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METODOLOGIA

Aquest treball de recerca ha estat elaborat de la segiient manera: d’una banda,
la part teorica ha estat desenvolupada mitjangant recerca digital, en
paper, presentacions, videos, etc. D’altra, la part practica s’ha dut a terme al
Laboratori de Genética Molecular Bacteriana de I'Institut de Biomedicina i
Biotecnologia de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB-IBB-GMB) dia
a dia durant tres setmanes. També ha comptat amb l'‘ajuda del laboratori
de Resisténcia als antibiotics de I'Institut de Recerca Vall D’Hebron. El resultat:
aquest treball de recerca que es mostra a continuacio.



ABSTRACT

El cambio climatico, la pandemia de
influenza, la mala calidad del aire... todas
ellas constituyen las mayores amenazas
globales de nuestros tiempos. Sin embargo,
en las ultimas décadas, una nueva amenaza
se les ha incorporado: la resistencia a los
antibidticos. Cuando mds de 700.000
personas fenecen por esta causa cada afio,
es entonces cuando podemos percatarnos
del alcance del problema.

El mal uso de los antibidticos, las enormes
cantidades innecesarias y el abandono de las
farmacéuticas, instituyen algunas de las
causas principales del asunto.

Este trabajo aspira no solamente a investigar
los diferentes procedimientos mediante los
cuales estos microorganismos adquieren
esta nueva caracteristica, sino que consta de
4 grandes pilares: En primer lugar: conocer
cual es la ciencia que examina a las
bacterias, con un breve desarrollo historico.
Acto seguido: comprender en profundidad
gué son los microorganismos; en especial las
bacterias, cual es su modo de vida, como se
clasifican, cuales son sus beneficios o
perjuicios, dénde podemos hallarlas, etc. En
tercer lugar: descubrir y analizar las
diferentes  tipologias antibidticas, sus
mecanismos de accidén, sus espectros de
accién, etc. Y por ultimo, analizar dichos
procedimientos, e investigar el motivo de
negacién por parte de las farmacéuticas a
contribuir en la investigacion del desarrollo
de la amenaza.

A partir de los conocimientos basicos y los
que se iran adquiriendo a lo largo del
trabajo, se tratara de inducir, como objetivo
final y principal, en un laboratorio, una
tipologia de resistencia antibidtica a una
bacteria.

Palabras clave: resistencia, antibidticos,
mutacién, bacteria, microorganismos.

The climate change, the influenza pandemic,
the poor air quality... all of them constitute
the biggest global threats of our times.
However, in the last decades, a new threat
has been incorporated to them: antibiotic
resistance. When more than 700.000 people
die because of this cause every year, it’s then
when we can see the scope of the problem.
The misuse of antibiotics, the huge
unnecessary amounts of them and the
pharmaceutical companies’ withdrawal
institute some of the main reasons of the
issue.

This project aims not just to investigate the
different  procedures  whereby these
microorganisms acquire this new
characteristic, but consists of 4 large pillars:
firstly: to know about the science which
examines bacteria, with a brief historical
development. Then: understand in depth
what  microorganisms are;  especially
bacteria, how they live, how they are
classified, what their benefits and harms are,
where we can find them, etc. Thirdly,
discover and analyze the different antibiotic
typologies, their mechanisms of action, their
spectra of action as well, etc. And finally,
investigate these procedures, and the reason
of refusal by the pharmaceutical companies
to the threat’s investigation.

From the basic knowledge and those which
will be acquired throughout the project, |
will try to induce, as a final and main
objective, in a laboratory, a sort of antibiotic
resistance to a bacterium.

Key words: resistance, antibiotic, mutation,
bacterium, microorganisms.
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INTRODUCCIO

Tots nosaltres hem escoltat alguna vegada alld de: «tranquil, el teu cos s’hi anira acostumant» i és
gue si més no, sabem que a mesura que al nostre organisme li anem aplicant determinades
variables, arriba un moment en qué aquest s’hi acostuma. Per poder entendre-ho millor, només
calen un parell d’exemples. El primer d’ells és molt senzill i esta relacionat amb l'esport; i es que
quan nosaltres mateixos sotmetem el nostre propi organisme a un determinat entrenament,
sabem que al cap d’un cert temps, aquest ja no sera igual d’efectiu com ho era al principi, i que per
tant haurem d’incrementar la carrega d’aquest entrenament per tal que la nostra capacitat
de rendiment augmenti.

Un altre exemple potser més il-lustratiu i probablement una mica més clar, és el dels polls. Els
infants arriben de I'escola i una vegada n’han tingut, el procés es repeteix cada dos per tres. Els
nostres pares, per tal de solucionar el problema, recorren i recorren farmacies i supermercats en
busca de productes que acabin d’'una vegada amb ells. El problema es dona quan un pare
recomana a un altre un producte, que segons ell és bonissim, perd després d’utilitzar-lo s'adona
que no fa gaire efecte en els polls dels seus fills. | aixd a que és degut? Doncs al fet que aquests
polls s’han tornat resistents al producte a base de mutacions preadaptatives.

Ara bé, totes aquestes adaptacions o resisténcies son certes?

A mesura que els anys transcorren, les diferents modes van variant. Es per aixd que actualment no
seguim els mateixos estils que uns anys enrere. Qui no recorda aquelles muscleres, minifaldilles,
pantalons de tub, pentinats extravagants i voluminosos... tipics de la decada dels vuitanta? Pero no
només la moda canvia, sind també ho fan els interessos cientifics. | és que si ens hi fixem, durant
els ultims anys, s’ha popularitzat molt el fet de la possible resisténcia bacteriana als antibiotics. | és
al voltant d’aquesta resisténcia per on s’encamina el meu treball de recerca.

Potser ja és hora que em presenti. Jo séc .Un alumne que actualment
cursa batxillerat a , en concret, estic estudiant I'especialitat de ciéncies. Es
per aquest motiu que quan va arribar I’hora d’escollir un tema per realitzar el treball de recerca,
des d’un bon principi vaig tenir clar que el faria encaminat cap a aquesta branca. Ara bé, escollir
tema no va ser tan senzill. Hi ha persones que abans de comencgar aquest projecte, ja tenen en
ment més d’un topic, perd la veritat és que aquest no va ser el meu cas. Després d’iniciar una
recerca de possibles temes a internet, fer pluges d’idees, preguntar a companys, etc., res
d’aixd no em va resultar util; seguia al mateix punt de partida: sense tema.

Vull que el meu treball de recerca contingui tant marc teoric com marc practic, pero
m’interessa molt més el fet de la part practica, i per aquest motiu havia de trobar |la proposicié
perfecta.

Es aleshores quan m’il-lumino i recordo que a 4rt d’ESO, vam fer cinc céntims del tema de la
resistéencia bacteriana. A mi de fet, sempre m’ha interessat el mén de la microbiologia, dels
microorganismes, de reflexionar sobre la incontestable pregunta «els virus tenen vida?»... Des de
ben petit a casa hi havia hagut un microscopi. Va ser llavors quan vaig tenir clar sobre que tractaria
el meu treball de recerca. Ara si que si: La Resisténcia bacteriana.



HIPOTESIS | OBJECTIUS

Aquest treball de recerca té com tots els altres, 'objectiu general de poder adquirir coneixements
sobre una tematica que t'agrada i poder transmetre’ls. Perd hi ha plantejats diversos objectius que

estan relacionats directament amb el tema. Sén els seglients:

Estudiar els diferents habitats en qué un microorganisme pot proliferar amb facilitat.
Investigar com de virulents poden arribar a ser els bacteris patogens
Descobrir com un antibiotic afecta a un microorganisme.

Observar fenomens de parasexualitat que permeten traspassar resistencies
antibiotiques entre bacteris.

Determinar les possibles determinants genetiques de la resistencia a farmacs
antimicrobians.

Induir resistencia antibiotica a una poblacié bacteriana, de manera que esdevingui resistent
a algun tipus d’antibiotic mitjancant un procés quimic i un procés fisic.

Investigar per que les farmaceutiques no inverteixen en investigacio.

Arran de I'elaboracié dels diferents objectius plantejats, vaig formular les hipotesis seglients:

Un mateix farmac és capag¢ d’eliminar diferents tipus de microorganismes, que a I’hora
pertanyen a espécies diferents.

Els microorganismes tenen tendéncia a viure en llocs obscurs i bruts.

Existeixen determinants genétiques a la resisténcia a farmacs antimicrobians.

Els microorganismes que presenten certa resisténcia comparteixen
caracteristiques fenotipiques semblants, independentment de I'antibiotic subministrat.

A les empreses farmacéutiques no els interessa investigar sobre aquest tema, per una
raé simplement economica.

Independentment del temps d’exposicidé a una radiacié per part del bacteri, la resisténcia es
desenvolupa en igual quantitat.

Un augment de material genétic de plasmidi en una trasnformacié tampoc no implica un
augment de resistencia bacteriana.



MARC TEORIC

1. Definicions de conceptes importants

Un cop ens endinsem al mén d’internet, trobem infinitat de definicions diferents a I’hora de parlar
de qué és un microorganisme. L'Enciclopédia Catalana defineix aquest concepte com: «Organisme
gue no pot ésser observat si no és amb I'ajut d’'una lupa o d’'un microscopi.» En canvi la Real
Academia Espafiola de la Lengua ho fa d’aquesta altra manera: «Organismo unicelular solo visible
al microscopio.» En qualsevol cas, un microorganisme és un organisme de mida microscopica que
no podem estudiar a simple vista, i per tant, necessitem alguna mena d’instrument que ens
permeti augmentar aquestes mostres: els microscopis.

Com sempre hi ha una ciéncia al darrera que s’encarrega de l'estudi d’aquests, i en aquest cas es
tracta de la microbiologia. Aquesta paraula deriva de 3 paraules gregues: mikros (petit), bios (vida)
i logos (ciencia), que conjuntament signifiquen I'estudi de la vida microscopica.

Un dels pilars fonamentals d’aquest treball tracta també dels antibiotics, perdo sabem ben bé de
que parlem quan en fem referéncia? Lenciclopédia catalana ofereix la seglient definicié:
«Substancia quimica produida per microorganismes com a resultant d’'una biosintesi especifica,
capag, a baixes concentracions, d’inhibir el creixement d’altres microorganismes o d’eliminar-los.»
En canvi, la Real Academia Espafiola de la Lengua: «Dicho de una sustancia quimica: capaz de
paralizar el desarrollo de ciertos microorganismos patégenos, por su accién bacteriostatica, o de
causarles la muerte, por su accién bactericida, y que es producida por un ser vivo o fabricada por
sintesis.» Sembla un terme complex, pero no es tracta de res més que d’una substancia quimica
gue podem obtenir gracies a la produccié que els mateixos bacteris secreten o bé sintetitzant-la
nosaltres als laboratoris, i aquesta substancia serveix basicament per impedir que els
microorganismes que ens estan causant infeccions, segueixin creixent.

Quan administrem un tractament amb antibiotics, podem trobar-nos que I'organisme sigui sensible
(I'antibiotic és efectiu) o resistent (no efectiu). Aquest fet resulta molt perillés des del punt de vista
medic i les raons per les quals succeeix aquest fet s'estudiaran amb més determinacio als apartats
conseglents.

2. La Microbiologia

2.1 Introduccié a la microbiologia

La microbiologia es pot definir com la ciéncia que tracta dels éssers vius molt petits, en concret
aquells que sén inaccessibles per a I'ull huma degut que sobrepassen el nostre poder de resolucié.
Precisament, 'origen més tardi d’aquesta ciéncia en relacié a les altres ciencies biologiques s’ha
d’atribuir a la manca, durant molt de temps, d’instruments i técniques pertinents. La negacié de
falses teories, els petits avencos i descobriments al llarg de més de 5 segles, van fer possible arribar
a la microbiologia com la coneixem avui en dia.

La microbiologia guarda relacié amb altres ciéncies biologiques com la genetica i la bioquimica,
que donen lloc al naixement d’una altra de nova: la biologia molecular. A més a més amb el pas del
temps de la microbiologia van anar derivant altres branques com la virologia, immunologia...



2.2 Desenvolupament historic de la microbiologia

Plerfeccionament medis de cultiu
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Generaci espontania Pleof ormisme (els microorganismes adopten formes i

funcions depenent de les condicions ambientals)

3. Els microorganismes

Per moltes persones la paraula microorganisme els fa venir al cap un grup de petites criatures. En
aquest grup s’inclouen els bacteris, els fongs (llevats i fongs filamentosos), virus, protozous i algues
microscopiques. Normalment tendim a associar aquests petits organismes amb infeccions,
malalties com la SIDA, o deteriorament d’aliments. No obstant, la majoria d’aquests contribueixen
de manera molt important al benestar del planeta ajudant a mantenir I'equilibri entre organismes
vius i productes quimics al nostre medi ambient: els microorganismes, tant d’aigua salada com
d’aigua dolca, son la base de la xarxa trofica als oceans, llacs, i rius. Els microorganismes del terra
destrueixen les substancies de rebuig i incorporen el gas nitrogen de I'aire en aquestes substancies,
i és aixi com reciclen els productes o substancies quimiques de l'aigua, del terra o fins i tot de 'aire.
De la mateixa manera, certs bacteris i algues juguen un paper molt important en la fotosintesi, un
procés critic pel manteniment de la vida sobre el planeta. Daltra banda, els humans i alguns
animals depenen de determinats bacteris que viuen als intestins per poder realitzar la digestid i

1. Zacharias Janssen inventa el primer microscopi per mitja de lents convexes.

2. Robert Hooke descobreix la cél-lula observant al microscopi un tros de suro (veu cel-les unides).

3. Francesco Redi mostra I'abséncia de cucs en un pot tancat on hi havia un tros de carn en putrefaccio.

4. Anton Van Leewenhoek visualitza amb un microscopi casola microorganismes en I'aigua d’unes basses (animalculs), més tard, bacteris.
5. Carl Linnaeus classifica per primera vegada els éssers vius (generes, families, classes i regnes).

6. Edward Jenner inventa la vacuna contra la verola i desenvolupa les técniques de vacunacio.

7. Theodor Schwann descobreix les cél-lules vegetals.

8. Louis Pasteur demostra que la fermentacid lactica és deguda a microorganismes. Desenvolupa la vacuna contra la rabia (1885).

9. Joseph Lister

10. Ernest Heackel

11. Robert Koch és el primer en aillar microorganismes. Descobreix el bacil de la tuberculosi. Funda la bacteriologia,

12. John Tyndall

13. Paul Erhlich (les cél-lules disposen de molécules que s’'uneixen a determinades toxines, si sobreviuen es creen anticossos, que van a la sang).
14. Walther i Angelina Hesse afegeixen agar-agar al medi de cultiu.

15. Christian Gram (alguns bacteris retenen el colorant i altres no).

16. Escherich (1886)

17. Julius Petri I'inventa pel cultiu de microorganismes.

18. Alexander Fleming

19. Watson i Crick



fins i tot la sintesi d’algunes vitamines com és el cas de la vitamina K i algunes B. També tenen
aplicacions industrials com la sintesi de I'acetona, acids organics, enzims, alcohols, medicaments...
La industria alimentaria també els utilitza per produir vinagre, begudes alcoholiques, olives,
mantegues, formatge, iogurt, pa... A més a més, actualment els bacteris i altres microorganismes
poden ser manipulats de tal manera que sintetitzin substancies que normalment no sintetitzen,
com per exemple insulina humana, l'interferd, I’hormona del creixement... gracies a I'enginyeria
genetica.

Els microorganismes son éssers vius microscopics, tot i que hi ha un grup que no és considerat del
tot ésser viu, capacos de realitzar les tres funcions vitals que ha de realitzar un ésser viu: nutricio,
relacid i reproduccid. Una de les caracteristiques d’aquests organismes és el fet que poden viure en
un ampli ventall d’ambients. La majoria d’ells juguen papers molt importants a la salut de
practicament tots els animals i la terra. Tot i aixi, n’hi ha d’altres que poden ser els culpables de les
malalties infeccioses, que no Unicament afecten a les persones, sind també a animals, plantes...
Algunes d’aquestes malalties han provocat fortes crisis demografiques per la humanitat com és el
cas de la pesta negra, la verola o la tuberculosi.

La microbiologia s’encarrega de |'estudi d’aquests. Dintre del mén microbia trobem una enorme
heterogeneitat de tipus estructurals, funcionals i taxonomics: des de particules no cel-lulars com
els virus, viroides i pirones fins a organismes cel-lulars tan diferents com els bacteris, els protozous
i part d’algues i fongs. Per tant podem definir com microorganismes aquells éssers de mida
microscopica dotats d’individualitat, amb una organitzacié biologica senzilla que pot ser acel-lular
o cel-lular i en aquest ultim cas poden ser unicel-lulars, cenocitics, colonials o pluricel-lulars, pero
sense cap diferenciaci6 en teixits ni organs, i que necessiten pel seu estudi una metodologia propia
i adequada a aquestes dimensions.

3.1 Microorganismes acel-lulars

Aquesta classificacid correspon a les entitats no cel-lulars, que també sén microorganismes tot i
que no posseeixin certs trets atribuibles a la vida. Aquests organismes son principalment virus i
particules subviriques:

e Virus: sén entitats no cel-lulars molt i molt petites, atés que la seva mida és d’entre 10 i
300 nanometres. Actuen com a parasits, perquée necessiten incorporar-se al protoplasma
viu d’una cel-lula viva per tal que pugui replicar el seu material genétic gracies a I'activitat
cel-lular d’aquesta. Existeixen molts i molts virus pero tots ells disposen Unicament d’una
sola classe d’acid nucleic: o DNA o RNA, que pot ser bicatenari o monocatenari, pero en
cap cas ambdds. Per virus entenem el conjunt de particules, com si diguéssim, el nom
col-lectiu, mentre que cadascuna d’aquestes particules individuals infeccioses s'Tanomenen
virions. Un virid esta format per 5 parts basiques:



proteines viriques | Sintetitzades després de la unié a la cél-lula viva. Es troben al voltant del
material genétic formant una capsida.

capsida Estructura regular formada que embolcalla el material genétic. Formada
per la unié de capsomers (1 o més proteines viriques)

nucleocapsida Capsida interior que recobreix el genoma (=nucleoide)

acid nucleic viric DNA o RNA, monocatenari o bicatenari. s'anomena també genoma i
forma la nucleocapsida.

En alguns casos el virid es troba recobert d’'una membrana lipidica que envolta la
nucleocapsida amb proteines viriques i de la cél-lula infectada (glicoproteines)

Quan es troben en l'estat extracel-lular, també conegut com dorment, sén totalment
inerts, ates que no poden realitzar les seves funcions. Per aguest motiu, quan no es troba
unit a cap cel-lula, queda reduit al material genétic, i un cop s’acobla a la cél-lula hoste,
comenca la formacid de nous virions.

Els virus poden classificar-se en 6 grans grups depenent del microorganisme al que

afecten:
fitofags plantes neurotrops Afecten vies respiratories (grip, pneumonitis)
zoofags animals viscerotrops visceres (hepatitis viriques)
dermotrops Afecten a la pell bacteriofags bacteris (afavoreixen la transferéncia de resisténcies
(verola, herpes, als antibiotics)
xarampiod)

No existeixen virus beneficiosos per la salut, tots ells sén patogens i un fet molt important
que cal remarcar és que no poden eliminar-se amb antibiotics.

e Viroides: sén un grup de noves entitats infeccioses i se les coneix com unitats subvirals.
Estan formats exclusivament per una petita molécula circular d’ARN monocatenari (un sol
bri) (entre 330 i 400 bases), que adopta normalment una estructura secundaria, de doble
helix, degut a la complementarietat entre les bases del mateix filament. No tenen cap
mena de capacitat per codificar i per tant s'assemblen molt a les seqliencies que no
contenen informacid, propies de ’ARNm de les cel-lules eucariotes, anomenades introns.

Els viroides sembla ser que els trobem al nucleoplasma de cél-lules vegetals, que originen
malformacions patologiques a les plantes.

e ARNSs satel-lits o virusoides: es tracta de petites molecules de mida semblant a la dels

viroides de les plantes, que queden empaquetades en capsides de determinades soques
de virus. Només es repliquen juntament amb el seu virus col-laborador, modificant aixi els
efectes patogens del virus. Es podria dir que parasiten el virus per poder reproduir-se, al
igual que després el virus parasita una cél-lula per reproduir-se també.

e Prions: aquestes petites particules proteiques infectives sén les
H responsables de certes malalties neurologiques infeccioses
(sindrome de Gerstmann-Stralissler, sindrome de Creutzfeldt-

v
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Jakob...). Unicament estan formats per proteines.



3.2 Microorganismes cel-lulars

Entenem per microorganismes cel-lulars el conjunt de totes les cél-lules procariotes i fins i tot
algunes eucariotes, com son els protozous, floridures mucoses, fongs, algues microscopiques...

Després de la gran descoberta dels microorganismes es va intentar classificar-los en els dos grans
regnes que es coneixien en I'época: el regne animal i el regne vegetal. D’aquesta manera a finals
del segle XVIII el regne vegetal englobava també les algues (immobils i fotosintétiques) i els fongs
(immobils i no fotosintetics), mentre que el regne animal va englobar el grup dels Infusoria, una
classe de protozous amb mobilitat, trobats en aiglies infusionades, que més tard es van classificar
en metazous, protozous i bacteris.

; Pero després de diversos intents de classificacio, van comencgar a sorgir problemes
ung; qimalia . NG
Bukaryols " com que els fongs només s’assemblaven a les plantes en el fet d’ésser immobils,

"Janies

molts bacteris no eren fotosintetics i molts es movien, etc. Va ser llavors quan es

¥
Protista

—va proposar la creacié d’'un tercer regne: el regne Protists, on s’englobaven aquells
8,

e . . . - s s . .
\_{,} éssers vius senzills, siguin o no fotosintétics o mobils: protozous, bacteris, fongs i

Prokaryota

matge 2 algues. Pero no és fins el 1938 que s’aparta els bacteris d’aquest regne i

s’'introdueixen en un regne nou: el de les Moneres. Pero més endavant, van ser
molts els investigadors qui es van negar a aquest tipus de classificacid i van proposar els 5 regnes
que fins avui en dia coneixiem: vegetal, animal, moneres (procariotes), protoctists
(microorganismes eucariotics i floridures mucoses) i el dels fongs. Més endavant veurem que
actualment els éssers vius es classifiquen també en tres grans dominis: Bacteris (Bacteria),
Arqueges (Archaea, antigament conegudes com arqueobacteris i englobats en el regne de les
moneres), i Eucariotes (Eukarya). Tot seguit, els diferents grups bioldgics amb representants

microbians:

3.2.1 Microorganismes procariotics

Els bacteris sén organismes amb organitzacio cel-lular, és a dir, la seva unitat vital funcional és la
cél-lula. Aquest tipus d'organitzacié cel-lular és la procariotica, caracteritzada perque el seu
material genetic, que acostuma a ser Unicament un cromosoma circular d’ADN de doble helix, no
es troba en cap recinte rodejat de membrana, sind que es troba immers al citoplasma formant el
nucleoide. La reproduccié d’aquestes cel-lules es fa per biparticid i es tracta d’'una reproduccio
asexual. Acostumen a ser organismes unicel-lulars tot i que a vegades es pot donar el cas que
s’'uneixin formant colonies. Tant els organismes eucariotes com els procariotes tenen estructures
en comu com la membrana cel-lular, els ribosomes i I'acid desoxiribonucleic (DNA), portador de la
informacio genetica.

