quin és el millor
antibidtic per combatre-la.

Els antibiogrames sén constantment utilitzats en el camp de la medicina per
saber quin antibidtic serd més efica¢ per tractar un pacient amb una infeccidé
bacteriana.

La prova consisteix en el cultiu de bacteris en una placa de Petri, que, a
continuacié, sén exposats a un o diversos antibidtics. Si sén resistents a
lantibidtic, els bacteris no moriran. En canvi, si Uantibidtic és eficag, els
bacteris es moriran i quedard un halo d'inhibicié en el lloc on Chem afegit.
Com més gran sigui Uhalo, més eficag és Lantibidtic. Segons el didmetre de
Uhalus, el tipus de bacteri i el tipus d’antibidtic podem saber si el bacteri és

resistent o no grdcies pautes establertes.

no eficag

halo d'inhibicié

eficag

Fig. 25
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ANNEX 1: Antibiotics utilitzats
1. CIPROFLOXACINA (Cipro.)

Concentracid: 15 ¢ g

Familia: quinolones

Mecanisme d’accié: bloqueig de Lla sintesi
d’ADN.

Afecta: bacteris Gram + i Gram -.

Us: tracta infeccions bacterianes com diarrees,
infeccions dssies i articulars, infeccions en el
tracte respiratori i urinari, febre tifoide...
Efectes secundaris: problemes en el ritme
cardiac, en el sistema nerviés central i en els

tendons i els muasculs.

2. AMPICIL-LINA (Amp.)

Concentraci6: 10 ¢ g

Familia: beta lactamics

Mecanisme d’accié: bloqueig de la sintesi de la
paret cel-lular.

Afecta: bacteris Gram + i Gram -.

Us: tracta infeccions bacterianes com la
salmonel-losis, la  meningitis, infeccions
respiratories, urindries...

Efectes secundaris: ndusees, granissades,
diarrees--- No prendre en cas de ser al-lérgic a

la penicil-lina.
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3. ERITROMICINA (Ery.)

Concentracié: 15 ¢ g

Familia: macrolids

Mecanisme d’accié: bloqueig de la sintesi d’ADN.
Afecta: Streptococcus, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium spp., Listeria monocytogenes,
Bordetella pertussis i Actinomyces.

Us: tracta infeccions bacterianes com infeccions

respiratdries, cutanies i MTS.
Efectes secundaris: vomits, diarrees, rampes

abdominals, reaccions al-lérgiques---

4. IMIPENEM (Imip.)

Concentracid: 10 ¢ g

Familia: beta lactdmics

Mecanisme d’accié: bloqueig de la sintesi de la
paret cel-lular.

Afecta: bacteris Gram + i Gram -.

Us: tracta infeccions bacterianes del cor, els

pulmons i la pell entre altres.

Efectes secundaris: ndusees i voOmits. No prendre

en cas de ser al-lérgic a la penicil-lina.

5. TETRACICLINA (Tet.)
Concentracié: 30 1 g
Familia: tetraciclines OH O HOHO 0]
Mecanisme d’accié: inhibici6 de Lla sintesi de Q
proteines.

Afecta: bacteris Gram + i Gram -.

Us: tracta Uacne, la colera, la sifilis i la maldria.
Efectes secundaris: vomits, diarrees, pérdua de

gana i granissades.
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6. AZITROMICINA (Azi.)

Concentracié: 15 ¢ g

Familia: macrolids.

Mecanisme d’accié: bloqueig de la sintesi dels
dcids nucleics.

Afecta: bacteris Gram + i Gram -.

Us: tracta la pneumonia, infeccions de coll, orella
i intestinals. CH,
Efectes secundaris: vomits, diarrees, ndusees o

reaccions al-lérgiques.

7. TRIMETHOPRIM | SULFAMETHOXACIN (Tri. Sulf.)
EL medicament conté una part de trimethoprim i 5 parts de sulfamethoxacin.

Concentracid: 25ug

Familia: sulfamides. iz C|)
Mecanisme d’accié: bloqueig de la sintesi dels dcids )N|\ =
nucleics. HoN N/ o~
Afecta: bacteris Gram + i Gram -. O.
Us: tracta infeccions bacterianes com infeccions d’orella, o0 N’O
de coll, urindries, bronquitis, diarrea... ‘\S”’\ )|\/>_
Efectes secundaris: ndusees, vomits i granissades. /@/ H
HoN

8. VANCOMICINA (van.) Jon
Concentracié: 30 i g . Li‘\/ N
Familia: Glicopéptids. s B i : I/r HN\""‘(J

A NN A R AR, =0
Mecanisme d’accié: bloqueig de la sintesi de la paret =~ T :|“ H T “] N T
cel-lular. v Trl O/ﬂj '
Afecta: Staphylococcus i altres. ﬂoﬁer :
Us: tracta infeccions de sang, de pell i d’ossos aixi "o })’h 2
com meningitis i endocarditis. )r\

Efectes secundaris: mal de coll, wurticadries,

granissades, dificultat per respirar, marejos o visié borrosa.
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