A diferéncia de les eucariotes, aquestes no presenten organuls membranosos ni tampoc una
membrana constituida per esterols. Com a unics organuls, presenta ribosomes amb velocitat de
sedimentacié de 70S. Algunes d’aquestes cél-lules presenten al seu exterior i embolicant la
membrana, una paret cel-lular feta a base de peptidoglica: la mureina.

Les cél-lules procariotes tampoc no disposen de citosquelet.



La mida de les cel-lules procariotes és molt diversa, pero avui en dia s’accepta que oscil-la entre els
1-10um, tot i que com sempre hi ha excepcions i algunes sén més grans.

Si estudiem més detalladament els dos dominis procariotics, tenim:

v Arqueges - microorganismes unicel-lulars molt primitius. Al igual que els bacteris, aquests
tampoc disposen de nucli, i és per aquest fet que se’ls situa dintre de l'organitzacid
procariota. Aquestes cel-lules sén considerades les cel-lules primitives de les que, milions
d’anys més tard, van sorgir les altres. En un principi es van descobrir en ambients extrems
com aiglies termals i llacs salats, perd actualment se sap que es troben presents en molts
més habitats com el sol, oceans, pantans, i al colon dels humans. Depenent de I’habitat on
visquin distingim:

Metanogens Medis totalment anaerobics (intesti)

Halofils Ambients extremadament salins

Hipertermofils Temperatures i pH extrems, llocs amb act. volcanica (gueisers)

v/ Bacteris > sén organismes microscopics formats per les cél-lules
procariotes més evolucionades. Els cianobacteris per exemple, han
estat vivint amb nosaltres des de fa més de 3 mil milions d’anys, i tot i
gue ara no sén tan abundants, en la seva época elles mateixes van

poder, a través de la fotosintesi, alliberar el suficient oxigen com per
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formar I'atmosfera primitiva de la Terra.

Les cel-lules procariotes ja hem vist anteriorment que es poden classificar segons la seva biologia,
pero també segons la seva morfologia o embolcall cel-lular. Segons la seva morfologia:

cocs esférica meningococ
bacils bastonet M. tuberculosis
vibris coma ortografica Vibirio Colerae
espirils espiral gram-

3.2.2 Microorganismes eucariotics

Aquests microorganismes sén éssers vius unicel-lulars o pluricel-lulars la mida dels quals obliga a
utilitzar el microscopi per poder observar-los i analitzar-los. La seva organitzacié és idéntica a
I'eucariotica i es caracteritza per contenir el material genétic (ADN bicatenari) repartit en varis
cromosomes i normalment unit a proteines basiques com les histones, i rodejat en un nucli
envoltat per membrana. Alhora, conté diversos organuls que poden ser membranosos com
I'aparell de Golgi, el reticle endoplasmatic, mitocondris, lisosomes... de locomocié com flagels o
cilis, i no membranosos com els ribosomes, que son més grans i més complexes que els dels
procariotes, amb un coeficient de sedimentacié de 80S. El citoplasma conté, a més a més,
elements citoesquelétics: microtubuls, microfilaments i filaments intermedis.

Se’n coneixen tres categories diferents:



v' Algues microscopiques > organismes normalment aerobics i autotrofs. Pertanyen al regne
dels protoctists. Les podem trobar en roques, al sol, en plantes i animals, perd la majoria
viuen en ambients aquatics. Les seves cél-lules sén semblants a les vegetals, amb paret
cel-lular, membrana plasmatica i organuls propis. Es poden classificar de la seglient manera:

Unicel-lulars Viuen al aigua. Formen part del Chlamidomonas,

SEGONS plancton. Suren i serveixen d’aliment Euglena
NUMERO DE a molts animals

CEL-LULES - - — -

Pluricel-lulars Formen filament o lamines, pero Ulva lactuca,

cél-lules no especialitzades = teixits Sargassum sp.
no veritables
Verdes o cloroficies Clorofil-la Chalmidomones, Ulva
SEGONS COLOR Brunes o feoficies Pigment marré. A les costes Laminaria, Fucus, Padina

QUE PRESENTEN | vermelles o rodoficies

Pigments vermells. En aigtlies calides
fins a 250m profund. Poden

esdevenir roques (Ca)

Corallina, Gelidium

(coral-linacies)

Dorades o crisoficies

Algunes algues tenen utilitat alimentaria en algunes cultures com el Wakame, I’Agar-agar, i

el Nori. 'agar-agar, a més a més, s'utilitza per preparar medis de cultiu en estudis de
laboratori.

v' Protozous -> organismes molt senzills, unicel-lulars, eucariotics i heterdtrofs, molts dels
quals poden moure’s a través de medis aquosos gracies a pseudopodes o undulipodis. Per
aquest motiu viuen en ambients aquatics o humits i s’alimenten de matéria organica que
capten del medi extern i digereixen posteriorment a l'interior. Es poden classificar de la
seglent manera:

Cilis Parameci
DESPLACAMENT Flagels Tripanosomes, Leishmania
Pseudopodes Amebes
Immobils Plasmodis
Parasits aliment de l'organisme on viuen, produint malalties
ALIMENTACIO Vida lliure a aigties Bacteris de basses i altres protozous
embassades
Sarcomastigophora 1 sol nucli
Labyrintmorpha
) Apicomplexa Tots parasits amb complex apical
CLASSIFICACIO
TAXONOMICA Microspora Dels més antics. Espores unicel-lulars
Ascetospora Espores multicel-lulars. Parasits
Myxozoa
Ciliophora Amb cilis. 2 tipus de nuclis. Majoria vida lliure

v" Fongs - es tracta també d’una denominacié molt ambigua, ja que defineix a éssers
heterotrofics I'estructura vegetativa dels quals acostuma a ser multinucleada i cenocitica.
No fan la fotosintesi i prenen la materia organica ja elaborada. Contenen paret cel-lular
formada pel polisacarid quitina i no per cel-lulosa. Es divideixen en dos grups:



FONGS INFERIORS

Grup molt extens. Forma corbada o
arrodonida, alguns com punts i altres
filaments. Contenen almenys en una fase
unitats mobils

Labrynthulomycetes, Acrasiomycetes,
Myxomycetes, Quitridiomycetes,
Oomycetes

FONGS SUPERIORS

Poden produir espores i no tenen
undulipodis en cap fase vital

Zygomycetes, Ascomycetes,
Basidiomycetes, Fungi Imperfecti

Els llevats sén un dels tipus de fongs unicel-lulars més importants.
Algunes especies de

llevats tenen wuna gran

importancia

econOmica, pel fet que realitzen fermentacions industrials; com la ¥

de la cervesa, el pa i el vi. Pero en altres casos poden arribar a

produir malalties a diferents éssers vius.
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La seva mida és molt variable, generalment superior a la dels

bacteris. Presenten formes esferiques, allargades, cilindriques... La seva reproduccio és fa

per gemmacio.

3.3 Bacteris

3.3.1 Estructura bacteriana

fimbrias
paréd celular

memibrana interna

Imatge 5

Els bacteris presenten estructures molt semblants, que podem

dividir en: permanents a la cel-lula (constants) o variables. Dintre
de les primeres trobem la paret cel-lular, la membrana cel-lular, els
ribosomes i el material genétic. En canvi, les variables inclouen els
flagels, les fimbries o pilis, la capsula i les espores. Les variables, no

son presents en tots els bacteris o ceps bacterians siné que es

desenvolupen depenent de les condicions on es trobin. Per tant, no

son essencials per la vida dels bacteris.

A més a més, podem classificar-les també en: internes (material genétic, els ribosomes i els cossos

d’inclusid) i externes (membrana plasmatica, paret cel-lular, capsula i undulipodis).

Estructures internes o citoplasmatiques

Sén aquelles estructures que es troben immerses al citoplasma, una solucié aquosa i viscosa que

conté soluts organics i inorganics i altres elements com ribosomes o inclusions citoplasmatiques.

e Material genétic

o Acid desoxiribonucleic cromosomic: el DNA tant eucariota

com procariota esta format per dues cadenes o filaments
helicoidals de nucleotids de bases pirimidiniques, com la
timina i la citosina i bases puriques com l'adenina i la

ADN bacteriano

guanina, que s'uneixen entre elles mitjancant ponts .. .¢

d’hidrogen, formant una doble héelix segons el model de

Watson i Crick.

Plasmidos

Els bacteris no posseeixen membrana nuclear, ni tampoc nucléols ni aparell mitotic, i

mai formen una massa cromosomica definida. El material genétic es troba associat a

proteines basiques que no son histones.
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© Plasmidis: constitueixen el material genetic extra-cromosomic. No sOn res més que
sequiencies curtes d’ADN circular bicatenari, que es pot replicar independentment de
quan ho faci 'ADN cromosomic i que hereten les cel-lules filles. Tot i que no sén
essencials per la vida dels bacteris, generalment proveeixen un avantatge selectiu, com
per exemple: la resistencia als antibiotics, noves capacitats metaboliques... Es poden
transferir de bacteri a bacteri.

e Ribosomes

Es consideren els Unics organuls que contenen les cél-lules procariotes. Es troben lliures pel
citoplasma, i estan compostos principalment per proteines, aigua i acid ribonucleic (ARN).
El seu coeficient de sedimentacié es de 70S, format per dues subunitats ribosomiques de
50S i 30S. Aquests organuls poden estar aillats, sols, o bé formant els poliribosomes: una
mena de collaret de ribosomes, associats a ARNm i a ADN cromosomic. Els ARNm
bacterians difereixen en el nimero de proteines per les que codifiquen. Alguns sén
monocistronics, que només codifiquen per una  proteina pero la majoria son
policistronics, és a dir, codifiquen per més d’una proteina.

La funcid principal d’aquests organuls és la sintesi de proteines.

e Inclusions citoplasmatiques

Sén diposits de substancies en forma de granuls, que generalment

ViR
AT

no estan recoberts amb membrana i que les trobem tant en

eucariotes com en procariotes. En general funcionen com
5iE

G emmagatzematge de compostos energétics com per exemple:

Imatge 7 polisacarids, lipids, polifosfats... Els enterobacteris,
emmagatzemen d’aquesta manera el glicogen, que correspon al 40% del seu pes. Pero
aquests granuls no serveixen Unicament per emmagatzemar substancies de reserva sind
gue en molts casos també es formen inclusions de substancies de rebuig.

Estructures externes o de I'embolcall cel-lular

Aguestes son estructures que formen part de I'embolcall cel-lular, o bé que es troben unides a
I'embolcall des de la part externa de la cél-lula. Les més important sén:

e Membrana cel-lular

Es una estructura vital pel bacteri. Representa una barrera que separa l'interior de I'exterior
cel-lular. Consisteix en una bicapa lipidica similar a altres membranes biologiques, formada
per fosfolipids amfipatics perd que a diferencia de les eucariotes, no conté esterols
(generalment). Inserides a la membrana es troben una gran quantitat de proteines,
anomenades proteines transmembrana, que faciliten el transport de substancies hidrofiles
a través d’aquesta.

Una de les caracteristiques de la membrana bacteriana i que la diferencia de la membrana
de les cel-lules eucariotes, és el fet de contenir mesosomes, una mena d’invaginacions de la
membrana plasmatica que forma vesicules, tubuls o lamel-les. Aquests replecs, Unicament
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es formen a la capa interna de la membrana i fan augmentar la superficie de membrana,
subjecten el cromosoma bacteria perqué es dupliqui, poden col-laborar en la respiracio, la
fotosintesi, i fins i tot, en alguns cassos, assimilar substancies com el nitrogen atmosferic.
Conté, a més a més, els enzims necessaris per la sintesi de lipids, de la pared cel-lular, de la
capsula...

La membrana cel-lular compleix la funcié de barrera osmotica, té permeabilitat selectiva i
aixo permet la regulacié del pas de substancies a través d’ella.

Paret cel-lular

Aguesta estructura es troba ubicada per fora de la membrana plasmatica i es tracta com ja
hem vist, d’'una estructura vital pels bacteris. Excepte bacteris molt concrets com sén els
micoplasmes per exemple, tots els altres contenen una paret cel-lular que els hi
proporciona forma i que els protegeix de la lisis osmotica’A més a més, pot protegir la
cél-lula de substancies toxiques i és en aquesta estructura on actuen la majoria dels
antibiotics.

Després que Christian Gram el 1884 desenvolupés la tincié que porta el seu nom, es va
comprovar com ja hem vist anteriorment, que els bacteris es podien classificar en dos grups
segons la seva resposta a aquesta coloracié:

© Grampositives = la paret cel-lular d’aquestes esta formada per una Unica capa
homogenia de 20 a 80 nm de gruix de peptidoglica situada per fora de la membrana
cel-lular. Lespai periplasmatic no es tan visible com en les seglients. Aquesta capa
gruixuda és la determinant perqué aquests bacteris retinguin el cristall violeta de la
coloracié de Gram.

A més a més, la superficie externa del peptidoglica d’aquests tipus de bacteris, esta
generalment recoberta de proteines.

© Gramnegatives = la seva paret és més complexa; posseeix una capa de 2 a 7 nm de
gruix de peptidoglica envoltada per una membrana externa. En microfotografies
electroniques es poden observar tres zones diferents:

Membrana plasmatica —
- @ 1-Membrana
. . g . . . . s citoplasmaticz
Espai periplasmatic periplasma + proteines (enzims hidrolitics) Gram ;pepidog;m
. . . positiva 1 Protelna
Membrana externa Unica en gram-. Bicapa lipidica formada per e 1 peteiceice
lipopolisacarids i proteines i fosfolipids que la uneixen a la .WJ@
paret. Funcié protectora. Major permeabilitat que la
plasmatica. 7 ® f®
H 1-Membrana
i terna
2- Periplasma
Gram e il
negativa (5 " - PN
g UL
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2 Lisi osmotica: procés en que la paret i la membrana cel-lular es fracturen, permetent la sortida a I'exterior del material genétic, fet

que comporta la mort immediata de la cél-lula (aixi és com actuen molts farmacs).
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Capsula

Com ja s’ha especificat anteriorment, es tracta d’una estructura variable a les cél-lules
procariotes i aix0 és perquée no és vital pel seu funcionament, tot i que si condiciona la
morfologia colonial, i la viruléncia bacteriana.

En qualsevol cas, quan aquesta existeix, es troba ubicada per fora de la paret cel-lular. Si la
seva adheréncia a la membrana és més debil, llavors s"anomena Ilim.

Generalment és de naturalesa polisacarida, a excepcido com sempre d’alguns tipus en que és
peptidica.

La virulencia d’alguns patogens es relaciona amb la preséncia de capsula, com per exemple:
Streptococcus pneumoniae i Haemophilus influenzae tipus b. La capsula protegeix el bacteri
de la fagocitosi, el principal mecanisme de defensa que tenen les cél-lules hostes.
Mitjancant la produccié d’anticossos que s’uneixin expressament a la capsula, llavors sera
possible I'atac. Com que disposen de capacitat antigénica, s’usa la capsula per la produccié
de vacunes que estimulen la formacié d’anticossos especifics.

La pérdua de la capacitat de formar capsula per mutacions augmenta la susceptibilitat a la
destruccié d’aquests pels fagocits. La seva produccido esta regulada geneticament, de
manera que els bacteris la presenten Unicament quan és necessaria per la supervivéncia
dintre de I'hoste.

Undulipodis

Els undulipodis sén prolongacions citoplasmatiques mobils que es troben a la superficie de
gran quantitat de cel-lules i que serveixen principalment per permetre el desplagament
cel-lular en medi liquid, o per crear turbuléncies al voltant de la cel-lula per atreure
I'aliment. Se’n distingeixen dos tipus: cilis i flagels, que es diferencien principalment per la
seva mida. Es tracta d’estructures variables i per tant no vitals per les cél-lules que els
posseeixen.

= Fimbries o pilis
Es tracta d’estructures filamentoses, proteiques, que a diferéncia dels flagels, tenen

un diametre inferior a 8nm i no posseeixen una estructura helicoidal, fet que els
impossibilita de funcions de mobilitat.

Els pilis comuns compleixen funcions d’adheréencia principalment a receptors
especifics i superficials. Aix0 resulta molt important perqué d’aquesta manera
s'uneixen a determinats epitelis, molt important per una correcta colonitzacié. Per
exemple: els ceps de E. Coli (causen infeccions urinaries p.ex) contenen fimbries que
els permeten unir-se especificament a I'epiteli de I'aparell urinari.

Existeixen unes altres estructures que s'anomenen pilis
sexuals, que sén més llargues i en menor quantitat,

Unicament un parell o tres per cel-lula. Aquests
intervenen en l'intercanvi genétic entre bacteris. Es el jupe0
que es coneix com conjugacio (veure apartat 5.1.2).
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El seu moviment és semblant al d’un fuet.
Flagels i filaments axials

Parlem de filaments proteics, helicoidals, prims i rigids, responsables de la mobilitat
del bacteri.

La rotacié del flagel en direccié contraria a les agulles del rellotge permet el
moviment d’avancament, mentre que la rotacid en sentit de les agulles del rellotge

fa que les cel-lules donin voltes.
A -

B e

fet coneixem: els monotrics (A), els amfitrics (C), els lofotrics (B) i els .

peritrics (D).
b @

Imatge 10

El nombre de flagels pot variar segons I'espécie bacteriana, per aquest

Alguns bacteris com les espiroquetes (Treponemas, Leptospiras y
Borrelias) poden moure’s en medis viscosos gracies a la preséncia de filaments
axials, que s’originen en pols oposats i que es superposen al centre de la cel-lula.

... moviniento
helicnidal

"cwermpo basab—
Flagelo Cilin

Imatge 11

e Espores

Alguns bacteris grampositius poden formar una estructura especial inactiva de resistencia,

gue s‘anomena endospora o espora. Es desenvolupen dintre de cel-lules bacterianes

vegetatives i son estructures resistents a situacions vitals estressants com la calor, la

dessecacié, la radiacid ultraviolada, els acids, desinfectants quimics... Gran quantitat

d’espécies de bacteris formadors d’espores son agents patogens perillosos. Les endospores

permeten fins i tot la supervivencia dels bacteris en ambients

2
IDOESPORA
]

Por autolisis de 1a bacteria,
la endoespora queda libre

on la humitat i/o els nutrients sdn escassos.

El proces de formacioé de les espores s'anomena esporulacid,
i al final d’aquest proces queda una particula deshidratada
gue conté ADN genomic, que és el que es torna resistent a
@ calors extrems, atacs d’enzims... Lespora pot germinar, i per
il B tant agafar la morfologia exacta a la de la cél-lula mare.

Imatge 12
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3.3.2 Morfologia bacteriana (vegeu practica 2)

La seva forma també és molt diversa, perd esta determinada

basicament per la rigidesa de la seva paret cel-lular. Basicament, es

Cocos Diplococa Estafilococo
A) Cocos

diferencien segons la seva forma: cocs, bacils, i espirils. Hi ha qui

13
1D

Eswopiococe  Sarcina Temada afegeix un quart tipus: els vibris, que sén bacils corbats en forma de

oo e S | cOmMa. Tot i el fet que son unicel-lulars, poden mantenir-se unides
B) Bacilos P s s , Ty . S
ey amb altres després de la divisid cel-lular, perd conservant, aixo si, la
-9 independeéencia cel-lular. Per aquest fet podem trobar diplococs,
C) Otros L
g Ko tétrades, raims... Els bacils, al mateix temps, poden ser molt curts o
Imatge 13 molt llargs, amb els extrems arrodonits o rectes.

En qualsevol cas, la morfologia bacteriana cal que sigui estudiada mitjancant microscopis optics o
electronics. El que més s’utilitza en els laboratoris és el microscopi optic de camp clar, perd també
s'usen altres modalitats com el de camp fosc.

Els bacteris poden observar-se sense tincid (en estat natural), si se’ls col-loca préeviament en
glicerol o solucions no aquoses que augmentin I'index de refraccié, o amb tincié utilitzant diferents
coloracions que millorin la seva visualitzacié al tractar-se de cel-lules incolores. Aquests colorants
es basen en la seva afinitat per les estructures bacterianes. Els colorants cationics per exemple, sén
atrets pels components de carrega negativa com els acids nucleics i els polisacarids. Exemples
d’aquests son: el blau de metile, el vidre violeta i la safranina. Si la cél-lula en estat natural la
tenyim en tinta xinesa, aquesta permet observar la capsula en cas que en disposi.

Les coloracions que s’utilitzen per la tincié de preparats bacterians es poden dividir en: simples,
diferencials i especials. Les primeres corresponen al blau de metile per exemple, i permeten
observar 'existéncia de bacteris, la seva morfologia, la seva agrupacio, la presencia d’espores... Les
diferencials, com per exemple la coloracié de Gram i la de Zniehl Nielseen, a més de l'anterior,
permeten també la diferenciacié dels bacteris perqué els colorants que s’'usen es comporten de
manera diferent segons el microorganisme en questid. | per uUltim les especials per observar
estructures com la capsula, nucli, flagels...

La coloracid de Gram és la més utilitzada en bacteriologia, i el seu nom es deu a qui la va descobrir
el 1884. Es tracta d’una coloracié diferencial, atés que els bacteris poden classificar-se segons la
seva resposta en grampositives o gramnegatives. Les primeres es tenyeixen de blau-violeta i les
segones rosat-vermell. Té a veure amb l'estructura de I'embolcall cel-lular: (consultar Practica 3:
Ubigiiitat).

= Gram Positius: adopten un color blau o violeta . L

després de tenyir-les perqué presenten una
pared de peptidoglica suficientment gruixuda ;
com per retenir aquest colorant.

=  Gram Negatius: es tenyeixen de color rosat.

Les gramnegatives presenten dues e

membranes lipidiques entre les quals es troba /matge 14
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una prima pared de peptidoglica. Al ser tan fina no reté el colorant durant la tincié
de Gram, i per aquest motiu el resultat és negatiu.

3.3.2.1 Les colonies

La majoria dels bacteris es repliquen molt rapidament i sén visibles com colonies quan es sembren
en medis de cultiu solids adequats. (consulteu practica 2 i conseglients).

Una colonia esta formada pels descendents d’una o unes poques cel-lules. Les caracteristiques
d’una colonia dependran de la mobilitat del bacteri. La seva
s e £ | mida pot variar des de 0,5mm (N.gonorrhoeae) a més grans.

PLAND CORVERD ELEVADD UMBELIFORME MBI ICADS

La forma daquesta pot ésser circular (Staphylococcus),

| ? -‘,-,‘ |_ i ] B [ H
N s I_%G. e t% irregular o filamentosa (Bacillus). Al igual que les vores
srme  rammmse sewsse  mewso s | noden ser ondulades, en serra o dentades, llises... | com no,

BORDE

FORMA

i la superficie també és variable: plana, convexa, umbilicada...
s HE 22 © & ' '

£
OGRME  CIRGULO  PLAMENTOSA TRREGULAR RGN FURFOANE

També és diferent els seu comportament enfront la llum:

Imatge 15 . . s . .
7 brillant o opaca. | la consisténcia que pot ser mucoide (M),

llisa (S) o rugosa (R). Les M acostumen a ser bacteris encapsulats, que sén més virulents si sén, a
més a més, patogens. Les S corresponen a microorganismes salvatges recentment aillats del seu
habitat i presenten una major resisténcia. Les R sdn ceps mutants no virulents. Un ultim tipus de
colonia és la L: microorganismes sense paret cel-lular com a resultat a I'exposicio als antibiotics.

3.3.3 Metabolisme bacteria

El coneixement de la fisiologia i del metabolisme bacteria permet coneixer la forma de vida i
I’habitat de diferents especies bacterianes. El mot metabolisme fa referéncia a tot el conjunt de
reaccions quimiques que es produeixen a la cel-lula i que impliquen la transformacié d’unes
biomolecules en unes altres. Té tres funcions concretes:

1. Obtenir energia quimica de I'entorn i emmagatzemar-la.
2. Construir les molecules de les que estan formades les cél-lules.

3. Formar i degradar molécules necessaries per complir funcions cel-lulars especifiques, com
per exemple: mobilitat i captacié de nutrients.

El metabolisme es produeix gracies a accions enzimatiques, i es divideix en anabolisme i

catabolisme.
Catabolisme Anabolisme
. Reaccions d’oxidacio . Reaccions de reduccid
] Moléecules complexes - simples . Molécules simples - complexes
. Obtencié d’energia (ATP) . Despesa d’energia
. Vies convergents i degradatives . Vies divergents i constructives

Diferenciem també els organismes segons el tipus de metabolisme. Els bacteris poden ésser
gualsevol dels seglients:
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3.3.3.1 Creixement bacteria

Quan parlem de creixement bacteria, ens referim al augment ordenat de tots els constituents

quimics que formen la cél-lula. Les condicions fisiques i quimiques del medi en el que es troben

afecten de manera notable les seves activitats. Els bacteris son extremadament versatils i tenen

una gran capacitat per utilitzar un ampli ventall de nutrients que poden ser inorganics o organics. A

I’hora, els nutrients, es poden dividir en dos grups: els essencials, necessaris perque la cel-lula

creixi i els no essencials (no indispensables). Segons la quantitat requerida els classifiquem en:

e Macronutrients

El bacteri els necessita en abundancia.

Carboni (major constituent de la cél-lula bacteriana), per obtenir energia.
Nitrogen (12-15% del pes cel-lular total), per formar proteines i acids nucleics.

Fosfor, per la sintesi d’acids nucleics i fosfolipids.

e Micronutrients

Sén tots aquells nutrients que es necessiten en petites quantitats, pero tot i aixi sén

necessaries per la nutricio del bacteri. En sén exemple: cobalt, coure i manganés.

Disposem de substancies que s’han d’aportar formades perqué la cél-lula que les necessita no és

capa¢ de sintetitzar-les a partir dels nutrients (factors de creixement). També sén factors de

creixement els factors ambientals i atmosféerics.

Oxigen

Segons la relacio entre l'oxigen i el bacteri existeixen:

Obligats Estrictes 0, toxic = mort bacteriana
Anaerobics ]
Aerotolerants Poden tolerar-ne una mica
Facultatius Poden creixer amb o sense O, (Enterobacteriaceae)
Aerobics Obligats Només viuen en preséncia d’'O, (Pseudomonas)
Microaerofils Concentracions baixes, perqué superiors al 21% = mort

Potencial d’oxidacio reduccio

Aquest factor és critic per determinar, per exemple, si es desenvolupara o no
I'indcul sembrat en un medi de cultiu. Per la majoria dels medis de cultiu en
contacte amb l'aire, aquest potencial és de 0,2 a 0,4V. En canvi els bacteris
anaerobics obligats no creixen a menys que el potencial sigui tan baix com -0,2V.
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e Temperatura

Es un dels factors ambientals més importants que influeixen en el manteniment i
proliferacid dels microorganismes. Cada bacteri té la seva propia temperatura
minima, per sota de la qual no pot proliferar, una temperatura optima en la qual el
creixement és més rapid, i una temperatura maxima per sobre de la qual no es
poden multiplicar. D’aquesta manera, segons el rang de temperatura en que es
possible la multiplicacié dels microorganismes, distingim tres grups:

Psicrofils Entre -5i30°C, amb una T optima = 15°C
Mesofils Entre 10 45°C, amb una T optima = 30°C
Termofils Entre 25 80°C, amb una T optima = 55°C

Si bé la majoria de microorganismes d’interés medic son mesofils, poden existir
diferéncies entre les temperatures de creixement optimes dels mateixos.

e pH del medi

Cada microorganisme, de la mateixa manera que amb la temperatura, té un rang de
pH en qué pot créixer i un pH optim. Segons el punt isoeléctric?, diferenciem:

‘Acid‘oﬁls‘ pH acid ‘ Neutrofils ‘ pH neutre ‘ Alcalofils ‘ pH basic ‘

El pH és un factor important, atées que d’ell dependra que les reaccions
metaboliques puguin arribar a dur-se a terme o no.

Per la majoria de bacteris d’interés medic, el pH optim o punt isoeléctric és de 7,2 a
7,6. Pero0 tot i aixi alguns com M. Tuberculosis resisteixen pH molt baixos.

e Condicions osmotiques i disponibilitat d’aigua
Laigua és un requeriment essencial per a qualsevol ésser viu i la disponibilitat
d’aquesta és un factor important que afecta el creixement dels microorganismes en
els seus ambients naturals. Aquesta esta condicionada per la quantitat de sals i
sucres dissolts.

Generalment els microorganismes es troben en ambients externs hipotonics, és a
dir, on la concentracié de sals minerals és inferior respecte el medi intern cel-lular, i
per tant l'aigua té tendencia a entrar a la cél-lula per osmosi. Per contra, en medis
externs hipertonics, més concentrats que linterior, la cél-lula perdra aigua.
D’aquesta manera coneixem:

Halofils [salines] Osmofils [sucre] Xerofils Ambients molt
elevades elevades secs

Amb algunes excepcions de bacteris que no tenen paret cel-lular, la majoria d’ells
tenen tolerancia osmotica que els permet suportar grans canvis d’'osmolaritat.

e Captacio de nutrients

La concentracié de soluts, com ja hem explicat anteriorment, normalment, és major
al medi intracel-lular que al medi extracel-lular. La principal barrera pel pas

3 pH en que s’obté un major rendiment cel-lular (pH optim)
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d’aquests entre els dos medis és la membrana plasmatica. No totes les substancies o
molecules travessen de la mateixa manera i per tant existeixen diferents meétodes
de transport (actiu o passiu)

3.3.3.1.1 Creixement de les poblacions bacterianes (vegeu practica 2)
El pas essencial per iniciar I'estudi d’'un cep bacteria és el cultiu, que ens permet proveir d’'una
poblacié de bacteris que posteriorment podra ser analitzada. Cal tenir en compte que alguns
bacteris patogens no sén capacgos de créixer en medis artificials inerts.

El creixement es defineix com I'augment del nimero de bacteris en una poblacié determinada. Es
important diferenciar entre el creixement d’una cel-lula individual i el d’'una poblacié sencera. El
creixement cel-lular és el resultat de I'augment de la mida de la cel-lula, seguit de la seva divisié. En
canvi, el creixement d’una poblacio és el resultat de I'augment del nombre total de cel-lules, que es
pot mirar contant el nombre de cél-lules o bé mesurant la massa cel-lular.

Curva de crecimiento bacteriano El creixement de les poblacions en un sistema de cultiu tancat

) it (sense entrada ni sortida de components del sistema) esta

/ 1 limitat per I'esgotament dels nutrients o per I'acumulacié de
wrorenc/ " substancies toxiques. Quan els bacteris es sembren al

4 laboratori en un medi liquid, com un tub d’assaig, es traca
adaplacin __,"

Log nameno do células wiabks

d’un sistema tancat de cultiu. Si es fan mesures del nombre

de cél-lules viables cada x temps, la representacié grafica de

TIEMPD  —

imatge 16 les dades, ens donara la corba de creixement caracteristica,

gue consta de 4 fases:

Fase d’adaptacio al medi. Sintesi d’enzims que necessitaran pel seu
Laténcia desenvolupament. NO increment de cél-lules, pero gran activitat metabolica i
augment mida cel-lular.

Exponencial Creix exponencialment, la poblacid és va duplicant amb el pas del temps.
Velocitat de creixement maxima.

Estacionaria Medi tancat; esgotament de nutrients, acumulacié de toxines, etc = mort
d’algunes cél-lules. Nombre es manté constant.

De mort Taxa de mortalitat augmenta i el nombre de ceél-lules viables disminueix
rapidament.

Les caracteristiques de la corba poden variar depenent de les condicions, dels microorganismes
sembrats... Existeixen medis de cultiu oberts que sén poc utilitzats perd que serveixen per
mantenir els bacteris en una mateixa fase: I'estacionaria o I'exponencial, gracies a l'aportacid i
sortida de nutrients constant.

3.3.3.1.2 Medis de cultiu

Els medis de cultiu sén una barreja equilibrada de nutrients que permeten
el creixement dels microorganismes. Han de contenir tots els nutrients
necessaris en quantitats apropiades i en condicions de pH, pressié

osmotica, oxigen dissolt, etc., adequades pel creixement.

Imatge 17
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Els medis més simples estan formats per una base mineral que es pot suplementar amb una font

de carboni, d’energia, de nitrogen... En qualsevol cas tots els medis de cultiu s’"han d’esterilitzar

préviament.

Existeixen molts medis amb diferents utilitats, que es poden classificar de la seglient manera:

liquid Augment d’una poblacié (usarem a les practiques)
Consisténcia semimsalid
solid Per aillament bacteria
L definits Composicié quimica coneguda
Composicid
complexes Amb substancies no definides (extracte de llevat)
Quantitat de pobres (Ex: agar simple) (practica 2)
nutrients ) .
rics (Ex: agar sang) (practica 2)
diferencials Per diferencial propietats distintives del grup bacteria
selectius Permenten el desenvolupament d’alguns pero no d’altres
(Ex: Mac Conkey (practica 2)).

També existeixen medis especifics per identificar vies metaboliques determinades.

3.4 ’habitat dels microbis

Els microorganismes poden habitar en llocs extremadament diversos. Poden estar en qualsevol lloc

que sigui adequat pel creixement i el desenvolupament dels organismes superiors (com els

animals), fins i tot al seu interior; pero també se’ls pot trobar en llocs on aquests organismes

superiors no hi poden viure. Tal i com es va tractar a I'apartat de microorganismes procariotics,

I’habitat on viuen també serveix per poder classificar-los. Podem trobar-los principalment al nostre

cos (microbioma®) (vegeu practica 3), aliments, plantes, etc:

A la pell i mans - la pell conté fins a 1 x 10’ microbis/cm”. Molts d’aquests bacteris semblen estar
adaptats a certes zones o caracteristiques, com la renovacié constant de la pell, I'exposicié de rajos ('\
ultraviolats o I'Gs freqlient de sabons i detergents.

En particular, els palmells de les mans sén una gran font de microorganismes, degut que es troben mésmatge 18
exposades a 'ambient i tenen pertorbacions constants, com el rentat freqiient o el contacte amb moltes

superficies.

Els bacteris més comuns a les nostres mans sén dels géneres: Proprionibacterium, Streptococcus, Staphylococcus,
Corynebacterium i Lactobacillus.

Tot i que les comunitats de bacteris no sén uniformes a tot el cos huma, poden ésser similars en algunes zones,
que acostumin a estar en contacte continu o properes.

Al tracte digestiu - gran quantitat de microorganismes, com ja hem anunciat al principi, es troben
també als intestins. Actualment rep el nom de «microbiota intestinal» i sén necessaris pel
creixement corporal, el desenvolupament de la immunitat i la nutricié. També és cert, que certes

alteracions podrien explicar en alguns casos algunes epidémies de la humanitat com I'asma o
'obesitat. Imatge 19

Quan encara ens trobem a I'tter, els humans no tenim encara microbiota, pero després del naixement, el tracte
gastrointestinal és colonitzat immediatament. Perd0 aquesta no és sempre igual, sind que a mesura que

4 Microbioma: conjunt de microorganismes, gens i metabolits que colonitzen el cos huma.
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transcorren els anys, amb l'edat i la dieta, va canviant. Per aix0 durant els dos primers anys de vida esta
dominada pels bifidobacteris i ja en edat adulta es diversifica amb alguns com Bacteroidetes i Firmicutes.
Alguns colonitzen el tracte de per vida i altres, en canvi, Gnicament durant un temps.

La microbiota intestinal és una de les comunitats més densament poblades. Per exemple, a I'intesti gros dels
mamifers es poden trobar fins a 1x10™ microorganismes, perd només en coneixem entre el 40 i 50%.

Es molt important per poder mantenir una vida saludable.

Aliments - Hi podem trobar infinitat de microorganismes que poden ser contaminants o Utils
per la preparacié de certs aliments. Els denominats «fermentats» sén aquells aliments que han
estat modificats per I'accié de microorganismes o enzims fins a obtenir el producte final (pa,
formatge, iogurt, cervesa, vi...).

Imatge 20

Plantes - Ofereixen una gran quantitat d’habitats: la filosfera, la part aeria de les plantes; la rizosfera,
les arrels; i la endosfera, la part interna de les plantes, on hi habiten respectivament: epifits, rizofits i
endofits.

En llocs inhospits - Se’ls denomina extremdfils i la major part pertanyen al domini dels arqueobacteris. Se’ls ha
trobat al llac Pitch, on viuen sense oxigen, gairebé sense aigua i en un ambient toxic. El bacteri Deinococcus
radiodurans és capag de sobreviure a carregues de radiacié extremadament elevades (suporta 15000 grays). També
als gueisers del fons dels oceans, el Mar Mort, les valls seques de I'Antartida, o al fang hipersalat del fons del Mar
Mediterrani.

3.5 Beneficis i perjudicis dels microorganismes

Degut a les seves caracteristiques, molt microorganismes resulten beneficiosos per I'ésser huma,
pero altres ens poden provocar malalties.

Aguests éssers microscopics tenen un paper molt important per mantenir la vida a la Terra, ja que
fixen gasos atmosferics, és a dir, els redueixen per poder incorporar-los a la biosfera. També
descomponen la mateéria de plantes i animals morts, per obtenir substancies més simples. Hi ha
benefici en la produccié de medicaments, enzims i aliments que s’utilitzen en diverses industries
(la penicil-lina; que moltes espéecies de fongs del grup Penicillium sintetitzen de manera natural).
Sén utils també per processos de tractament de les aiglies i deixalles... Podem resumir els seus
beneficis en:

» Laseva activitat és essencial a tota la vida de la Terra

» Intervenen en els cicles biogeoquimics de la natura

» Serveixen com eines d’investigacié en estudis de processos biologics
>

Constitueixen la base gran quantitat de processos industrials (elaboracié de pa, begudes,
medicaments, compostos quimics, altres aliments, etc.)

A\

Tenen aplicacio a I'agricultura (micorizes, compost, fongs beneficiosos...)

» Poden associar-se al cultiu in vitro de plantes com contaminants o per fer transformacions
genetiques.
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Com ha aparegut en I'anterior apartat, es considera a tota la microbiota intestinal com un «organ
metabolic». De fet, un mamifer que creix lliure de microbis, té un desenvolupament corporal
anormal i un sistema immune immadur. La microbiota augmenta la resisténcia d’un organisme
davant la preséncia d’agents patogens perque dificulta el seu accés a la superficie intestinal. A més
a més, participa en la biodisponibilitat de nutrients, metabolisme de glicids i proteines, en el
desenvolupament de les funcions del tracte gastrointestinal...

Com també hem vist anteriorment, els microorganismes sén capacos de viure amb les plantes. Un
dels exemples més coneguts és I'associacié dels bacteris Gramnegatius del genere Rhizobium amb
arrels d’algunes plantes, per exemple les lleguminoses. Aquests bacteris fixen el nitrogen i viuen en
simbiosi amb la seva planta hoste ja que cada un obté beneficis de l'altre (micoriza).

No obstant, la preséncia d’aquests microorganismes no només és beneficiosa per I'ésser huma;
existeix una gran varietat de microbis nocius que provoquen diverses malalties. A aquests se’ls
coneix com patogens. Per poder infectar 'organisme, necessiten préviament entrar-hi, i ho fan a
traves de les principals vies d’infeccid: el tracte respiratori (boca i nas), el tracte gastrointestinal
(cavitat anal), el tracte urogenital i sobretot ferides a la superficie de la pell.

Com hem pogut observar anteriorment, a vegades sén beneficiosos pels aliments com en el cas
dels ferments, perd en altres, poden danyar els aliments que nosaltres consumim. S’estima que
cada any al mén emmalalteixen 600 milions de persones (gairebé 1 de cada 10) per la ingesta
d’aquests aliments contaminats i que uns 420.000 moren per aquest fet. Salmonella,
Campylobacter, Escherichia coli enterohemorragica, Listeria i Vibrio cholerae soén alguns dels
bacteris patogens més comuns en els aliments.

3.5.1 Els probiotics

Els primers estudis sobre els microorganismes beneficiosos pel tracte gastrointestinal van ser

realitzats fa uns quants segles, el 1607 pel premi Nobel Elie Metchnikoff, que descobri I'efecte
beneficids de bacils fermentadors presents en derivats dels lactics, com Lactobacillus, i recomana
la seva ingestid.

Aguests aliments s'Tanomenen avui en dia, probiotics. L'Organitzacié d’Aliments i Agricultura de les
Nacions Unides (FAO) i I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) defineixen els probiotics com
«microorganismes vius que, administrats en dosis adequades, proporcionen efectes beneficiosos a
la salut del consumidor». Per tant podem definir un probiotic com un aliment que conté
microorganismes que son beneficiosos pel nostre organisme. Aguests microorganismes un cop
s’'ingereixen, s’adhereixen als intestins formant part de la microbiota. Un exemple de probiotic és el
kefir, a qui molts denominen «el probiotic de moda». Es tracta de llet fermentada gracies a I'accid
gue fan els granuls o noduls de kefir, un producte fermentat viu, que conté, entre d’altres coses,
llevats i bacteris. Aquests Ultims son els responsables de dos tipus de  fermentacions:

alcoholica i posteriorment lactica.

Els probiotics es divideixen en 3 categories:

Per poder considerar un microorganisme com a probiotic, cal que es complexin aquests 4 aspectes:
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1" = mantenir la seva viabilitat durant I'administracio
2" - que els beneficis del consumidor estiguin corroborats

3" - que els microorganismes presentin categoria taxonomica definida (genere, espécie
i cep)

4' > que el seu Us sigui segur

4. Els antibiotics

Els antibiotics sén substancies quimiques que han aconseguit multiples beneficis per la societat,
des de la seva descoberta. Etimologicament la paraula antibiotic prové del grec («anti» + «bioticy,
que significa oposat a la vida). El seu Us ha permés la reduccid de la mortalitat infantil, ha
incrementat I'esperanca de vida i s’ha convertit en un aspecte indispensable en cirurgia i alguns
tractaments de la medicina moderna. Han permes I'increment de la seguretat als parts complexes,
les intervencions quirdrgiques, la millora en el pronostic dels nens prematurs, tractaments
d’infeccions com la pneumonia, trasplantament d’organs, etc.

Com ja vam veure a l'inici, els antibiotics s’utilitzen per poder tractar infeccions bacterianes . No
obstant, no s’utilitzen sempre com s’hauria, i aix0 a provocat conseqliencies molt negatives que
més endavant analitzarem. Un exemple molt clar és el fet que una infeccid de tipus virica, no podra
ser mai eradicada amb cap mena d’antimicrobia. Més endavant descobrirem per que.

Lantibioterapia o antibioticoterapia és el nom que rep el tractament d’algunes malalties o
infeccions mitjancant I'is d’antibiotics.

4.1 Diferencia entre quimioterapeéutics i antibiotics

Primer de tot, cal que distingim el que és un antibiotic del que és un quimioterapéutic, ja que sén
substancies molt semblants perd que difereixen en una petita qliestio. Els antibiotics sén extrets
d’estructures organiques vivents o d’éssers vius com bacteris, fongs o algues, principalment.
Aguest fet és el que els diferencia dels quimioterapeutics, que sén derivats de substancies
quimiques antibacterianes. Es a dir, un antibiotic prové del mén viu, en canvi el quimioterapeéutic,
del laboratori. La realitat és que actualment no és important el seu origen, i per aixo es qualifiquen
com quimioantibiotics, o simplement, antibiotics.

4.2 La descoberta dels antibiotics

Si fem una mica de recerca al passat per descobrir la historia dels antibiotics, trobem gran
guantitat de cientifics i de dades relacionades amb el tema. Lany 1874, I'anglés W. Roberts havia
descrit les propietats antibidtiques de certs cultius de fongs contra els bacteris i va introduir al mén
microbiologic el concepte d’antagonisme. Uns anys més tard, I’alemany Paul Ehrlich, a principis del
segle XX, va desenvolupar el concepte de «toxicitat selectiva’®»

Més tard, I'any 1932, el patoleg alemany Gerhard Domagk, descobri I'activitat del vermell Prontosil
(el precursor de les sulfamides = antibiotics sintetics) en el tractament de malalties infeccioses
estreptococcies. Aquest descobriment va fer-lo guanyador del Premi Nobel de Medicina I'any 1939.

5 Toxicitat selectiva: matar als organismes nocius invasors pero respectant la resta d’organismes presents (organs i teixits).
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Uns anys enrere, el 1928, Alexander Fleming, cientific escoces, havia
descobert de manera fortuita la penicil-lina, mentre observava com una
floridura que contaminava una de les seves plaques de cultiu, inhibia el
creixement de Straphylococcus aureus. Com que aquesta floridura era
produida per un fong del grup Penicillium, Fleming va denominar aquesta

substancia: Penicil-lina.

Imatge 21 La descoberta de la penicil-lina, que fou el primer compost natural amb

activitat antibacteriana, suposa un abans i un després en la medicina i en el
tractament de les malalties infeccioses. Immediatament va comencar una recerca sistematica per
part de les industries farmaceutiques, donant lloc que el 1944 Schatz i Waksman descobrissin
I'estreptomicina, produida per Streptomyces griseus, convertint-se en el primer exemple
d’antibiotic. Durant les décades seglients es descobriren 96 antibiotics diversos produits per 57
especies de microorganismes diferents.

A l'epoca dels 60 va comencar una nova era: la dels antibidtics semisintétics. Aquests estaven
modificats de manera que reduien en molts casos els efectes secundaris...

4.3 Estructura i composicio dels antibiotics

En primer cas és necessari coneixer que quan parlem d’antibiotics estem parlant dnicament d’un
tipus de medicaments, eficients contra infeccions bacterianes. Perdo a part dels antibiotics
existeixen altres tipus de medicaments com sén els antivirals, analgesics, antiseptics... El que si que
comparteixen tots ells, és la seva composicid. Tots els medicaments estan formats per dos
components que sén totalment diferents. Aquests dos son:

% Principi actiu = es tracta de les substancies a les que es deu I'efecte farmacologic

d’un medicament. Es a dir, és la part que fa la funcié de medicament perque i

prevé, tracta o cura una malaltia o trastorn de salut. Es la molécula que s’uneix a

I'agent infeccids per eliminar-lo. U'activitat de cada principi actiu varia en funcié de Imatge 22
la seva naturalesa.
També es coneix amb el nom de farmac, i pot ser d’origen vegetal o animal, pero també pot
haver estat sintetitzada per 'home de manera artificial. Aquests poden provocar efectes diversos
a l'organisme i n’hi ha amb poder anestesic, antibiotic, analgesic o antiinflamatori, entre d’altres.
D’aquesta manera, depenent de si es vol mitigar el dolor, combatre una infeccid, o reduir una
inflamacid per exemple, el doctor receptara un medicament o un altre.

x  Excipients - es tracta dels components del medicament diferents al principi actiu. Aquests sén
utilitzats principalment per donar-li la forma desitjada al medicament (capsula, comprimits...) i també
per facilitar la conservacid, preparacié i administracié d’aquests medicaments. Alguns exemples
d’excipients utilitzats sén els colorants, conservants, substancies aromatiques, saboritzants,
reguladors de pH... Generalment milloren I'absorcié del farmac, protegeixen de I'acidesa estomacal...
En general se’ls considera substancies inertes sense cap mena d’efecte farmacologic. Pero en alguns

casos concrets si tenen un efecte o accié reconeguda en determinades circumstancies (al-lérgies,
intolerancies...).
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També cal diferenciar entre medicament i droga. Ambdds estan formats per la conjugacio
d’excipients i principis actius, pero la diferencia més abismal és que en una droga no es coneix al
complert la composicié de la mescla.

4.4 Principals grups d’antibiotics

Com ja hem vist, els antibiotics formen un grup molt heterogeni de substancies que es comporten
farmacocineticament (com l'organisme processa el farmac) i farmacodinamicament (accié del
farmac sobre l'organisme) diferent. Aixo si, tots ells realitzen una accié especifica sobre alguna
estructura o funcié del microorganisme. Lobjectiu de I'antibioticoterapia és poder controlar i
disminuir el nombre de microorganismes causants d’una infeccid, de manera que el sistema
immunologic del pacient digui capag d’eliminar-ne tota la resta. Es poden classificar de maneres
diverses:

Interaccid Bactericides Accid letal provocant la lisi bacteriana
sermen” iostati deix el d | il
antibiotic Bacteriostatics Impfe elx.e’ es‘envo upamentila
proliferacié pero no els mata
Espectre d’accié® | Amplis Actius en espécies i géneres diferents
Reduits Sobre un grup reduit d’espeécies

Formacio de paret
Mecanisme bacteriana
d’accié

Sintesi proteica

inhibidors de... Duplicacié de DNA

Membrana plasmatica

Vies metaboliques

Els grups d’antibiotics més comuns entre I'enorme diversitat dels existents sén els seglients,
classificats segons el seu mecanisme d’accié:

INHIBEIXEN LA SINTESI DE PARET CEL-LULAR
e Betalactamics

Es tracta d’'un grup d’antibiotics d’origen natural o semisintétic que es caracteritzen per
contenir en la seva estructura un anell B-lactamic, unit a altres tipus d’anells, d’aqui s'entén
que s’anomenin aixi.

F D PO D D

(8]
B- Lactama Tipo Tipo Tipo Tipo
penicilina cefalina clavulinato carbapenam

Imatge 23

Actuen impedint la sintesi de l'Gltima capa de la paret bacteriana. Constitueixen la familia
d’antimicrobians més gran i la més utilitzada durant la practica clinica. Es tracta de compostos
d’accio bactericida lenta i amb una toxicitat’ escassa.

6 Espectre d’accié: amplitud d’especies diferents sobre les que el medicament té efecte.
7 Toxicitat: capacitat de substancies quimiques a causar efectes perjudicials sobre els éssers vius.
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Aquest gran grup d’antibiotics és actiu sobre els bacteris grampositius i gramnegatius.
Basicament en aquells que disposen de paret cel-lular. No ho sén en bacteris intracel-lulars
com Chlamidya i Rickettsia, perque generen betalactamases.

Es classifiquen alhora en 4 grups diferents:

o Penicil-lines = d’origen natural i semisintetic que contenen I'anell B-lactamic al centre.
Els compostos naturals sén produits per diferents especies de Penicillum spp. Depenent
del tipus de cadena lateral que s’uneixi a la posicid 6, es modifica I'activitat i les
propietats.

TIPUS DE PENICIL-LINES Exemples

Penicil-lines naturals 1° gen. Penicil-lina G iV

Aminopenicil-lines 37 gen. Amoxicil-lina i ampicil-lina (usarem en practica 4)

Penicil-lines antiestafilocoquigues | Cloxacil-lina, oxacil-lina i dicloxacil-lina
2% gen.

Carboxipenicil-lines 4° gen. Ticarcil-lina
Piperacil-lina

Ureidopenicil-lines 5° gen.

Andinopenicil-lines 6 gen. S’estan experimentant. No activitat enfront gram+ pero si gramnegatius.

o Cefalosporines = productes d’origen natural derivats de productes de la fermentacié
del Cephalosporium acremonium.

Algunes entren al LCR® assolint concentracions molt elevades. La gran majoria
s’excreten pel ronyo.

Dintre les cefalosporines distingim 4 generacions:

TIPUS DE CEFALOSPORINA Espectres bacterians sobre els que

actuen
Cefalosporines de 1° generacid Staphylococcus spp
o Cefadoxil E. coli
. Cefazolina Klebsiella spp

Cefalosporines de 2° generacid
. Cefuroxime

Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis

Cefalosporines de 3* generacid
. Cefotaxime

. Cefoperazona

Enterobacteris
N. gonorrhoeae
Pseudomonas aeruginosa

Cefalosporines de 4° generacio

®  Cefepime

© Monobactamics - LAztreonam és I’'Unic monobactamic disponible per Us clinic.

o Carbapenems - son la classe de betalactamics que presenten el major espectre
d’activitat conegut. Es distribueixen molt rapidament a dintre l'organisme. S'utilitza als
hospitals per tractar infeccions severes. El més conegut és Imipenem.

8 LCR: liquid cefaloraquidi.
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o Betalactamics associats a inhibidors de les betalactamases = aquests inhibidors sén

molecules que contenen en la seva estructura un anell B-lactamic, que no tenen cap
accid antibiotica perd tenen una afinitat per les betalactamases. Es diu que sén suicides
perquée un cop s’hi uneixen, moren tots dos. Hi ha 3: acid clavulanic, sulbactam (I’Unic
que si té accié antibiotica enfront Acinetobacter baumannii) i tazobactam. Aquestes
moléecules s’uneixen a les penicil-lines o cefalosporines per evitar que l'antibiotic sigui
destruit pel bacterii A Espanya estan disponibles: ampicil-lina/sulbactam,
amoxicil-lina/clavulanic, piperacil-lina/tazobactam i cefoperazona/sulbactam.

Com ja hem dit, els betalactamics actuen inhibint la formacié de la paret cel-lular
bacteriana i a més a més indueixen un efecte autolitic (lisi).

Els betalactamics actuen quan la paret s’esta formant, és a dir, durant la multiplicacié
cel-lular, evitant que es sintetitzi una malla especial.

Glicopéptids

Actuen sobre la paret bacteriana, al igual que feien els betalactamics. Actualment hi ha dos
tipus en Us clinic: la vancomicina i la teicoplanina. El primer és un antibiotic bactericida amb
un espectre reduit, ja que només actua sobre els bacteris grampositius i s‘obté de
Streptomyces orientales. Ara bé, només s’utilitza en situacions complexes enfront
microorganismes multiresistents a altres tipologies d’antibiotics i als hospitals, ates els
efectes col-laterals.

Funcionen inhibint la sintesi i I'acoblament de la segona capa del peptidoglica de la paret
cel-lular, mitjancant la creacié d’un complexe. Unicament s’uneixen als microorganismes en
multiplicacié activa, realitzant el seu efecte molt rapidament.

Com la majoria d’antibiotics, s’eliminen per via renal.

INHIBEIXEN LA MEMBRANA CEL-LULAR

e Polimixines
Es tracta d’una classe d’antibiotic produit de manera natural pel bacteri Paenibacillus
polymyxa. Sén 5 els diferents tipus de polimixines; A, B, C, D i E (popularment colistina),
pero Unicament B i E son utilitzats com antibiotics, atés que la resta son
; _ A’G{N ‘) wo . summament toxics. El seu aspectre és generalment cap a bacteris
W gramnegatius, incloent-hi Pseudomones aeruginosa, E.coli, Enterobacter,
BN%, Salmonella, entre altres.
W -t & oo Actuen sobre la membrana plasmatica dels bacteris. S’uneix als fosfolipids
W W dels gramnegatius i produeix la destrucci6 daquesta membrana,
Imatge 24

augmentant la permeabilitat d’aquesta, que es tradueix en mort cel-lular.
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INHIBEIXEN LA SINTESI D’ACID FOLIC

Sulfonamides

Les sulfonamides van ser els primers agents quimioterapeutics efectius

o O
\ 7

utilitzats de manera sistémica per la prevencio i la cura de les infeccions S
2
bacterianes en els éssers vius. La seva descoberta va fer que l'elevada N/Q/

2
mortalitat associada a malalties infeccioses disminuis notablement. Imatge 25

En un principi tenien un espectre antibacteria molt ampli, des de bacteris

gramnegatius a grampositius, pero amb els anys van comencar a apareixer ceps resistents i
ha fet disminuir la seva utilitat. Aixo va passar per exemple amb el meningococ B i C als
E.U.A, on previament s’utilitzava sulfonamides per eradicar-lo pero actualment s’han tornat
resistents. Actualment el seu espectre es redueix a alguns bacteris com: Streptococcus
pyogenes, Streprococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Calimmatobacterium
granulomatis, Chlamydia, E.coli, entre d’altres.

Segons la velocitat d’absorcié i excrecié es poden classificar en:

Classificacio Sulfonamida
Sulfamides d’accio curta - Sulfisoxazole
- Sulfamethoxaloze
- Sulfadiazine
Sulfamides d’acci6 intermedia - Sulfasalazine
Sulfamides d’accio llarga - Sulfacetamida
- Sulfadiazine de plata
Sulfamides d’accid ultra-llarga - Sulfadoxine

Perd com funcionen les sulfonamides? En aquest cas, actuen inhibint la sintesi de I'acid folic
(necessari per la replicacié del DNA), i aix0 repercuteix en la sintesi de nucleotids. Es tracta
d’antibiotics bacteriostatics, i per tant necessiten del sistema immunitari per eradicar les
infeccions.

Com vam veure a l'inici, gran quantitat de ceps havien adquirit resistenc S e—————=

vvvvvvv 100 Taetas

sulfonamides, i per aix0, després d’anys d’investigacio cientifica, es va desco’ . mmowin susmemate

de sulfonamides amb trimetoprim, les reduia i potenciava I'accié de I'antibiol - ______==ll
Imatge 26

INHIBEIXEN LA SINTESI PROTEICA

Aminoglicosids

Aquest grup es caracteritza per disposar de dos o més aminosucres units a un anell
aminociclitol. Aquests antibiotics son generalment actius enfront els estafilococs. La seva
combinacié amb penicil-lina, o amb algun glicopéptid, els fa actuar de manera conjunta. El
seu espectre d’accié és basicament la majoria d'especies de Enterobacteriaceae i
Pseudomonadaceae. En els ultims anys, els microorganismes han comengat a desenvolupar
resistencies a aquest tipus d’antimicrobia; en qualsevol cas, mai actua davant bacteris
anaerobics.
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Els més destacats son:

Antibiotic del tipus Espectre sobre el que actua
aminoglicosid
Estreptomicina M. tuberculosi
Tobramicina M. tuberculosi
Gentamicina Gramnegatius
Espectinomicina aerobics N. gonorreae

Els aminoglicosids s’endinsen a l'interior de la cél-lula bacteriana i
romanen a l'‘espai periplasmic. Posteriorment, la membrana

citoplasmatica els absorbeix. Un cop es troben al citosol, s'uneixen

de manera irreversible a la subunitat ribosomica 30S, creant un i
complex d’iniciaciéd amorf, i amb aix0 provoca que la lectura del codi " g0s

geneétic durant el procés de traduccido de molecula de RNA a cadena matge 27
polipeptidica no sigui la correcta, i per tant es produeixen proteines

defectuoses o el bloqueig total de la sintesi proteica. Per aquest fet tenen un efecte
bactericida, causen la mort de I'organisme, i si s"administren juntament amb antibiotics que

inhibeixen la sintesi de la paret, com betalactamids, el seu efecte és molt més eficac.

e Macrolids

Es tracta d’un tipus d’antibiotics semisintetics, que deriven de l'eritromicina, produida per
Streptomyces eritreus.

A diferencia dels aminoglicosids, que s’unien a la subunitat 30S,

ERITRQMICINA

aquests s’uneixen a la subunitat ribosomica 50S del rRNA, pero de
forma reversible, per aquest motiu sén antibidtics bacteriostatics.
Aguesta unid provoca un bloqueig en la translocacié ribosomal, i
per tant la sintesi proteica es veu afectada.

Imatge 28

Tipus de macrolid Espectre d’accié

Streptococcus, S. aureus, Corynebacterium

spp,
Actinomyces, Bordetella pertussis...

Eritromicina

Claritromicina A part dels anteriors: Mycobacterium
avium, H. influenzae, Chlamydia spp...

Azitromicina

Actualment s’utilitzen per tractar infeccions respiratories, de la pell...

e Estreptogramines

Aquests antibiotics es caracteritzen pel fet d’estar formats per dos components:
estreptogramina A i estreptogramina B.
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Actuen sobre el ribosoma bacteria i cada component té una
funcid assignada. LA s’encarrega d’unir-se al RNA de ﬁ)
transferéncia i d’aquesta manera bloqueja la unié de nous ?

SITIOA

aminoacids. El B impedeix que la cadena peptidica segueixi
. , , Slirage 2 . . N N N N N

creixent. Lefecte d’aquests antibiotics és bactericida. Wl

Imatge 29

Oxazolidinones

Es tracta d’'una classe d’antibiotics totalment sintétics i I'Unic que es troba disponible per
I’Gs clinic en humans, en aguest moment, és linezolid. Acostumen a ésser bacteriostatics. El
gue fan és unir-se a la subunitat 50S en la zona de contacte amb la subunitat de 30S, fet
gue produeix que el complex d’iniciacid, necessari per poder comencar la traduccid, no es
pugui acabar de sintetitzar, i per tant inhibeixen els primers passos de la traduccio.

Actius contra la majoria de bacteris grampositius d’importancia clinica com S. aureus, E.
Faecium, S. pneumoniae, i en canvi inactius contra gramnegatius.

Lincosamides

Aquest genere d’antibidtics actua inhibint la sintesi de

Lincosamidas

proteines, gracies a la seva unid a la subunitat ribosomica
50S, fet que impedeix la iniciacié de la cadena polipeptidica,

mRNA

la transpeptidacio.

Imatge 30 Actuen gairebé contra tots els bacteris anaerdbics, molts

dels cocs grampositius, i alguns protozoaris. N’hi ha de dos
tipus, la lincomicina i la clindamicina.

Tetraciclines

Un grup d’agents bactericides actius sobre microorganismes grampositius i negatius,
i patogens intracel-lulars com clamidies, micoplasmes... Actuen com els anteriors,
inhibint la sintesi proteica per unié a la subunitat petita 30S.

Cloramfenicol

Amb activitat bactericida sobre microorganismes com H. influenzae S. pneumoniae o
N. Meningitidis i bacteriostatica davant altres gérmens, requereix energia per poder
penetrar a la ceél-lula i inhibir la sintesi proteica per unié a la subunitat gran 50S.

INHIBEIXEN LA REPLICACIO DEL DNA

Quinolones

Es tracta d’un altre tipus d’antimicrobia, concretament sén bactericides i ’\|l/ \
actuen inhibint les topoisomerases, uns enzims que eviten els o [ ]
superenrotllaments que es poden produir durant el desenrotllament del 0 ©

DNA per comencar la replicacio del material genetic. També es classifiquen:  /matge 31
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Les quinolones poden actuar sobre dos llocs diferents dintre la cel-lula

bacteriana.:

o la topoisomerasa IV. Aquests antibiotics s'uneixen al complex girasa-
DNA un cop la girasa ja ha tallat les dues cadenes del ADN per introduir,
un supergir negatiu. D’aquesta manera la topoisomerasa no pot actuar

TIPUS DE QUINOLONA

Espectres bacterians sobre
els que actuen

Quinolones de 1° generacié
e  Acid nalidixid

Enterobacteris

Quinolones de 2° generacid

° Norfloxacina

Gram negatius
N. gonorrhoeae

Salmonella
Quinolones de 3* generacié
° Levofloxacina
Steptococcus

° Gatifloxacina

S. pneumoniae

Quinolones de 4° generacid

S. aureus

Enterococcus

la DNA girasa (topoisomerasa Il del bacteri Escherichia coli)

de manera adient i és quan el procés acaba amb la lisi cel-lular.

INHIBEIXEN LA SINTESI DEL RNA BACTERIA

Rifampicina

QUINOLONAS

‘/Mﬂl‘l/\

[ GiRAsAS |

[ QUINOLONA |

Imatge 32

M

[ AbNgirasa |

"
[ MUERTECELULAR |

Es tracta d’un antibidtic semisintétic que inhibeix 'enzim RNA-polimerasa bacteria. Es un

agent bactericida que actua penetrant al fagosoma. Actualment al nostre pais Unicament

s’usa pel tractament de la tuberculosi, juntament amb altres medicaments.

INHIBEIXEN DETERMINATS PROCESSOS

4.5 Vies d’administracio

Nitrofurantoina

Antibiotic sintetic que gracies a la seva accid bactericida s’uneix a proteines ribosomiques,

produeix dany cromosomic i inhibeix processos com la respiracid i el metabolisme del

piruvat.

Existeixen gran quantitat de tipologies d’administrar un antibiotic o un medicament. Cada

antibiotic presenta unes preferencies en quant a vies d’administracio, per tal de poder garantir una

major accié. A més a més cada via d’administracié conté formules farmaceutiques diferents, a

continuacié ho explicarem:

31



Capsula (cobertura de gelatina per
protegir i evitar mal gust)

Preparats solids

Via oral (introduccié Comprimit

per la boca i absorci6 al Dragees (coberta de sucre)
tracte digestiu)

Xarop (dissolt solucié sucre)

Preparats liquids Elixir

Suspensid

Via intramuscular Amb una agulla a I'interior del muscul. Passa rapidament al torrent sanguini

Via intravenosa S’insereix directament al torrent sanguini = més rapida
Via subcutania Agulla sota la pell (Ex: insulina o heparina)
Via inhalatoria Inhalacié del medicament. Efecte molt rapid

Via transdérmica Aplicacid de pegats (Ex: pegats de morfina)

Via nasal (Ex: esprais nasals)
Oftalmica/odtica (Ex: gotes)
Via topica Medicament amb antibiotic s’aplica sobre la pell (Ex: pomada)
Via rectal (Ex: supositoris)
Via vaginal Per infeccions vaginals (Ex: Gine-Canestén©)

4.6 Consum extrahospitalari d’antibiotics a nivell nacional i autonomic

Abans de comengar, és necessari definir la unitat emprada per la OMS i ’Agéncia Espanyola del
Medicament per la mesura del consum d’antibiotics. Aquesta es la DHD (dosi diaria definida per
1000 habitants i dia) que es calcula a partir del nombre d’envasos dispensats mitjancant la seglient
formula:

UV'xFF*xC>x1000
DDD* x N° habitants x 365 dies
Es a dir, un Us de 20 DHD en un any determinat es pot interpretar  roa:

com si cada dia d’aquell any, 20 de cada 1000 habitants haguessin
prés una DDD del medicament.

DHD =

ion del de ibiatis en DHD

DD 000 hab/dia
25

El consum dels antibiotics a Espanya ha estat gairebé sempre unes
décimes superior a la mitja europea de consum, perd a nivell o L B
nacional es va arribar al seu punt maxim I'any 1995 amb 22,1 dosi S I I EEEEE -

diaria definida (DDD). Les dades que ofereixen el Ministeri de Salut — ° e e 1w 2w 21 200 200 200 2
Otros Quinolonas Macrolidos y Lincosamidas

i el Sistema Nacional de Salut, sén d’antibiotics adquirits eaiosgerina y otosbe

Penicilinas Tetraciclinas

Unicament amb recepta medica, i per tant no mostren els matge 33

adquirits sense recepta o de prescripcidé privada. Va ser llavors

guan des d’aquell moment la DHD va comengar a disminuir fins les 18 DHD que es van registrar el
2001. Lamentablement aquesta xifra no va poder mantenir-se i anar a la baixa sind que va

incrementar fins arribar el 2005 a les 19,3 DHD. Es creu que aquest canvi en la tendéncia és degut

9 1. UV: unitats d’envasos vengudes

2. FF: nombre de férmules farmaceutiques per envas
3. C: quantitat de principi actiu en cada férmula
farmaceutica

4. DDD: dosi diaria definida
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al increment de I'ds de les penicil-lines fonamentalment. Tal i com mostra el PRAN' en els seus
grafics de consum d’antibiotics extrahospitalari, 'any 2014 es van recollir dades sorprenents, en
comparacié a I'any 2005, el consum havia disminuit fins a les 16,45 DHD (sense tenir en conta les
receptes privades ni mutues, Unicament receptes oficials). Lany 2015 van augmentar fins les 17,05
DHD, i I'any conseglient es va poder disminuir unes decimes fins a les 16,57 DHD. De I'dltim any
gue es tenen dades és del 2018 amb una xifra a la baixa de 15,99 DHD, la xifra més reduida des
gue se’n té constancia d’aquest consum.

ics en DHD

B Receptaoficial M Receptamitues M R.oficial + mitues M Recepta privada M Global atencié primdria

27 2623 25.86

DHD d'antibidtics

2080

anys

DHD en EH (extrahospitalari) de JO1

ANY Recepta Mdtues Recepta oficial + Recepta Global atencié
oficial mutues privada primaria
2014 16,45 1,09 17,54 7,61 25,15
2015 17,05 1,03 18,08 8,16 26,23
2016 16,57 1,05 17,62 8,24 25,86
2017 16,12 1,02 17,15 7,85 25,00
2018 15,99 0,88 16,72 7,61 24,33

També el Ministeri de sanitat, politica social i igualtat juntament

amb I"’Agéncia Espanyola de medicaments i Productes Sanitaris ens

proporciona dades relacionades amb aquest consum d’antibiotics,

on a través del grafic que es mostra a continuacié, fa una

comparativa entre el consum dels diferents subgrups d’antibiotics,
des del 1992 fins el 2009, on és rellevant l'elevat consum de

penicil-lines. Imatge 34
No obstant, Espanya segueix essent un dels paisos de la Unid

Europea que més antibiotics consumeix.

Pel que respecte Catalunya, sempre es situa per sota de la mitjana espanyola. Tot i que des de I'any
2014 fins el 2016, el consum va augmentar lleugeres déecimes, aquests ultims 4 anys s’ha anat
reduint.

10 PRAN: Plan nacional de resistencia a los antibidticos
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Consum global comunitari (en DHD)

CC.AA 2015 2016 2017 2018
Catalunya 24,65 24,71 24,06 23,27
Comunitat de Madrid 25,84 25,66 24,10 23,09
Pais Basc 22,40 21,69 20,94 20,93
Galicia 26,75 26,40 25,68 25,47

Total Espanya 26,23 25,86 25,00 24,33

5. Resisténcia bacteriana als antibiotics

La resistencia bacteriana és un fenomen biologic natural. Sempre que s’ha introduit al mercat un
nou antibiotic, han aparegut al cap d’'un temps ceps resistents. Es defineix com: «la capacitat que
tenen els bacteris de suportar els efectes bactericides o bacteriostatics dels antibiotics o biocides
destinats a eliminar-los o controlar-los».

Des d’'un punt de vista practic, un bacteri és sensible a un antibiotic, quan aquest és capacg
d’inhibir-lo o matar-lo. Pel contrari, es diu que un microorganisme és resistent quan aquest no es
veu afectat per la preséencia de l'antibiotic i pot continuar amb el seu cicle vital en preséncia
d’aquest.

La resisténcia antibiotica es presenta com una Amenaca global que afecta a molts ambits diversos,
i el fet és que l'any 2015, aquestes resistencies van ser culpables de 33.000 morts a Europa.
Aguesta xifra és gairebé idéntica a les morts per grip, tuberculosi i sida juntes. Aquestes morts sén
produides per bacteris que han desenvolupat resistencies als diferents tipus d’antibiotics i com a
resultat, es fa gairebé impossible que puguin tractar-se a temps. Quan els farmacs que s’utilitzen
normalment ja no sén efectius, és extremadament dificil i en molts casos impossible, tractar
aquestes infeccions. Per0 aquestes xifres no es queden aqui. Cada any a la Unid Europea es
diagnostiquen prop de 400.000 nous casos d’infeccions causades per bacteris multi-resistents. | es
qgue, actualment, prop de 50.000 persones perden la vida cada any a Europa i EUA per culpa
d’aquests bacteris. Perd si sumem totes les morts que es produeixen a tot el mdén cada any,
arribem a la sorprenent xifra de 700.000. Aquestes xifres deixen bocabadat a qualsevol, pero es
preveu que si no hi fem res, la resisténcia als antibiotics pot arribar a provocar, en un futur molt
proxim, més de 10 milions de morts anuals, una xifra que superaria les defuncions causades pel
cancer.

Lincrement de resisténcies pot atribuir-se a quatre grans causes:
e Labusi el mal Us dels antibiotics, tant si son utilitzats en humans com en bestiar.
e La disseminacié dels bacteris multiresistents, que s’ha vist afavorida pels desplacaments
freqlients de les persones al voltant de tot el mén.
e L'abséncia de técniques de diagnostic rapid que permetin identificar rapidament aquestes
infeccions, o descartar 'administracié d’antibiotics en les infeccions per virus respiratoris.

e Ladisminucié del desenvolupament de nous antibiotics eficacos.
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5.1 Mecanismes biologics favorables a I'aparicié de resisténcies

Els bacteris no s’esdevenen resistents perqué si, sind que existeix una explicacid bioldgica i
cientifica sobre com ho fan. Ha de quedar molt clar que ells no decideixen ésser resistents enfront
un determinat antibiotic. Es el mateix medi i una série de coincidéncies bioquimiques les que els
converteixen en no susceptibles. Aquesta aparicid de resistencies pot donar-se per dos casos: les
mutacions o l'intercanvi genétic amb la transferéncia de gens.

5.1.1 Mutacions
Les mutacions sén alteracions del material genétic que es produeixen de manera aleatoria.
Normalment provoquen deficiéncies i fins i tot poden arribar a ser letals.

Les mutacions sén importants perque permeten I'evolucid de les espécies.

Els bacteris son microorganismes unicel-lulars; aixo significa que es reprodueixen per biparticid i
d’aquesta manera tot el material genetic del progenitor, es transfereix a la descendéncia, incloent-
hi les mutacions.

Hi ha molts tipus de mutacions i es poden classificar de moltes maneres diferents:

Segons la manera Naturals (espontaniament)
d’apareixer

Induides (per agents mutagens) (vegeu practica 4)

Segons I'extensié del Géniques (nucleotids)
material genetic afectat

Cromosomiques (gens)

Genomiques (n° cromosomes)

Beneficioses (resisténcia)

Segons l'efecte sobre el

. . Neutres
microorganisme

Perjudicials ( normalment letals)

Avui en dia se sap que els antibiotics no només afavoreixen la seleccié de bacteris resistents sind
gue també son capacos d’incrementar la taxa de mutacié dels bacteris, accelerant la variabilitat
geneética i augmentant, per tant, les possibilitats d’adquisicid de resisténcia.

5.1.2 Intercanvi genétic

Els bacteris utilitzen sistemes, alguns d’ells complexes, per acumular gens de resistencia a
antibiotics (els integrons) i després mobilitzar-los i escampar-los per altres bacteris (plasmidis i
transposons). Els bacteris tenen la facultat d’encomanar els seus gens i mutacions a altres bacteris:
aquest procés s'anomena transferéncia de gens i es pot realitzar de dues maneres diferents:

e Transferéncia génica vertical.
Es el procés més senzill de transferéncia génica. Consisteix en la transmissié
d’informacié genetica propia del bacteri a les cél-lules de la descendéncia, $

Vertical

d’aquesta manera si entre la informacié genética del progenitor es troba un
gen que confereix resisténcia a penicil-lina, la descendéncia també heretara
aquest gen i per tant també sera resistent a penicil-lina.

Imatge 35

35



e Transferéncia genica horitzontal mitjangant fenomens de parasexualitat.

També es coneix amb el nom de transferéncia lateral de gens i consisteix en un procés en
gue un organisme transfereix material genétic a un altre que no és descendent, i per tant
no tenen relacié progenitor-descendent. Se’l considera un dels mecanismes fonamentals
per l'evolucié procariotica. Un cop I’ADN tramés s’introdueix a la cel-lula receptora pot
actuar de diferents maneres: ser detectat com a intrus i ser degradat, pot circularitzar-se
formant un plasmidi, o directament afegir-se al cromosoma bacteria i d'aquesta manera les
cel-lules filles I'heretaran per transformacié vertical. Els fenomens de parasexualitat que ho
permeten sén:

=» Transformacio (vegeu practica 4)

Mecanisme mitjangant el qual un bacteri es capag Tansomacin

Fragmentos de ADN Recombinacion o

d’introduir al seu material genetic DNA exogen que s — Sopecnzamierto
72N N N
es trobava lliure pel medi a causa d’una lisi en un | q J @
altre bacteri. En aquest cas no requereix contacte o YY)
T o=l = ’~
entre dona nt | receptOI’. Gelu\arecepmm CAlula transformada

Imatge 36

=» Conjugacio

Mecanisme d’intercanvi genétic que requereix un

Conjugacién

contacte directe entre receptor i donant. El material g cw e puerc

N de conjugacién Célula F*

genetic que es transfereix és el plasmidi conjugatiu, )
format per diversos gens entre els que destaca el gen ,,\ (@)@

— Célula dadora F*

de la pilina, que determina l'aparicié del pili sexual. Es
tracta d’un intercanvi unidireccional i la cél-lula /matge37

receptora rep un DNA beneficids en la majoria dels casos (resistéencia antibiotica,
tolerancia xenobiotica...)

=» Transduccié

Transferéncia de material genétic entre un bacteri donador i un receptor en el que
es produeix un contacte indirecte entre ambdds. Es produeix mitjangant un
bacteriofag®?, quan aquest infecta el bacteri i el seu material genétic s'introdueix a la
cel-lula. EI material viric es replica i es produeix el cicle litic, on el genoma bacteria
es destruira en petits fragments. A continuacié es forma I'encapsulacioé per formar
els nous bacteridfags, i probablement s’encapsuli DNA de la cel-lula bacteriana
també. Quan a continuacio infecti una altre

cel-lula podra transmetre-li aquest material | g

. @
genetic bacteria procedent de la cel-lula R ®. A g R ¢
anterior. O B3 A ;
Imatge 38
11 Tolerancia xenobiotica: tolerancia a substancies quimiques que I'organisme no produeix naturalment o que no s’esperen
que es trobin a l'interior de l'organisme
12 Bacteriofag. Virus que Unicament infecten les cel-lules bacterianes. Importants per processos com la transduccié
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5.2 Elements genétics que faciliten la transferéncia génica

Els gens que incorporen resisténcies als antibiotics formen part de seqiiéncies de material genétic,
pero entre les cel-lules no es transfereixen tot el material genétic sind només una petita part
anomenada plasmidi o transposons. També tenen una important rellevancia els integrons.

Els plasmidis sén elements genetics extracromosomics circulars capagos

de replicar-se per ells mateixos. Contenen gens que en general no son . \[f
vitals per la cel-lula (per aquesta rad poden viure sense ells). No obstant ‘\\M
aixo, els proporcionen molts avantatges, com gens de resisténcia que els v

permeten viure en presencia d’antibiotic. Els transposons en canvi, son

sequéncies de DNA amb gran capacitat de moviment, podent saltar a
diverses parts del genoma cel-lular. Poden trobar-se a l'interior d’un /matge 39
plasmidi o simplement lliure.

En canvi els integrons sén uns sistemes super eficagos per la captacié i acumulacié de multiples
gens de resisténcia a antibiodtics gracies a un enzim que els permet integrar-los de manera
consecutiva. La majoria contenen més d’un gen de resisténcia. Els integrons no tenen facilitat de
moviment perd poden estar inclosos en transposons i posteriorment, aquests, en plasmids (de
multiresisténcia).

Gracies a aquestes plataformes genétiques, els gens de resistéencia es poden transferir entre
diferents bacteris per transferéncia horitzontal. La transferencia de plasmidis o transposons
conjugatius té lloc principalment en ecosistemes on hi ha gran quantitat de bacteris molt proxims
els uns dels altres (intesti gros).

5.3 Mecanismes de resisténcia als antibiotics propis dels bacteris

Els bacteris esdevenen resistents als antibiotics desenvolupant mecanismes de resisténcia que
impedeixen als antibiotics poder exercir el seu mecanisme d’accié. Aquests son principalment 4 i
un mateix bacteri pot tenir-ne més d’un:

e Inactivacio enzimatica de I'antibiotic. El bacteri és capag de produir uns enzims especifics
que inactivaran o modificarant I'antibiotic. Aquest penetrara l'interior perd sera rapidament
hidrolitzat per I'enzim. Els més importants i coneguts son les beta-lactamases, inhibidores
dels betalactamics.

e Alteracié per part del bacteri del seu punt diana: un canvi conformacional de la diana
sense que afecti la seva funcid, produira que la diana segueixi activa pero que I'antibiotic no
s’hi pugui unir correctament. Per tant I'antibiotic no tindra efecte i el bacteri esdevindra
resistent.

e Disminucio de la permeabilitat de la membrana: els bacteris gramnegatius disposen d’una
membrana interna, un espai periplasmic i una membrana externa. Els antibiotics
acostumen a travessar-la mitjangant les porines, perd una mutacié en el gen que codifica
per la porina pot produir un canvi de conformacié o una inexpressié d’aquestes i I'antibiotic
no podra penetrar, esdevenint un bacteri resistent.
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e Expulsié de l'antibiotic: a través de I'actuacié de bombes de flux™ s’expulsa I'antibiotic a
I'exterior de la cel-lula, sense deixar-lo actuar.

5.4 Tipologies de resisténcies bacterianes

Resisténcia natural El bacteri no té la diana d’aquell antibiotic
Natural o Resistencia intrinseca | El bacteri produeix de manera normal un mecanisme de
e resisténcia

Resisténcia creuada | Resisténcia a diferents molécules antimicrobianes amb
mecanismes d’accid similars per I'exposicidé prévia a un
de similar

Multiresisténcia/res. | Resisténcia a més de 3 families d’antibiotic diferents
pliotropica

Transferéncia . R L, L
génica Resisténcia extensa o | Patogen resistent a gairebé totes les families d’antibiotic

XDR existents

Panresisténcia o PDR | Bacteris resistents a tots els grups d’antibiotics =
intractable

5.5 El resistoma antibiotic. Origen dels gens de resisténcia

La hipotesi més acceptada durant molt de temps sobre l'origen dels gens de resisténcia ha estat
gue els propis microorganismes productors d’antibiotics els posseeixen com a mecanisme de
defensa davant d’aquestes substancies que ells mateixos fabriquen, i que posteriorment s’haurien
transmes als bacteris patogens.

En I"Gltima década s’han observat grans semblances estructurals entre alguns antibiotics i altres
molécules que participen en el metabolisme microbia (com senyalitzadors en la comunicacio
intercel-lular, destoxificacié™...).

Per aquesta rad s’ha desenvolupat el terme «resistoma antibiotic» que fa referéencia al conjunt de
tots els gens que contribueixen de manera directa o indirecta a la resisténcia als antibiotics. Estaria
constituit per: a) resistoma ambiental®, b) resistoma clinic'®, c) resistoma intrinsec'’ i d) gens de
protoresisténcia’®.

. . Precursors de
Clinica Mediambiental resistancia

13 Bomba de flux. Mecanisme emprat en el transport actiu que requereix el consum d’energia

14 Detoxificacio. Procés d’eliminacid de toxines, substancies que en grans quantitats o a llarg termini poden ser negatives pel
desenvolupament cel-lular, de 'organisme.

15 Resistoma ambiental. Gens de resisténcia procedents de microorganismes del sol, independentment de si son productors o
no d’antibiotic.

16 Resistoma clinic. Gens de resistencia dels bacteris patogens.

17 Resistoma intrinsec. Gens essencials presents als cromosomes que afavoreixen la resisténcia.

18 Gens de protoresisténcia. Gens que codifiquen per proteines metaboliques pero que el procés evolutiu podria haver

convertit en gens de resistencia.

38



Els microorganismes estan exposats a laccié selectiva dels antibiotics produits per altres
microorganismes o alliberats al medi després del seu Us en humans, animals o plantes, i per
aquesta rad han hagut de desenvolupar estratégies de defensa. Per tant, el microorganismes
ambientals constitueixen l'origen evolutiu dels gens de resisténcia als antibiotics, i la resisténcia
depén principalment de 3 factors: 1) la pressid selectiva dels antibiotics, 2) I'existencia d’un
resistoma complex i 3) 'existéncia de plataformes genetiques.

5.6 El problema de les industries farmaceutiques

Lemergencia de bacteris resistents als antibiotics ha viatjat sempre de la ma de la incorporacié de
nous antibiotics. La industria farmaceutica anava modificant I'estructura quimica de les molécules
d’antibiotics ja coneguts i al mateix temps, en buscava de nous, capagos d’esquivar els mecanismes
de resistencia. No obstant aixd, aquestes noves molécules Unicament eren eficaces durant uns
pocs anys perque els bacteris desenvolupaven noves resistencies.

El fet és que a diferéncia del d’altres medicaments, el mercat dels antibidtics posseeix unes
caracteristiques determinades que no incentiven a la participacié del sector privat. Per comencar,
és dificil preveure com sera el desenvolupament de resistencies. Mentre aquestes no es
produeixin, els antibiotics amb major antiguitat son igual d’efectius que els que acabin de sortir al
mercat, i per tant el metge no té cap motiu per receptar un altre tipus de medicacié. D’altra banda,
el mercat d’'un nou antibiotic sol estar limitat a un subgrup de pacients que han desenvolupat les
resisténcies, perqué s’intentara usar aquest antibiotic Unicament en els casos en que no quedi cap
altre opcio terapeutica. D’aguesta manera, el retorn economic no sera immediat, fet que redueix el
potencial del mercat.

A més a més, la duracié d’un tractament antibiotic limita també el retorn d’aquesta inversié. Un
d’aquests tractaments té una durada d’'una o dues setmanes, que és un periode molt curt si el
comparem amb malalties croniques o semiconiques com la hipertensid, la diabetis o I'excés de
colesterol.

En conseqiliencia, els beneficis que obté el sector per la venta de tot tipus d’antibiotics és de
40.000 milions de dolars a I'any. Tot i ser una quantia considerable, és la mateixa que els beneficis
gue s’obtenen anualment de la venta d’un sol producte farmacologic contra el cancer. Per aquest
motiu, les prioritats d’investigacio de les empreses son clares. 'any 2004, de tots els antibiotics
desenvolupats per les 15 majors companyies farmaceutiques, Unicament |'1,5% eren antibiotics.
Actualment, tot i coneixer saber d’aquesta amenaca global, Unicament 5 de les 50 majors
farmaceutiques tenen projectes en marxa per inventar nous antibiotics.

En resum, no els hi surt rentable invertir en 14+D de resisténcia als antibiotics.

5.7 Mesures de prevencio per reduir o evitar 'augment de resisténcies

Tal i com es pot consultar a la pagina de la OMS (https://www.who.int/es) les mesures més
importants de prevencio sén: respectar els tractaments d’antibiotics, no automedicar-se, acabar el
tractament encara que ens trobem millor, respectar les dosis, no compartir-ne, no automedicar els
animals, no usar-los en infeccions viriques, etc.
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MARC PRACTIC

PRACTICA 1
MEDIS DE CULTIU i SEMBRA DE MICROORGANISMES 26.06.19

Una de les proves més basiques i més necessaries en el camp de la microbiologia, és el fet de
sembrar i fer aillaments de diferents microorganismes. Perdo no totes les sembres és fan en un
mateix medi de cultiu, que pot ser molt divers: ric o pobre, diferencial o no diferencial, selectiu o
no selectiu, etc. | deixant de banda la seva concentracié, també hi han diferéncies fisiques, com
I'estat en que es troba: liquid o solid. Aquests medis han de satisfer tots els requeriments nutritius
dels microorganismes que es volen estudiar. Ha de contenir C, N, S, P, i en menor quantitat Fe, Mg,
Co, Mn, aixi com una font d’energia i una font de poder reductor.

OBIJECTIU

Lobjectiu principal d’aquesta practica és saber realitzar aquests tipus de proves per endinsar-nos
en el mén de la microbiologia i de la bacteriologia. Poder coneixer els diferents métodes que es
poden dur a terme per fer un cultiu, etc. Per aquesta rad prepararem diferents medis i sembrarem
diferents microorganismes.

UTENSILIS

MATERIALS

Proveta de 500ml i 2L
Balanga de precisio
Autoclau

Paper d’alumini

Vas de precipitats de 500ml
Cullera espatula

Barra d’agitacio (mosca)
Agitador magneétic
Flascons de vidre

Cinta d’autoclau

Matras Erlenmeyer de 3L amb sortida lateral
Clau de pas

Campana de flux laminar
Nansa de Kolle

Plaques de petri

Infusié de Cervell i Cor
Clorur de Sodi

Agar

Aigua destil-lada

Extracte de llevat

Bacto Triptona
Acinetobacter baumannii

Staphylococcus epidermidis

Klebsiella pneumoniae.

SEGURETAT

Bata
Guants de latex

Ulleres de proteccio

Part 1

Primer prepararem el medi BHI (brain heart infusion), que es tracta d’'un medi de cultiu ric i liquid,

facil de preparar i en el que es poden sembrar diferents tipus de microorganismes. D’aquest medi

farem 0,5L.
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Protocol 1

1. Agafem un vas de precipitats de 500ml i el col-loquem sobre la balanga. A continuacio la
tarem.

2. Tot seguit amb la cullera espatula, pesem 13,5g de BHI, que col-loquem a l'interior del vas
de precipitats.

3. Emplenem una proveta de 500ml amb aigua destil-lada, i I'laboquem dins del vas de
precipitats on es trobaven els 13,5g de BHI.

4. En comtes de mesclar manualment, introduim una barra d’agitacié magnetica i ho posem
sobre 'agitador magnétic, i d'aquesta manera ho deixem uns minuts per tal que la mescla
quedi homogeénia.

5. Un cop la mescla esta formada i diluida, la repartim en 6 flascons de vidre
de manera que quedin uns 30ml de mescla a cadascun. Després el
taponem i el segellem amb cinta d’autoclau, perque tot seguit I'introduim a
I'autoclau per tal d’esterilitzar-lo.

6. El deixem al autoclau uns 40 min i un cop retirats els deixem refredar 30

min aproximadament. Per saber si l'autoclau ha funcionat, la cinta
d’autoclau ha hagut de canviar de color, en el nostre cas, de verd a negre.

7. Guardem aquests medis de cultiu liquids al refrigerador i ja els tenim llestos per abocar-hi
alguna mostra biologica. Només cal recollir i netejar el material emprat.

Part 2

En aquest cas prepararem un altre medi de cultiu ric que s’abrevia amb la nomenclatura LB, pero
gue realment s'anomena Luria-Bertani. En aquest cas elaborarem un medi solid, util per la sembra
de microorganismes en plaques de petri, perd també pot ser LB liquid.

Nosaltres farem 2L de medi.
Protocol 2

1. El primer pas que hem de fer es situar un vas de precipitats de 2000ml sobre la balanga de
precisio, i tarar-la, com ja hem fet anteriorment. A continuacid, amb diferents culleres
espatules, per tal de no contaminar els diferents materials, els anem pesant i tarant
consecutivament, de manera que hi aboquem 20g de bacto-triptona, 10g d’extracte de
llevat, 20g de NaCl i per ultim 30g d’agar, que sera el que solidificara la dissolucid (en cas de
necessitar LB liquid, no s’hi afegeix agar).

2. Tot seguit emplenem la proveta de 2L amb aigua destil-lada, i I'aboquem al vas de
precipitats.

3. Eltercer pas és col-locar la mosca a I'interior del vas i col-locar aquest a I'agitador magnétic.
Després d’uns minuts, la dissolucié sera completament homogenia, i amb aquesta s’ha de
tenir més cura que la de la 1° part, ja que en qualsevol moment |'agar pot precipitar.

4. A continuacid necessitem abocar tota la dissoluciéd al matras Erlenmeyer amb sortida
lateral, havent taponat la sortida préeviament. Acte seguit, cobrim amb paper d’alumini
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totes les obertures i ho segellem de manera que puguem saber si ha funcionat I'autoclau,
perque el seglient pas és posar-lo a I'autoclau durant 40min

5. Després de retirar-lo, el deixem refredar uns 30 min i quan ja es pugui manipular, el portem
a la campana de seguretat biologica, que serveix per poder treballar de manera
esterilitzada, i aixi poder treballar sense que res quedi contaminat per 'ambient. Tota la
resta del Protocol es realitzara en aquesta campana.

6. Retirem el paper d’alumini i haurem d’abocar uns 20ml a cada una de les
plagues de petri, de manera que en necessitarem unes 100
aproximadament. Aquest pas és important fer-lo rapidament perquée si
I'agar cristal-litza, no el podrem fer servir. Aixi que anem obrint i tancant la
clau de pas que situarem a la sortida lateral, i anirem omplint les plaques

de petri. Un cop totes estiguin omplertes, les deixem refredar. Sempre
cercant el minim contacte amb el material per no contaminar-lo.

7. Lultim pas és emmagatzemar totes aquestes plaques que poden durar un
parell d’anys si les deixem congelades, no sense haver-les marcar abans
amb la data i el tipus de medi de cultiu (LB). | a continuacié netegem i
desem tot el material emprat.

Part 3

Aquesta part de la practica consisteix en la sembra de 3 tipus de bacteris diferents en els medis

gue haviem preparat anteriorment (Tota la part 3 es realitzara sota la campana de flux laminar per motius de
seguretat i per la manipulacié de bacteris).

Protocol 3

1. El primer que cal fer és anar a buscar els bacteris, que en el nostre cas es
troben emmagatzemats a una temperatura de 80°C. Per transportar-los és
recomanable fer-ho en neu carbonica (CO, congelat).

2. A continuacié agafem 3 plaques de petri i 3 flascons, que recordem,

contenen medis diferents, i els col-loquem correctament. Els nostres bacteris
son: Acinetobacter baumannii, Staphylococcus epidermidis i Klebsiella pneumoniae.

3. Amb una nansa de Kolle agafem dels pots de mostres una
petita quantitat i la sembrem a una de les plaques de petri

de manera escocesa. Repetim el mateix Protocol amb
cadascuna de les plaques i cadascun dels bacteris. | a -.{ :
A q

continuacid, a cadascun dels 3 flascons amb BHI hi introduim j \! A
' B

també una mostra bacteriana diferent.

4. Tot seguit llencem les nanses al contenidor corresponent i després d’assegurar i marcar els
6 recipients amb el corresponent bacteri, els introduim a incubar.

42



Part 4

Una tecnica molt util per treballar amb bacteris és fer-los créixer en medi LB liquid, que és el que
s'anomena medi «overnight», que a diferencia dels LB solids, aquest Unicament dura un dia, i no
presenta agar (per aixo no solidifica). Per fer-lo necessitarem:

UTENSILIS MATERIALS

[ Incubadora

. .
®  Encenedor de Bunsen LB liquid

L L] i

®  Contenidor de residus biologics Placa amb determinada
colonia bacteriana en LB
o Marcador

[ Flasco esterilitzat

SEGURETAT
o Pipeta graduada ! ¥ <
° Pistola de pipeta /\v{ﬁ ° Bata - Guants
[ Nansa de Kélle . L] Ulleres
Protocol 4 f -4
o
1. Encenem el Bunsen i retolem amb el marcador el flascé de vidre. a

Sempre dintre el radi d’esterilitat.

2. Amb la pipeta graduada, agafem 1ml de LB liquid i el dispensem al flascé. ' r
3. Amb una nansa de Kolle, agafem una mostra biologica de la placa de petri i #\
i /

I'alliberem dins el flascé.

4. Tot seguit deixem el cultiu «overnight» a la incubadora humida a 37°C i 200rpm -

fins el dia seglient.

5. Al mati seglient la poblacié bacteriana és clarament visible.

4

PRACTICA 2
CREIXEMENT BACTERIA, RECOMPTE BACTERIA | PREPARACIO DE MOSTRES 27.06.19

Un cop coneixem la manera en que s’ha de sembrar, un altre aspecte molt important en el mén de
la microbiologia és coneixer els diferents métodes per fer un recompte de cél-lules bacterianes, i
també saber com creixen els microorganismes. Per aix0 aquesta practica és molt necessaria, ja que
sense aquests coneixements, és practicament impossible continuar amb els estudis d’aquesta
disciplina.

Part 1

Hem de saber que les cél-lules bacterianes no sempre creixen de la mateixa manera, siné que ho
fan seguint una série de patré en la majoria dels casos, tot i que sempre podem trobar excepcions.
Aquest creixement es mesura seguint I'increment del nombre de cél-lules. Aquesta velocitat de
multiplicacié varia i depén també de les condicions de cultiu (nutrients, temperatura, pH...). Hi ha
diversos metodes per fer-ho:
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e recompte de viables
e recompte directe de cel-lules

e mesura de terbolesa del cultiu

En aquest cas durem a terme I'Gltim meétode, ja que al tractar-se d’una suspensié homogeénia, és el

més indicat. Utilitzem com a bacteri a A. Baumannii. (A |a part 2 realitzarem el primer métode).

Objectiu: en aquesta part de la practica volem coneixer de quina manera creixen els diferents ceps

bacterians dels que disposem i saber elaborar la grafica de creixement bacteria, per posteriorment,

comentar les diferents fases i la corba de creixement.

UTENSILIS MATERIALS
\ ° Espectrofotometre ® A baumannii en LB liquid
X
3 o Encenedor de Bunsen (preparat el 26.06)
o Micropipeta de 10ml ° LB liquid
L Cubetes SEGURETAT
| ®  Flascons de vidre . Bata . Guants
o Micropipeta de 1ml o Ulleres

—

Protocol 1

1. El primer que hem de fer és abocar 10 ml de LB liquid en un nou flascé de
vidre, previament esterilitzat amb |la micropipeta de 10ml.

2. Per tal de refrescar el cultiu del que disposem, fem una dilucié 1:10. F W
Normalment es fa 1:100 pero en aquest cas necessitem fer-la menys diluida A
per tal que el creixement es pugui observar amb més rapidesa i facilitat. Per fer aquesta
dilucié aboquem 1ml amb la micropipeta de 1ml de la preparacié de A. Baumannii (que en el
nostre cas haviem preparat el dia anterior).

3. Un cop tenim aquesta dilucié feta, la introduim a la incubadora humida a 37°C, i cada mitja
hora aproximadament realitzarem la mesura de la absorbancia. Aquesta mesura es fara
amb l'espectrofotometre, un aparell que deixa passar raigs de llum a traves de la mostra,
amb una longitud d’ona de 550nm.

4. Abans d’introduir la primera cubeta per mesurar-hi I'absorbancia , hem de mesurar el blanc
per tal d’evitar errors de mesura. | per tant, necessitem introduir en una cubeta LB liquid i
mesurar-ne l'absorbancia. Aquesta xifra s’"haura de restar a les unitats d’absorbancia que
anem obtenint al llarg del mati. i

g

5. Cada vegada que mesurem aquesta propietat, ho farem amb una dilucié 1:10. 3 & <

De manera que treballarem al voltant de la zona d’esterilitat que ens
proporciona el Bunsen. El que hem de fer és retirar el flascé de la incubadora i %
abocar 0,1ml de la mostra d’ A. Baumannii i 0,9ml de LB liquid amb la

micropipeta en una cubeta. A continuacid sacsejar-lo i introduir-lo a I'espectrofotometre
amb longitud d’ona de 550nm. Anotem les dades obtingudes i rapidament retornem el
cultiu liquid bacteria a la incubadora. Aboquem la cubeta i la mostra en un contenidor de

residus biologics.
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6. Repetim el pas 5 cada 30" unes 6 o 7 vegades.

7. Per finalitzar, deixem el medi de cultiu liquid bacteria en una cistella corresponent per tal

gue passi per l'autoclau i després pugui ser rebutjat de manera correcta.

8. A continuacié realitzem una corba de creixement amb un grafic amb separacions

logaritmiques, on podrem distingir algunes de les 4 fases de creixement bacteria.

Resultats 1

”°’ade':e5“'ae" CEEETER L Com s’observa, el cultiu bacteria a l'inici de la jornada,
10 058 després d’estar 16h incubant a 37°C havia arribat a una
1030 0,86 absorbancia de 5,8 UA (recordem que les dades de la taula
11:00 14 sén d’una dilucié feta a 1:10). Amb aquestes realitzem el
11:30 2,1 grafic i observem que es troba en la fase exponencial, la
12:00 2,3 segona fase. Aquella fase on després de disminuir la massa
12:30 2,6 biologica per adaptacions del bacteri, ara aquest comenca a

dividir-se sense control i comenca a alliberar metabolits secundaris. Es per aquesta rad que a partir
de les 11:30, els bacteris ja no es dupliquen tant depresa: ens trobem a l'inici de la tercera fase: la
fase estacionaria, on alguns bacteris es van morint mentre que altres segueixen dividint-se, i per
aquesta rad el nombre comenca a mantenir-se constant.

Corba de cretzement bacteria de A baumannii

ensitat Optica (en UA)
]

Den:
oo
o i

o
9

o o
[,
m

[
=

g B & « & [C) o

Temps transcomregut en min

Per saber exactament el nombre de cél-lules es comparen les UA obtingudes amb altres factors
com color, temps, etc i els resultats s’'observen en unes taules especifiques (el nombre és
sempre aproximat, i no amb tanta exactitud com si ho fem amb un altre metode).

Part 2

El recompte del nombre de microorganismes d’una mostra es pot calcular de maneres diverses,
com s’ha explicat anteriorment. Abans ho hem fet mesurant el terbolesa del cultiu, pero també es
pot fer comptabilitzant el nombre de colonies que creixen en una placa, ja que cada colonia aillada
prové d’una cel-lula bacteriana, i aixi és com ho farem a continuacid, el qué es coneix com
recompte de viables. El problema és que els microbis creixent i es multipliquen donant lloc a
poblacions molt grans, que s’han de diluir per tal d’obtenir colonies aillades que es puguin
comptar.

En aquest cas continuarem treballant amb el medi liquid d’A. Baumannii en LB.
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Objectiu: es pretén saber comptabilitzar el nombre de cel-lules bacterianes que disposem, a través
d’un metode diferent a I'anterior, mitjangant un banc de dilucions i analitzar-ne la morfologia

colonial.
UTENSILIS MATERIALS
®  Tubs de microcentrifuga [ Dilucié d’A. baumannii en LB
° Encenedor de Bunsen liquid 1:10 (preparat el
mateix mati)
° Micropipeta de 1ml Lo
o LB liquid
o Puntes de micropipeta .
o Plaques de petri amb LB
L] Contenidor  de residus
biologics
° Gradeta SEGURETAT
® Marcador ®  Bata - Guants
L] Calculadora ° Ulleres
. Nansa de Digralsky
Protocol 2

1. El primer que hem de fer és encendre el Bunsen per tal de crear la zona d’esterilitat que és
on hi treballarem.

2. A continuacié col-loquem en una gradeta els 8 tubs de microcentrifuga
passats per l'autoclau. | els retolem amb un nimero de I'1 al 8.

3. Amb la micropipeta de 1 ml introduim 0,9 ml de LB liquid en cada un dels 8 Eppendorfs.

4. Tot seguit retirem de la incubadora humida el cultiu liquid d’ A. baumannii en dilucié 1:10, i
aboguem amb la micropipeta 0,1 ml del cultiu en el primer tub de microcentrifuga. Com
gue no utilitzarem més aquest cultiu, el rebutgem de manera correcta seguint les normes
del laboratori.

5. Cada vegada que utilitzem una de les puntes de micropipeta la llancem al contenidor de
residus biologics. A continuacid agafem 0,1 ml d’aquest primer Eppendorf amb la
micropipeta i I'aboquem al segon. Barregem aquesta mostra i realitzem el mateix Protocol
pel tub 3. Aixi fins a arribar a I'Gltim Eppendorf de manera que ens quedara una dilucié de
10°® bacteris respecte la primera de totes. El que hem fet sén dilucions 1:10 de I'anterior i
per tant I'Gltima és 1:108,

6. Tot seguit aboquem les 5 primeres mostres, i ens quedem amb la sisena, P
setena i vuitena, que sén les que menys quantitat de bacteri contenen i per

4
tant més facils per sembrar. Agafem 3 plaques de medis LB i les retolem /
correctament.

7. A continuacié agafem amb la micropipeta 100uL de cada un dels tubs de microcentrifuga
(=0,1ml) i els aboquem en les plaques corresponents.

8. Amb una nansa de Digralsky sembrem les tres mostres i les incubem a 37°C durant 24h.

9. Un cop han estat incubades, les posem a la nevera per tal de conservar-les.

10. Després d’uns dies, els microorganismes han crescut.
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Resultats 2:

Concentraci6 10°® Concentracié 107 Concentraci6 10°®

Tot seguit comencarem el recompte de colonies, que son cadascun dels punts que
es veuen a les plaques. No totes les plagues serveixen, sind que s’agafa un rang de

confianca de 15-300 colonies per placa, per tal que el resultat sigui més exacte i = DT
fiable. Els resultats s’expressen en unitats formadores de colonies per mil-limetre (CFU/ml) segons
la formula segilient:
nombre colonies
dilucioé acumulada x volum sembrat

En el meu cas els resultats han estat aquests:

Placa | Nombre | Dilucic | Volum | F|s resyltats quadren amb la realitat ja que com que es
n° colonies | acumulada | sembrat i . } ..
tracten de dilucions 1:10, cada placa té una décima part de

8 9 10° 0,1ml I'anterior, i en aquest cas, aproximadament és el que es
7 86 107 0,1ml reflecteix en els resultats. El volum sembrat sempre és el
6 800 10° oiml | mateix, i amb aquestes dades fem els calculs utilitzant uni-

cament la placa nombre 7 atés que és la que es troba dintre del marc de confianca. El resultat és
de 8,6x10°CFU/ml. Si observem la morfologia colonial, es tracta de colonies rodones, amb els
marges llisos i elevacions convexes.

Part 3

Quan s’observa un microorganisme al microscopi es veu sense color i és molt dificil apreciar la seva
morfologia, mida i a vegades agrupacid. Per aix0 cal utilitzar tincions que posin de manifest les
caracteristiques microbianes i que en alguns casos, ens facin visibles determinades estructures. La
tincié simple més corrent és la tinciéd amb blau de metilé. Que ens permet determinar forma, mida
i agrupacié dels bacteris més comuns. D’altra banda, la tincié diferencial més utilitzada és la tincio
de Gram. Es diferencial perqué poden presentar dues coloracions (blava o vermella) depenent de
I'estructura de la seva paret.

Objectiu: en aquesta part busquem observar els bacteris a través del microscopi, i coneixer per
tant, els diferents meétodes de tincid existents.

UTENSILIS MATERIALS
. Placa de petri d’A. baumannii en LB
. Portaobjectes (preparat el dia anterior)
. Encenedor de Bunsen . Oli d'immersio
. Microscopi optic . Cristall violeta
. Nansa de Kélle . Lugol
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Alcohol acetona
Safranina

Séerum fisiologic
Aigua destil-lada

. Contenidor de residus biologics

. Zona de tinci6 amb reixeta i
recipient per les restes de tincio

. Marcador

SEGURETAT

. Bata, guants i ulleres

Protocol 3

1. El primer pas a realitzar és treure de la incubadora la placa de petri corresponent (en el
nostre cas A. baumannii) i col-locar els materials necessaris al costat del Bunsen.

2. Agafem el portaobjectes i amb una nansa de Kolle col-loquem 1 gota de
serum fisiologic, necessari pel manteniment en vida de les cél-lules. A
continuacid retolem amb el marcador el portaobjectes i amb una nova nansa
de Kolle recollim una petita mostra biologica de la placa de petri i 'aboquem

al portaobjectes, on la barregem amb la gota de sérum.

3. Tot seguit passem el portaobjectes per sobre de la flama per tal d’assecar la
mostra i quan ja estigui seca ens col-loquem a la zona de tincio, per realitzar

una tincié de Gram.

4. Col-loquem el portaobjectes sobre la reixeta mirant cap a dalt i aboquem -
per sobre cobrint la superficie que conté la mostra el primer component:
cristall violeta. El deixem reposar 30” i rentem amb aigua destil-lada.

5. A continuacié cobrim amb el Lugol durant 20" i posteriorment rentem amb
I'aigua destil-lada.
6. Abans de finalitzar cobrim amb alcohol acetona (decolorant) durant 1’ i

tornem a rentar.

7. Per finalitzar cobrim amb un colorant de contrast com la safranina i tornem a
rentar.

8. Esperem a que s’assequi la mostra i a continuacié hi aboquem una gota d’oli
d’immersio.
9. Preparem el microscopi Optic i col-loquem el portaobjectes per observar-ho.

10. Aquests son els resultats:

Com s’observa, es tenyeix d’un color rosat, que ens verifica que es tracta ‘un bacteri gramnegatiu, i
la forma que s’observa sén bacils o coccobacils. El microorganisme que hem visualitzat si que és
Acinetobacter baumannii.
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PRACTICA 3

UBIQUITAT

Els microbis es troben en infinitat de medis, pero el nostre cos és un perfecte habitat per aquests
individus i per comprovar-ho només cal que recollim mostres de parts corporals i les sembrem en
placa.

Objectiu: després de la recol-lecta de mostres de diferents parts del nostre cos, mitjancant
diferents tecniques de microbiologia, poder distingir o classificar els diferents bacteris existents i
d’aquesta manera conscienciar-nos que el nostre cos esta ple de milions de microorganismes i de
milers d’especies diferents.

1°PART. Recol:lecta i sembra

UTENSILIS MATERIALS
. Hisops (bastonets) . Medi de cultiu LB solid
. Encenedor de Bunsen . Medi de cultiu agar sang
. Contenidor de residus biologics
SEGURETAT
. Marcador
. Bata, ulleres i guants

Protocol 1

1. Primer de tot, com sempre, encenem el Bunsen i a continuacio retolem les dues plaques de
petri amb els dos medis de cultiu rics.

2. A continuacié amb dos hisops agafem mostres d’'una part del cos, com poden ser les
aixelles, la boca o les urelles per exemple, on s’hi retenen gran quantitat de microbis. Amb
un hisop, escampem la mostra en una de les plaques i amb l'altre hisop fem el mateix pero
en l'altre placa de petri, que conté I'agar sang.

3. Llancem als contenidors corresponents els hisops i emmagatzemem les plaques a la
incubadora seca de 37°C durant uns dies, per tal que totes les espéecies microscopiques
puguin proliferar correctament.

4. Passats aquests dies observem les diferents mostres. Els resultats son els seglients:

Aixelles Boca Orelles
Com es pot veure en els 3 cultius diferents, hi ha diferents tipus de microorganismes, amb
diferents tipus de colonies. A simple vista es poden observar 4 colonies diferents a la mostra de les
aixelles, una desena a la de la boca, i 5 0 6 a la de les orelles. Aixd de bon principi ens demostra
que el desodorant axil-lar usat aquell dia és un bon desinfectant.

2°PART. Sembra individual

A continuacid, intentarem esbrinar quins sén aquests microorganismes. Per fer-ho necessitarem:
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UTENSILIS

MATERIALS

Plaques de LB

Encenedor de Bunsen
Contenidor de residus biologics
Marcador

Puntes de micropipeta

Placa d’agar sang amb mostra axil-lar

SEGURETAT

Bata - Guants
Ulleres

Protocol 2

Per aquest protocol, en el que sembrarem mostres dels diferents microorganismes, Unicament

utilitzarem la mostra axil-lar.

1.

En primer cas comptabilitzem les diferents colonies que hi veiem, i les retolem amb el

marcador.

A continuacid, agafem tantes plaques de LB com colonies diferents hagim observat, en el

nostre cas 4, i les retolem.

Amb el Bunsen encés i una punta de micropipeta, agafem una mostra biologica de la

primera colonia, i la sembrem en metode escoces a una de les plaques. Sempre dintre del

radi d’esterilitat proporcionat pel Bunsen.

Realitzem aquest pas amb les diferents colonies de manera

gue ha de quedar una cosa aixi:

A continuacid, deixem les plaques a la incubadora seca de 37°C durant un dia, per analitzar-

ne el diferent creixement bacteria al dia segient.

Analisi de resultats

Colonia A Colonia B

Tal i com es pot observar en els resultats, les diferents plaques tenen resultats

diferents. A les plaques A, C

microorganismes sembrats, mentre que a la placa B, no hi ha crescut res, de manera
qgue el medi LB no era l'adequat pel seu creixement; si que va créixer en agar sang pero
en LB no sobreviuscut. Les colonies tenen morfologies diferents i per tant, corresponen

a microorganismes diferents.

Colonia C Colonia D

D, han crescut correctament els diferents

3°PART. Observacié al microscopi

En aquesta part d’ubiqlitat, a part de veure el creixement daquests bacteris, també els

observarem al microscopi i per tant haurem de preparar portaobjectes amb mostres de les

diferents colonies, tenyir-les i després observar-les. Per preparar aquestes mostres, cal seguir el
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protocol 6 amb la placa d’agar sang, tenint en compte, que la colonia B era molt petita en el nostre
cas i no podrem observar-la al microscopi perqué no n’ha quedat suficient mostra biologica per fer-
ho. Ens ha de quedar una cosa semblant a aquesta, llesta per observar al microscopi:

~

e
Mo

Després d’observar-los al microscopi, hem obtingut aquestes imatges:

Aguesta imatge correspon a la colonia del microorganisme A, que
com es pot veure, es tracta d’un microorganisme filamentds,
grampositiu, degut al color purpura que ha adquirit amb la tincid
de Gram. Tot i aixi, no podem dir gaire cosa més, a part que

semblen ser bacils.

Colonia A

En aquest cas, microorganisme C, la tincié ha mostrat un color més
purpura, i per tant podem dir que es tracta d’un bacteri grampositiu.
La forma és clarament la d’un bacil i després de parlar-ho amb

I'especialista, el més probable és que estiguem tractant amb Bacillus.

SRR

‘Col‘oniaC
Per ultim, la mostra D, ens revela una mostra de
microorganismes amb forma circular, per tant, cocs, i
grampositius, al mostrar-se en color purpura, com |anterior.

Poca cosa més podem dir del bacteri D.

Rat NS}

ColoniaD

4°PART. Medis selectius

Continuant amb aquesta practica d’ubiqiitat, utilitzarem medis selectius per veure de quina
manera creixen els diferents microorganismes que hem obtingut de les mostres d’ubiqiitat. Ho
farem utilitzant les plaques obtingudes del protocol 2 i la placa d’A. Baumannii del protocol 3 de la
practica 2. Els medis selectius estan dotats d’alguns components que poden inhibir el creixement
de determinats microorganismes. D’aquesta manera, podrem escurgar el nostre cami per arribar a
descobrir quins sén aquests microorganismes que tenim. En el cas del medi «mannitol salt agar»
(MSA) és un medi que inhibeix el creixement de gramnegatius mentre que afavoreix el creixement
de gram+, degut a Ialt contingut de NaCl. Es un medi molt Gtil per aillar Staphylococcus. En canvi,
en el cas del medi «agar MacConkey» permet aillar el creixement de bacils gram- del tracte
intestinal sobretot (acostumen a ser Enterobacteris), ja que el cristall violeta i sals biliars inhibeixen
el creixement dels gram+.

Necessitarem:
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UTENSILIS MATERIALS
. Medi MSA
. Incubadora a 37°C . Medi MacConkey
. Encenedor de Bunsen . Plaques amb A, Ci D de protocol 2
. Contenidor de residus biologics . Placa A. baumannii de protocol 3
. Marcador . Placa d’E. colien LB
. Nanses de Kolle . Placa d’S. Maltophilia en LB
SEGURETAT
. Bata - Guants
. Ulleres

Protocol 4

1.

Amb el marcador retolem les diferents plaques per no confondre-les
posteriorment. A cada placa hi sembrarem dues mostres diferents, per tant
les hem de dividir per la meitat. Cada mostra la sembrem en una placa MSA

i en una MacConkey.
Encenem el Bunsen per treballar a la zona d’esterilitat.

Amb una nansa de Kolle sembrem en forma de zig-zag cada una de les 4 mostres en els dos
medis diferents.

Aboquem la nansa cada vegada que sembrem una nova colonia al contenidor de residus
biologics.

Realitzem el mateix procediment amb E. coli i S. maltophilia (per curiositat)

Quan tinguem totes les plaques sembrades, les portem a la incubadora de 37°C, i ho
deixem fins al dia seglient, on s’analitzaran els resultats.

Analisi de resultats

Aquests son els resultats de les mostre d’ubiquitat i dels 3 bacteris diferents ja coneguts:

E. coli (esq)iS.

Aquests sén els resultats de 2 dels bacteris que ja coneixiem. A la meitat
esquerra E. coli i a la dreta S. maltophilia.

E. coli és un bacteri gramnegatiu i a més a més lactosa +. Correspon
perfectament amb la mostra sembrada al medi MacConkey, situat abaix, on el
color purpura ens indica la fermentacié de la lactosa com a font d’energia. En el
medi MSA, Unicament creixen grampositius, i per aix0 la mostra d’E. coli no ha
prosperat.

En canvi, S. maltophilia és una espéecie gramnegativa pero no fermentadora de
lactosa. Per aquesta rad, creix correctament en medi MacConkey, pero de

maltophilia (dreta) manera practicament incolora, com s’observa a la part dreta de la placa inferior.

Com que no fermenta lactosa, ha d’'usar coma font d’energia les peptones. Tampoc creix en MSA.

Com es pot observar, els dos microorganismes han crescut correctament en
MSA, per tant, son grampositius (coincideix amb les tincions de gram del
protocol 9). Al fermentar el mannitol es produeix aquest color groc que ens diu
gue probablement siguin del genere Staphylococcus, perd no podem assegurar-
ho.

Mostres de A (dreta)
i C (esq) en MSA
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Aguesta mostra ens corrobora el fet que siguin grampositius, perqué no han
crescut cap dels dos, ni A ni C, en medi MacConkey.

L .
Mostres de A (dreta) i
C (esq) en MacConkey

En aquestes plaques, tenim A. baumannii, que ja sabem que és un bacteri
gramnegatiu no fermentador de lactosa. Per aquesta rad no creix en MSA. Pero
el creixement en MacConkey és de color rosat i per tant actuaria com un lactosa
+, pero la forta reaccié d’oxidacid de lactosa és la responsable d’aquest color. Per
aquesta rad hi han parts incolores també. De manera que ates el color rosat, és
Lac-.

D’altra banda tenim a D, on es veu clarament que és un gram+ halofil, pel
creixement en MSA i la inhibici6 en MacConkey, com s’observa en la imatge.
També coincideix amb els resultats de la tincié de Gram.

Mostres de A.baumannii (esq)
i D (dreta) en MacConkey
(abaix) i MSA (a dalt)

PRACTICA 4

Visualitzacid i transformacié d’un plasmidi amb resisténcia a Ampicil-lina 01.07.19

De manera molt general, els bacteris poden incorporar DNA exogen a partir de tres vies:
transformacid: quan les cél-lules lisen i altres bacteris absorbeixen fragments de material genétic
gue poden contenir gens de resisténcia, conjugacié: quan entre d'ells mateixos es passen els
plasmidis mitjancant contacte fisic, i transduccié: quan fragments de DNA amb gens de resisténcia
son introduits per un bacteriofag (virus bacteria). En aquesta practica realitzarem una
transformacio del bacteri E. Coli amb un plasmidi que conté un gen que proporciona resistencia a
I'antibiotic ampicil-lina (Ap).

La transformacio és un procés natural on els bacteris son capacos d’incorporar fragments de DNA
exogen, ja sigui integrant-lo al cromosoma bacteria, o mantenint-lo de manera extracromosomica.
Els plasmidis sén fragments de DNA circulars extracromosomics relativament petits que tenen la
capacitat de replicar-se i mobilitzar-se (transferir-se) i aporten a les cél-lules certs caracters com
pot ser la resisténcia a determinats antibiotics. A la natura, els plasmidis sén una font important de
gens de resisténcia als antibiotics i es poden transmetre entre bacteris resistents i susceptibles.

En aquesta practica, treballarem amb el plasmidi pBR322, el qual confereix resisténcia a
Ampicil-lina (del grup de les penicil-lines). Aquest plasmidi el transformarem al bacteri E. Coli,
mitjancant I'Us de cel-lules competents artificials i un xoc téermic. Un bacteri és competent quan és
capac d’incorporar DNA exogen de I'ambient.
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UTENSILIS MATERIALS
. Incubadora a 37°C . Gel agarosa 1%
®  Encenedor de Bunsen ®  Medi LB solid amb E. coli
o Contenidor de residus biologics o Ampicil-lina
L] Marcador [ Plasmidi pBR322
o Nanses de Kolle [ Medi LB liquid
®  Nanses de Digralsky ®  Tampo de Re-Suspensio
o Eppendorfs 1,5ml o Tampa de lisi
L] Microcentrifuga ®  Tampo de neutralitzacié
®  Columnes de centrifugat ®  Aigua Milli-Q
®  Micropipeta de 1000uL ®  Céllules d'E. coli competents a la
o Micropipeta de 20uL transformacio
®  Micropipeta de 200pL ®  Soluci6 salina (NaCl)
o Puntes de micropipeta ° 4 plaques LB
®  Gradeta [ Plaques de medi LB amb Ampicil-lina
®  Transil-luminador d’UV ® Gela0
®  Tampo de carrega 5X
o Banyad2c SEGURETAT
®  Cubeta electroforesi ® Bata - Guants
®  \ortex [ Ulleres

Objectiu: I'objectiu final es poder comparar i determinar el percentatge de transformats respecte

les cel-lules inicials. Determinar si un increment de pBR322 comporta un increment de cél-lules

transformades és a dir, que si quan augmentem el volum de plasmidi també augmenta el nombre

de cel-lules transformades resistents.

Protocol

Dia 1l

Per aconseguir l'objectiu d’aquesta practica primer necessitem crear un cultiu
«overnight» en LB del bacteri E.coli, seguint el protocol 4 amb I'Unica diferéncia que
abans de posar-lo a incubar, abocarem una petita mostra d’antibiotic Ampicil-lina en

concentracid 100ug/ml. El deixem incubant tot el dia de manera que al dia seglient
Unicament les cél-lules bacterianes E. Coli amb plasmidis de resisténcia, hauran
sobreviscut.

N

Dia

Encenem el Bunsen per crear la zona d’esterilitat, que sera on treballarem.

1.
2. Tot seguit, amb una micropipeta dispensem 1,5ml del cultiu «overnight» del dia 1

=
|

en un tub de tipus Eppendorf, i retolem aquest tub.

w

A continuaci6 necessitem pellejar la mostra, és a dir, que precipiti el material que  xw

13,3rpm. Quan retirem la mostra, totes les cel-lules han precipitat, i en canvi ens &

ens interessa. Per fer-ho, introduim el tub a la microcentrifugadora durant 2’ a

ha quedat un sobrenadant que quasi en totalitat és el medi LB.




10.

11.

12.

4. Aguest sobrenadant no ens interessa, i per tant abans de continuar, I’hem de
retirar amb una micropipeta i amb molta cura de no endur-nos el pellet. Aquest
sobrenadant I'aboquem en un contenidor especial.

5. Després hem de re-suspendre el pellet, i per fer-ho, dispensem 250uL de tampd
de re-suspensio al tub eppendorf. Barregem.

Acte seguit cal produir la lisi: la ruptura de la membrana cel-lular, i ho fem dispensant amb
la micropipeta 250uL de tampd de lisi al mateix tub Eppendorf. Molt suaument, movem cap

a dalt i cap abaix unes 6 vegades.

En seté lloc, neutralitzem la reaccid amb el tampd de neutralitzacio, del que :
dispensarem amb la micropipeta 350uL. En agquest moment es produeix un J
precipitat i introduim el tub a la pcentrifugadora durant 5" a 13,3rpm. I &,\\

1 8. Un cop retirem el tub de pcentrifuga, observarem que el plasmidi ha quedat
diluit amb el sobrenadant. Com que és el que ens interessa, retirem el
sobrenadant amb una micropipeta i el dispensem en una columna de
centrifugat, que deixarem durant 1’ a la pcentrifugadora .

Un cop finalitzat, cal fer un rentat amb 500uL d’aigua Milli-Q. | ho tornem a col-locar durant
1’ a la pcentrifugadora. Aboquem el liquid i repetim el procediment.

Per tal d’evitar que els plasmidis continguin etanol, posem la columna de centrifugat
Unicament amb els plasmidis a la pcentrifugadora durant 1’, i quan la retirem, aboquem el
sobrant.

Hi afegim amb una micropipeta 50uL d’aigua destil-lada tébia i ho deixem
centrifugant durant 2”. La mostra és al tub Eppendorf, que retirem i retolem
adequadament.

El deixem a la nevera per usar-lo al dia segiient.

Preparem la cubeta d’electroforesi amb agarosa en concentracid 1% i la deixem solidificar.

Tot seguit retirem el plasmidi de la nevera i en un nou tub Eppendorf d’1,5ml hi
dispensem, amb l'ajuda de la micropipeta, 4pL del plasmidi pBR322.

Amb una nova punta de micropipeta, dispensem 2uL de tampd de carrega, i ho

barregem. Tornem el plasmidi a la nevera.

Carreguem la mescla al gel d’agarosa.
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5.

6.

Dia 4

Tot seguit connectem la font d’electroforesi i la cubeta i apliquem un voltatge de 75-100V

(=)
—

durant 20-25 minuts.

Passat aquest temps, visualitzem el plasmidi al transil-luminador UV.

Amb el plasmidi pBR322 aillat, cal fer la transformacio.

1.

10.

11.

12.

Primerament, encenem el Bunsen. Col-loquem 4 tubs Eppendorf a la gradeta. Un d’ells sera
el control i els altres tres contindran el pBR322. Els retolem amb el marcador.

Amb la micropipeta de 20uL dispensem al tub de control 5uL d’aigua Milli-Q.

Tot seguit, amb la micropipeta de 200uL dispensem en cada tub 100uL de cel-lules
competents obtingudes per tractament quimic amb CaCl..

Als 3 tubs restants hi dispensarem DNA del plasmidi pBR322 pero en diferents
concentracions. En un d’ells 2uL, a laltre 3uL i 4uL al restant, i 3ulL, 2uL i 1pL
respectivament d’aigua Milli-Q, de manera que la suma entre DNA i aigua sigui de 5uL.

Ho mantenim en gel a 0°C durant 30 minuts.

Passats els 30’, el DNA amb gens de resistéencia ja s’ha incorporat a l'interior de
les cel-lules competents, pero I'acabem d’ajudar amb un xoc térmic, introduint
els Eppendorfs en un bany a 42°C durant 2 minuts.

Els retirem i hi dispensem en cada un d’ells 1mL de medi LB liquid, amb la

micropipeta de 1000pLL.

Els col-loquem en una gradeta i a incubar 45-60 minuts a 37°C (temps d’expressid
fenotipica; els gens incorporats han de mostrar-se).

Durant aquest temps preparem el necessari per fer un banc de dilucions amb el tub de
control, per tal de determinar les viables. Ens interessen les dilucions amb una FDA (factor
de dilucié acumulat) de 10>, 10° 107 i 10%. Per fer-ho més rapidament farem dues
dilucions 1:100 i les 4 posteriors 1:10.

Col-loquem 6 tubs Eppendorf a la gradeta i els retolem amb la seva FDA. En els

dos primers, com que la dilucié sera 1:100, hi dispensem amb la micropipeta
990uL de NaCl. D’aquesta manera les FDA sén 107 i 10™ respectivament. En els 4 restants
dispensem 900uL de NaCl perqué les dilucions seran 1:10.

Un cop finalitzat el temps d’expressié fenotipica, retirem els 4 tubs i els col-loquem a la
gradeta. Amb una micropipeta dispensem al tub amb FDA de 10 10uL de I'Eppendorf de
control. El passem pel vortex per barrejar-ho tot.

D’aquest Eppendorf, pipetegem 10uL i els dispensem al segon Eppendorf de FDA 10™.
També el passem per vortex.
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13. El tercer, que tindra una FDA de 107, dispensem 100pL del tub anterior (perqué ara la
dilucié és 1:10 i no 1:100 com en els anteriors).

14. A la resta s’hi dispensen 100uL del tub anterior seguint el mateix procediment.

15. Un cop hem acabat amb el banc de dilucions, com que només utilitzarem els 4
ultims tubs, els 2 primers els podem llancar al contenidor de residus biologics.

16. De cada un dels tubs, en pipetegem 100uL i els sembrem en 4 plaques diferents
de medi LB amb una nansa de Digralsky.

17. En una placa de medi LB amb Ampicil-lina, hi sembrem 50uL del tub de control
amb la nansa Digralsky.

18. Dels 4 tubs inicials ens en queden 3, que son els que contenen el plasmidi en diferents
proporcions. Sembrem, amb una nansa Digralsky, 50uL del de concentracié 2uL en una
placa de medi LB amb Ampicil-lina i en una altre 100puL. Realitzem també dues plaques amb
Ap. pel de concentracié 3uL i dues més pel de 4uL.

19. Si ho hem fet bé, tenim 4 plaques de medi LB i 7 de medi LB amb Ampicil-lina, que les
posem a incubar a 37°C durant 24h.

Analisi de resultats

Els resultats de les viables son els seglients:

L8107 LB 1076 8107 LB 108
Les dilucions acumulades sén de 107, 10 107 i 10® respectivament. Després del recompte de

viables, calculem les CFU/ml. Els calculs sén els seglients:

400 6

a) ————=400.000.000 CFU/mL ¢) —————=600.000.000 CFU/mL
0,1x10 0,1x10

b) L_GZ%O.OOO.OOO CFU/mL d) #_822.000 .000.000CFU/mL
0,1x10 0,1x10

Com que el rang de confianga es situa entre les 15-300 colonies, no podem realitzar la X entre els
4, només podem fer servir el resultat b) com a verdader, ja que és I'Unic que se situa dintre el rang.
Per tant les CFU/mL sén 3,9x108.
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Fem el mateix amb les plaques de transformats. (els calculs corresponen a la mostra amb 2ulL de
pBR322).

LB+ Ap 50 LB + Ap 100u LB + Ap Control

Com es pot veure a la placa de control, el bacteri E.coli sense gens de resisténcia subministrats no
prolifera, per tant, és sensible a aquest antibiotic si no li inoculem el plasmidi. Lexperiment ha
sortit correctament perque després de la transformacid, els trasformants han proliferat amb
ampicil-lina, i per tant s’han tornat resistents a un antibiotic al que préviament eren sensibles.

Calculem també les CFU/mL de les dues plaques amb bacteris, i en ambdds casos la dilucid
acumulada és de 10° =1 i el volum és de 0,05 i 0,1mL per tant els calculs sén:

128 _o4g0cFU/mML b) 220
0,05% 1 0,1 %

a) -=2400CFU /mL

Realitzem la X entre els dos resultats i obtenim que les CFU/mL de les mostres que després de la
transformacié s’han tornat resistents sén 2440. Un cop tenim les X de les viables i de les
transformants, calculem la relacié entre ceél-lules viables i cél-lules transformades i resistents a
I'antibiotic. Per establir-ne una relacio, calculem la taxa de transformants de la seglient manera:

mitjana de transformants _ 2440

— : = =6,26x10"°
mitjana deviables 390.000.000

Per tant, com es pot veure, el nombre de cél-lules que han incorporat el plasmidi i per tant, han
esdevingut resistents a I'ampicil-lina és de 6,26 cél-lules de cada 10°.

Fins ara hem visualitzat la relacid entre els resultats de les mostres que haviem fet amb un volum
de 2uL de plasmidi, pero també ho farem amb les de 3uL per comparar si realment I'increment de
volum de plasmidi, comporta un augment de cel-lules transformades. La idea era comparar-ho
també amb les de volum de 4uL pero les plaques han quedat contaminades i per tant no les
podrem usar per acabar la practica.

A les taules seglients es mostra les dades recopilades dels 3 volums de plasmidi:
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2uL

Vv FDA N° col cfu/ml X Tr Vs N° col cfu/ml X
i an
a 10° 400 3,9x10° Sf 100 240 2400 2440
b
| 10° 39 3,9x10° or 50 124 2480
K mant | .
e 107 6 5 Fora de rang de seguretat
S il FDA (factor dilucié acomulat)
10°® 2 e
X (mitjana de cfu/mL)
- VS (volum sembrat)
3uL
Vv FDA N° col cfu/ml X Tr Vs N° col cfu/ml X
i an
a 10° 173 1,7x10? 1,6x10° Sf 100 210 2100 2030
b
I 10° 15 1,5x10° or 50 98 1960
5 mant |-
€ 10 7 g Fora de rang de seguretat
s i FDA (factor dilucié acomulat)
10% 1 N
X (mitjana de cfu/mL)
VS (volum sembrat)
4ul
Y FDA N° col cfu/ml X Tr 'S N° col cfu/ml X
i an
& 5 sf
ll) 10 o 100
a 10° mant | 50
. s E
$ 107 No apte per comptar
N FDA (factor dilucié acomulat)
10 X (mitjana de cfu/mL)

VS (volum sembrat)

Ara podem calcular les taxes de transformades per establir la relacié entre volums (excepte de
4ul):

a) 2yl (calculada anteriorment) = 6,26x10°®

X transformants _ 2030
XviablesT 162.000.000

b) 3uL =1,25x10"°

Amb aquestes taxes podem establir que amb un volum de 2ulL de plasmidi pBR322, de cada 10°
cél-lules, son transformades de manera que esdevenen resistents a ampicil-lina 6,26. En canvi, si el
volum és de 3pL, llavors la xifra canvia, atés que de cada 10° cél-lules, 1,25 sén resistents. Per tant
es compleix que a més volum de plasmidi, més cel-lules transformades.
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Al dia seglient de la practica, els resultats mostren:

: 2 —
100/L transformants LB + Ap 504L transformants LB + Ap

Aquestes sén algunes de les plaques on hi ha sembrades cél-lules transformades. S’hi pot observar
colonies més petites que la resta i sempre al voltant de colonies més grans. Aquestes es coneixen
amb el nom de colonies satel-lits i procedeixen d’una cel-lula que no és resistent a I'ampicil-lina.
Perd doncs, com ha crescut si el medi és LB + Ampicil-lina? Doncs aix0 és perqué es tracta d’un
antibiotic que pertany a la familia dels betalactamics i aquells bacteris resistents a aquesta familia,

secreten betalactamases; uns enzims que degraden la molécula de I'antibiotic i d’aquesta manera
no pot actuar.

En aquest cas, les cél-lules resistents han secretat aquests enzims a I'exterior, creant un radi net
d’ampicil-lina, (perqué les B-lactamases han anat degradant I'ampicil-lina del voltant) i per tant
Unicament en aquest radi només hi quedava LB. Com que I'ampicil-lina Unicament pot actuar de
manera bactericida inhibint la sintesi de paret cel-lular en aquelles cél-lules que s’estan a punt de
dividir, aquelles que no necessiten augmentar la mida, no els afecta. Quan al cap d’un temps
necessiten augmentar-ne la mida i per tant sintetitzar més paret, és quan les betalactamases de la
cél-lula resistent ja han netejat la zona, i per tant no hi troba cap dificultat. Cal recalcar que

aquestes colonies no sén resistents, de manera que si introduissim una altra dosi d’ampicil-lina
desapareixerien.
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PRACTICA 5
ANTIBIOGRAMA 03.07.19

D’entre els diferents métodes que es poden emprar per determinar la sensibilitat dels

microorganismes als antibiotics, es troba la técnica de difusid en placa. Els antibiogrames serveixen

per mostrar quins antibiotics es comporten de manera correcta amb certs bacteris i davant quins

es generen resistencies. Per realitzar-ho necessitem:

UTENSILIS MATERIALS
. Tub d’assaig amb tap . Solucid salina
. Incubadora a 37°C . Cultius «overnight» d’ A. baumanni, K.
. Encenedor de Bunsen pneumoniae i S. epidermidis
o Contenidor de residus biologics . Medi Agar Miiller-Hinton
. Marcador . 6 antibiotics (GEN, TOB, CAZ, PIP, CST, LUX)
* D.'scs de paper SEGURETAT
. Pinces
. Bastonet . Bata - Guants
. Micropipetes . Ulleres

Protocol
Dia 1

1. Realitzar un cultiu overnight de les 3 especies el dia anterior, seguint el protocol 4.

2. Encenem el bunsen per treballar dintre la zona d’esterilitat.

3. Agafem i retolem un tub d’assaig amb tap. Amb una micropipeta hi dispensem 3ml de
solucié salina. Llancem al contenidor de residus biologics la punta de micropipeta.

4. A continuacid, pipetegem 20uL del cultiu «overnight» i els dispensem al mateix tub
d’assaig.

Agafem dues plaques d’agar Miiller-Hinton i les retolem amb el marcador.

6. Amb un bastonet, amarem la mescla i sembrem de manera confluent en una de les
plagues. D’aquesta manera, produirem una gespa bacteriana que és el que ens interessa.
Fem el mateix a l'altre placa. .

8. Amb unes pinces, dipositem 3 discs de paper sobre I'agar solid, de manera 31
gue quedin allunyats entre ells i allunyats del centre.

9. Fem el mateix a l'altre placa.

10. Amb el marcador retolem cada un dels discs amb el nom de I'antibiotic , .,
gue hi abocarem. - 3

11. Amb una micropipeta dispensem 5ml d’un tipus d’antibiotic en un dels "¢ #
discos, de manera que el disc quedi amarat. 1 A

12. Repetim el procediment amb els 5 altres antibiotics i els 5 discs restants.

13. Posem les dues plaques a la incubadora de 37°C fins al dia seglient per veure els resultats.

14. Realitzem els passos 1-13 amb les altres dues especies.
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Analisi de resultats

Aquests son els resultats de l'especie K. pneumoniae. Observant
les dues plaques es pot veure com aquest bacteri és sensible a la
majoria dels 6 antibiotics, tot i que el diametre al voltant del dics
és molt i molt reduit.

Aqguestes dues plagues sén les de I|'especie S.
epidermidis. Els diametres de zona d’hinibicié s6n molt
més grans pero s'observa una peculiaritat, i es que tot i
ser sensible davant 5 dels antibiotics, presenta
resistencia davant de CST, ates que el diametre de zona
d’inhibicié és de 0,0mm.
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Aquesta és l'Ultima especie analitzada, i és A.
®  baumannii on s’observa que és sensible als sis tipus
] d’antibiotics diferents.

.

¢

Staphylococcus Acinetobacter Klebsiella
epidermidis baumannii pneumoniae

PIP
Piperacilina 26mm 12mm 8mm
5120ug/mL

GEN
Gentamicina 35mm 23mm 12mm
5120ug/mL

CST
Colistina omm 13mm 14mm
5120ug/mL

LUX
Levofloxacin 30mm 25mm 18mm
640ug/mL

TOB
Tobramicina 32mm 22mm 14mm
5120ug/mL

CAZ
Ceftazimidina 11mm 17mm 11mm
5120ug/mL

Aquests son els diametres (@) de les zones d’inhibicié de cadascuna de les
mostres. Com s’observa després de comparar les 3 especies, hi ha una tendéncia de S.
epidermidis a ser més sensibles als antibiotics. També s’observa com K. pneumoniae és
la que té els @ més petits, és més, segons la taula d’estandards, alguns diametres sén
tan petits que es troben al limit per ser considerat resistent. La peculiaritat és la
resisténcia per part d’epidermidis davant la colistina.
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Després de mantenir les plagues a temperatura ambient durant diversos dies, dimarts 09 de juliol,
es va observar alguna anomalia:

Aquesta imatge correspon a la zona d’inhibicié de I'antibiotic
Ceftazimidina al bacteri A. baumannii. Després de 6 dies es
veu el que podria ser una coldnia bacteriana que s’ha tornat
resistent a aquest antibioticc el que es denomina
heteroresisténcia, provocada probablement per una mutacio.

PRACTICA 6
INOCULACIO BACTERIANA EN LARVES 08.07.19

L'assaig entre bacteris és un métode molt fiable, pero hi ha un factor extern molt important que
afecta al comportament bacteria, i és el factor de I'organisme en el que es troben. Per aquesta rad
cal provar sempre els diferents experiments a l'interior d’un organisme. Un ésser viu éticament
correcte pel seu Us en aquestes practiques microbianes, és la larva. Per aix0, aquesta practica
consistira en inocular diferents bacteris a l'interior de larves de Galleria mellonella, una plaga
agricola als ruscs d’abelles mel-liferes.

Objectiu: l'objectiu principal d’aquesta practica és conéixer la virulencia de diferents
microorganismes després de la inoculacid en larves, i poder realitzar una corba de mortalitat.

UTENSILIS

MATERIALS

Gradeta

Incubadora a 30°C

Encenedor de Bunsen
Contenidor de residus biologics
Marcador

Xeringa Hamilton

Tubs Eppendorf 1,5mL

Puntes de micropipeta
Micropipetes de diferents volums
Espectrofotometre

Cubetes

Solucié salina

Cultiu BHI d’ A. baumanni,
Cultiu BHIde K. pneumoniae
Cultiu BHI de S. epidermidis
Gel

Larves Galleria mellonella
Medi BHI liquid

Milli-Q

Solucié de PBS

SEGURETAT

Bata, ulleres i guants

Protocol

Dia 1l

1. Preparar medis BHI liquids d’A. baumanni, K. pneumoniae i S. epidermidis.

2. Posar les larves de Galleria mellonella a una temperatura de 4°C de manera que quedin en

estat letargic.




N

=

10.

I'espectrofotometre, fent primer un blanc amb 900uL de medi
BHI. | en 3 cubetes hi posem 100uL de cada cultiu amb 900uL de
BHI. Resultats:

Mirem les diferents densitats oOptiques dels cultius amb r’}?ﬁ;‘
Ry — N
e

Espécie
A. baumanni K. pneumoniae S. epidermidis
Densitat optica en UA 6,9 6,32 5,95

Necessitem elaborar una diluci6 amb una densitat optica ajustada a 1UA i d’1ImL. Fem els
calculs seglients per saber quin volum necessitem de cada cultiu.

voluminicial x concentracid inicial =volum final x concentracid final
oo %1
a) voluminicial = —920,145 mL

b

X

—_
—

b) voluminicial = =0,158 mL
6,32

¢) voluminicial =—=1=0,168mL
5,95

Col-loquem 3 tubs Eppendorf d’1,5mL a la gradeta i els retolem.

Al primer hi dispensarem el volum calculat d’ A.baumannii i fins arribar a 1mL de PBS (en
aquest cas 1—-0,145 = 0,855).

Amb els altres dos fem dues dilucions 1:10 de manera que obtinguem una FDA (factor de
dilucié acumulat) de 10 on aproximadament hi hauran 10’ cél-lules (1ml a 1UA = 10° cél.).

Per fer aquestes dues dilucions dispensem 900uL de PBS i 100uL de la mostra 1UA, i
després la segona amb 900uL PBS i 100uL de I'Eppendorf anterior.

Retirem les larves de la nevera i les deixem a temperatura ambient.

Amb la xeringa Hamilton inoculem 10uL de PBS en 1 larva i el mateix amb
altres dues (seran el control per veure que no moren per la nostra
manipulacid) i les deixem en una placa de petri retolada.

Amb la xeringa neta, inoculem 10uL de la dilucié de 10° de PBS + A.
baumannii en una larva. Fem el mateix amb 9 larves més que les deixem en
una altra placa de petri retolada. La placa de PBS i la de PBS + A.
baumannii, les deixem a incubar a 30°C durant 24h.

Repetim els passos 3-9 amb els altres dos cultius. Al final tenim 10 larves
amb A. baumannii, 10 amb K. pneumoniae, 10 amb S. epidermidis i 3 de
control, en 4 plaques diferents.




Analisi de resultats

Després de 24h amb les larves incubant a 30°C, els resultats que hem obtingut son els segiients:

’ -m‘;" £

(RN in

e &

PBS (control) PBS + A. baumannii PBS + K. pneumoniae PBS + 5. epidermidis

{ g

4
-

.

Com es visualitza a la placa de control, les larves segueixen vives, fet que ens corrobora
gue la nostra manipulacié no ha forgat la seva possible defuncié. En canvi la placa amb
A. baumannii inoculat, només conserva 2 de les 10 larves amb vida. Més greu és en el
cas de K. pneumoniae on les 10 larves han mort. Per contra, les larves amb S.
epidermidis es troben totes en vida. Aquests resultats séon deguts que les dues
primeres espécies estan classificades en microorganismes de nivell 2 de perillositat, en
canvi, epidermidis esta classificat com a nivell 1 de perillositat.

PRACTICA 7
ASSAIG DE MUTAGENESI PER RADIACIO UV 09.07.19

La radiacio ultraviolada pot causar mutacions a nivell del DNA. Com més curta és la longitud d’ona,
més energia té la radiacid i, per tant, el probable efecte danyi en organismes i teixits incrementa.
Tot i aixi, no totes les mutacions son perjudicials, ja que son un dels motors més importants de
I'evolucié.

En aquesta practica veurem l'efecte de la radiacié UV sobre el DNA bacteria:

i. Mutacions deletéries: la radiacid UV pot provocar danys irreversibles en el DNA bacteria
augmentant la mortalitat de la poblacio.

ii. Mutacions beneficioses: aquestes es poden fixar al genoma i transmetre’s a la
descendéncia. Aixd ho veurem exposant els bacteris a radiacié UV i fent-los créixer en
preséncia d’un antibiotic al que sdn susceptibles: la rifampicina, que actua conra una
proteina implicada en la transcripcié del DNA. Una Unica mutacié en el gen que codifica per
aquesta proteina pot fer que el microorganisme esdevingui resistent i pugui créixer en
preséncia del farmac.

Objectiu: veure com a partir de mutacions induides els microorganismes també poden esdevenir
resistents i comparar el nombre de mutants en relacié al temps d’exposicié a UV.
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UTENSILIS MATERIALS

. Gradeta

. Agitador orbital Solucié salina
L]

. Cultiu BHI d” A. baumanni,
. Medi LB liquid
. Medi LB liquid doble concentrat

. Centrifugadora
. Incubador a 37°C
. Espectrofotometre

. Encenedor de Bunsen . Plaques de LB

. Plaques de LB-Rifampicina (256ug/mL)
. Solucié de PBS
. Soques d’ E. coli

. Contenidor de residus biologics

. Marcador

. Lampada d'UV

. Tubs Eppendorf 1,5mL

. Puntes de micropipeta

. Micropipetes de diferents volums
. Nanses de sembra Digralsky

. Nanses de Kolle

. Plaques de petri

e Tub de centrifuga SEGURETAT

o Bata - Guants

. Ulleres

Protocol
Dial
1. Preparar un cultiu de nit (ON, overnight) (d’'unes 16h) de Escherichia coli en 10mL de medi
LB i incubar a 37°Ci agitacio (200rpm), tal i com marca el protocol 4 de la p1.
Dia 2
2. Ressembrar el cultiu fent una dilucié 1:100 del ON en LB (DOsso ~ 0,05) i incubar en les
mateixes condicions (37°C i agitacié) durant 3-4 hores fins que el cultiu arribi a
una DOssode 0,6-0,7UA.
3. Dispensem 20uL del cultiu ON en un tub de centrifuga i I'introduim amb un
contrapés a la centrifugadora durant 15 minuts a 4000rpm.
4. Retirar el sobrenadant amb una micropipeta i resuspendre el pellet cel-lular en
15mL de PBS esteril. Aquesta suspensid tindra una DOsso aproximada de 0,3-0,35,
on calculem que hi hauria d’haver unes 10° cfu/mL.
5. Passar 5 mL d’aquesta suspensid a una placa de petri esteril. 5 mL més en una
altre placai uns altres 5 mL en una ultima placa. R
6. Preparar a la gradeta 6 tubs Eppendorfs esteérils i dispensar-hi a cada un _-
d’ells 500uL de medi LB 2x.
7. lIrradiar amb UV a diferents dosis amb la lampada d’UV. S’exposara la J

suspensid bacteriana a diferents temps per assolir diferents dosis
d’irradiacid. La lampada utilitzada irradia 1 J/m?:s, aproximadament. Els
nostres temps seran 0”, 10" (amb la 1% placa), 20”, 30" (amb la 2%) i 40" i 60" (amb la 37).
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8. Prendre 500uL de cada mostra irradiada i de la no irradiada i dispensar-la en un dels tubs
Eppendorfs (del pas 6). Incubar els 6 tubs a 37°C durant minim una hora (temps d’expressio
fenotipica).

9. Retirar les mescles i sembrar 100uL de cada dosi d’irradiacié directament en @ &
plaques de LB-Rifampicina, escampant la mostra amb la nansa Digralsky i al ;
costat del Bunsen. En aquestes plaques esperem que creixin els bacteris T A
mutants que s’han tornat resistents. (de cada dosi fer-ne dues plaques per ‘6
tenir-ne un duplicat). (total de 12 plaques). h

10. De cada mostra irradiada i després del pas 8, realitzarem un recompte de
cél-lules viables que permetran determinar-ne I'efecte de la radiacié sobre
aquesta. Caldra comparar aquest recompte amb el dels cultius controls no

irradiats. Per aquest recompte, preparar un banc de dilucions seriades i
sembrar 100uL de cada dilucié amb la nansa de Digralsky i al costat del
Bunsen, en plaques de LB.

o De la mostra no irradiada, sembrar les dilucions 10®, 10°i 10°®.

o De la mostra irradiada 10”, sembrar les dilucions 103, 10*i 10°.

o De les mostres irradiades 20 i 30”, sembrar les dilucions 102, 103 i 10™.
o De les mostres irradiades 40 i 60”, sembrar les dilucions 10?, 102 10°3.

11. Un cop sembrades les plaques, s’incuben a 37°C entre 24-48h. (total de 18 plaques en LB)

12. Recompte de CFUs i:
o Calcul de la reduccid de la viabilitat (plaques LB irradiat/control)

o Calcul de la taxa de mutagénesi (plaques LB-Rif irradiat/control)

Analisi de resultats

Després de recollir les plaques incubant durant 24h, no totes han quedat correctament. Les
plagues de viables amb mostres irradiades 20”, 30”, 40” i 60" no han quedat suficientment
diluides i no es poden comptabilitzar les colonies, atés que sobrepassen el rang de confianca.
Caldria haver fet dilucions més diluides, com les de la mostra sense irradiar o la irradiada 10”. Els
calculs realitzat pel responsable de laboratori no van ser els correctes. Tot i aixi, han quedat uns
resultats sorprenents i molt ben realitzats.

Les plaques de viables ens serveixen per determinar posteriorment la taxa de mutagenesi per
exemple. Pero per calcular-la, cal que primerament sapiguem les cfu/mL dels viables. Com s’ha
comentat anteriorment, les mostres de viables de 20 fins a 60" irradiades, ambdds inclosos, no es
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calcularan perque sobrepassen el rang de confianca de 15-300 colonies. Els resultats del nombre

de colonies es reflecteixen a la taula seglient:

Un cop tenim comptabilitzades les colonies (de les plaques que ho
podem fer), calculem les CFUs:

135

0s) ———=1,35x10°CFU/mL
0,1x10
10s) _ 244 —=2,44x10°CFU/mL
0,1x10
20s) LO_“: 1,5x 10°CFU/mL
0,1x10

Com es pot veure, el nombre de viables va disminuint com més
temps deixem exposades les cél-lules a la radiacié UV, per tant la
mortalitat va augmentant a mesura que el temps d’exposicié també
incrementa. Cal tenir en comte que l'dltim calcul no el podem
considerar segur degut al nombre de coldnies situat fora del rang de
confianca.

FDA |

N° colonies

Os

10°

135

10°

1200

10*

10s

10°

244

10*

10°

20s

10*

1500

10°

107

30s

10*

10°

10?

40s

10°

107

10"

60s

10°

107

10"

(no apte per comptar)

FDA (factor de dilucié acumulat)

Les plaques de viables han quedat sembrades de la seglient manera (només algunes):

Mostra 104 no irradiada en LB Mostra 10 no irradiada en LB

Mostra 10°°

no irradiada en LB
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Mostra 107 irradiada 10” en LB Mostra 10* irradiada 10” en LB Mostra 10° irradiada 10” en LB

En canvi, les plaques de LB-Rif han quedat totes correctament:

- . i
a. Mostra no irradiada 1 (control) en LB-Rif b. Mostra no irradiada 1 (control) en LB-Rif ~ c¢. Mostra irradiada 10" 1 en LB-Rif d. Mostra irradiada 10" 1 en LB-Rif

s

Aquestes 4 plaques contenen medi LB i Rifampicina. Les dues primeres sén les plaques de control,
és a dir, mostres bioldogiques que no havien estat irradiades. E. Coli és en principi sensible a
Rifampicina, perd en la imatge a) hi trobem un resultat contradictori; com es pot veure, han
crescut dues colonies, tot i no haver estat exposades a la radiacié UV. Aixd vol dir que aquestes
dues cél-lules ja eren resistents per motius que no coneixem. En canvi la imatge b), també de
control, no mostra cap colonia, per tant les cel-lules sembrades eren sensibles a I'antibiotic, abans
de ser irradiades.

Les plaques c) i d) mostren el creixement de diverses colonies en ambdds casos, després d’haver
exposat les cel-lules durant 10 segons a UV i posterior incubacid, fet que ens corrobora que
aquestes cel-lules, han mutat degut a la seva exposicid a UV produint resistencia a aquest
antibiotic en especial.

A continuacio plaques de LB-Rif amb les mostres irradiades 20”, 30", 40" i 60”’:

e) Mostra irradiada 20" en LB-Rif £) Mostra irradiada 30" en LB-Rif g) Mostra irradiada 40" en LB-Rif h) Mostra irradiada 60" en LB-Rif
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En tots o practicament tots els casos, hi ha cél-lules mutants que han proliferat. Els resultats
concrets de les plaques de LB amb Rifampicina es troben plasmats a la taula consegiient (cal
recordar: de cada mostra en varem fer un duplicat): (també es mostra el recompte a les 48h amb

cfu/ml ja calculat)

24h 48h
Nombre de colonies Nombre de colonies

Tl LB-Rify LB-Rif, X LB-Rif; LB-Rif, X cfu/ml
a) 0s 2 0 1 44 38 41 820
b) 10s 32 30 31 54 62 58 1160
c) 20s 30 15 22,5 44 23 33,5 670
d) 30s 17 15 16 29 24 26,5 530
e) 40s 9 7 8 22 11 16,5 330
f) 60s 2 0 1 3 0 1,5 30

Després de col-locar els resultats a la taula, cal calcular les cfu/mL de cél-lules irradiades que han
esdevingut resistents a l'antibiotic. Aquests son els calculs, tenint en compte que la dilucié és de
1:2 i per tant (0,5) perqué hem diluit 500uL de LB amb 500puL de mostra irradiada/no irradiada:

L —20cFU/mL (d) —2

(@) ———— = =320CFU/mL
0,1x0,5 0,1x0,5

b st =620CFU/mL (e _8 =160 CFU/mL
(b) (e)
0,1x0,5 0,1x0,5

22,5 1
——=> =450CFU/mL (f) ———=20CFU/mL
(c) 0,1x0,5 mk (f) 0,1x0,5 m

Amb aquests resultats podem realitzar un grafic que mostri el nombre de mutants resistents en

relacié al temps d’exposicio a la radiacio UV:

Relacio CFU/ml resistents-tempsUV

-0 24h - 43h
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Podem comprovar que a mesura que incrementem el temps d'exposicio fins arribar als 10 segons,
el nombre de cel-lules bacterianes mutades i resistents a I'antibiotic també augmenta, pero si
irradiem UV més de 10 segons els mutants semblen disminuir, perque la dosi de radiacié és letal
per ells.

Perd aixd no mostra la realitat dels resultats de I'experiment, perque pot ser que els mutants
resistents disminueixin perd que també ho facin els viables i per tant, cal que ho comparem. | per
poder corroborar realment que la disminucié de mutants resistents es deguda a la disminucié de
viables (per la dosi letal de UV que les mata), necessitem calcular la taxa de mutacié que fa que
esdevinguin resistents a Rifampicina.

Amb els calculs que ja hem realitzat de les viables i de les resistents, ja la podem calcular. Pero
només ho podem fer amb les no irradiades i les irradiades durant 10 segons, perque necessitem
les cfu/mL de les viables i en els casos de 20, 30, 40 i 60 segons, no hem pogut calcular-les. Els
calculs son els seglients:

i. taxademutacio no irradiadeszi: 1,48x10°°

9
1,35 %10
Aixd vol dir que de cada 10® cél-lules no irradiades, en muta Unicament 1,48
cél-lules. Tot i no estar sotmeses a UV, algunes han mutat i aquestes mutacions
son les naturals, aquelles que es produeixen aleatoriament i permeten I'evolucié
de les especies.

ii. taxademutacio irradiades10 52&22,54 x10°°

2,44 x10°
Aquesta taxa ens ve a dir que de cada 10° cél-lules irradiades durant 10 segons,
només en muten 2,54. Si tenim en comte la taxa anterior, aquesta és major i per
tant es corrobora que a mesura que incrementa el temps d’exposicié, també
s'incrementen els mutants, tot i que les cel-lules totals disminueixen perque
aquesta radiacié les mata.

Per veure si aquests resultats sén certs verdaderament podem comprovar-ho fent la taxa de
mutacié de les cel-lules irradiades durant 20” (tot i que les cfu/mL de les viables no la
podriem utilitzar).

450

_ -6
1,5 x108_3 <10

iii. taxa de mutacio irradiades20s=

Efectivament. Tot i que no és gaire cientific i no en principi no podriem agafar-nos a aquesta
dada, es la hipotesi inicial queda afirmada, perqué en aquest cas de cada 10° cél-lules,
mutants resistents en son 3, cada vegada un nombre major.

Es veu millor si ho representem en un grafic on es mostri la taxa de mutacid en relacié al temps
d’exposicié a la radiacié UV:
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Relacio taxa de mutacio-tempsUV

[

[
Jus

ook om D i
i

— 1312 Ll L2 12w

w

[ERS-Y

e =
w o

<
=

o
=

Taxa de mutacio (que fa que esdevinguin resistents) (x10"-6)

=]
]

(=]
(=]
[=F al=]

10 0 30
Temps d'exposicio a UV (s)

PRACTICA 7.1

Assaig de susceptibilitat a antibiotics

Objectiu: amb les mostres bacterianes resistents a |'antibiotic Rifampicina, poder calcular quina és
la dosi exacte d’antibiotic que caldria subministrar per poder matar-los. Realitzant un metode tan
comu com la microdilucid en placa.

UTENSILIS MATERIALS
[ ] Gradeta o Medi MHB liquid
®  Incubador a 37°C . Placa LB 0” (amb resistents)

° Rif ()
o Contenidor de residus biologics Placa LB-Rif O

®  Marcador ®  Placa LB-Rif 20

° R AN
° Cabina de flux laminar Placa LB-Rif 40

®  Tub d’assaig amb tap ®  Rifampicina 50mg/mL

o Puntes de micropipeta

o Micropipetes de diferents volums SEGURETAT

° Pipeta multicanal
o Bata - Guants
° Nanses de Kolle
° Ulleres
L] Plaques de petri

®  Tubs de centrifuga

L] Placa de microdilucio

Protocol

1. La rifampicina esta massa concentrada i necessitem diluir-la de manera que quedi una
concentracio de 512pg/ml en 2mL de dilucid a partir de la nostra que té una concentracio
de 50ug/ml. Calculem amb la férmula:

voluminicial x concentracié inicial =volum final x concentracid final

72



2x512
50.000

voluminicial = =20,5mL

Dissoldre en un tub d’assaig aquests 20,5mL de Rifampicina amb 2mL de medi
MHB. Tapar-lo i barrejar-ho bé.

. Amb ajuda de la micropipeta multicanal, dispensar 100uL de medi MHB
en cada un dels orificis de totes les columnes, excepte la columna 1. (2-
12 incloses).

4. A cada orifici de la columna 1 dispensar-hi 200uL de la
dilucié de Rifampicina preparada en el pas 1.

5. Amb la micropipeta multicanal pipetejar 100uL de la columna 1 (de cada
orifici) i dispensar-los en cada orifici de la columna 2. Barrejar la mescla i pipetejar 100uL
de cada orifici de la columna 2 per dispensar-los als orificis de la columna 3. Repetir aquest
pas amb totes les columnes excepte la 12 que no tindra antibiotic.

Posar en 4 tubs de centrifuga 10mL de medi MHB, retolar-los i sembrar en cada un d’ells,
amb nanses de Kolle, colonies de les 4 plaques diferents.

© 1"tub: Noirradiada (de la placa de viables en LB)

o 2"tub: No irradiada (de la placa de LB-Rif amb colonies resistents)

o 3"tub: Irradiada 20" (de la placa de LB-Rif)

o 4'tub: Irradiada 40" (de la placa de LB-Rif)

Barrejar bé les 4 mostres i utilitzar 2 files de la placa de microdilucid per cada mostra.
Aquest és I'esquema general:

Cepas / Condiciones

Mo irodioda (place PN l; {

ko (radodn (Paa LR
Moot 4 (O tesisted L840
Hotont A (O resatek B2

Mutont 2 (20" a4, sR-R€)

mmONim>

Hutont Z (20" 2« 2B+ 2-8)

lf Moot 3 (40" au £8~Re0)

H | Htart 3 (0" & cB~ &)

Dispensem 100uL de cada tub en cada un dels orificis de cada fila, seguint I'esquema

anterior.

. Al introduir 100uL de mostra bacteriana, la concentracid inicial de Rifampicina que a la
columna 1 era de 512, ara s’ha reduit a la meitat perque s’ha fet una dilucié 1:2 i per tant
queda en 256ug/mL.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Com que les dilucions sén 1:2, la concentracié d’antibiotic va sent la meitat, excepte a la
columna 12 que la concentracio és de Oug/mL perque no hem posat antibiotic.

10. Posem la placa de microdilucio a incubar a 37°C durant 24h.

Analisi de resultats

s = =

123 4567 89 1011 12

Tal i com es pot veure, Unicament aquells orificis en que el liquid és cristalli, i no turbulent, sén els
orificis on I'antibiotic ha actuat i per aix0 no hi ha terbolesa, que ens indicaria la presencia de
bacteris proliferats. Hi ha una immensitat d’orificis amb turbuléncia. L'Unica soca sensible a
I'antibiotic i que per tant, presenta orificis cristal:lins, és la de control no irradiada. A la fila A la CMI
(concentracié minima inhibitoria) és de 64ug/mL perqueé a partir del 4° (inclos) ja presenta bacteri.
El seu duplicat mostra que la CMI és de 16ug/mL (els 3 primers nets de bacteri). Per tant podem
dir que la dosi mitjana seria d’uns 32ug/mL per aquesta soca.

En canvi les altres 3 soques no sén sensibles a cap concentracié de I'antibiotic entre les que hem
usat, i ho veiem perquée tots els seus orificis estan terbols. La CMI de Rifampicina per aquestes
soques no la podem quantificar, pero si podem deduir que esta per sobre dels 256ug/mL i que per
sota d’aquesta concentracid son tots 3 resistents.

Aquest color intens de la Rifampicina no ens permet utilitzar el métode de contrast amb el que els
resultats es veurien molt més clars.
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CONCLUSIONS

Aguest treball de recerca comenc¢a amb uns objectius concrets i amb la formulacié d’unes hipotesi.
Després de I'elaboracié del projecte anem a veure si s’"han complert:

> Tal i com suposava en un inici, els bacteris formen part del nostre organisme, aixi ho he
pogut corroborar després de recollir mostres d’ubiqiiitat de diferents parts del cos com
orelles, boca i aixelles. Tal i com es pot observar a la practica nim. 3, la quantitat d’espécies
gue hi trobem és bastant gran, tenint en compte que molts dels bacteris no van poder
créixer en els medis de cultiu emprats i de tipologies i espécies molt diferents. Aquesta
practica també m’ha permes refutar la meva hipotesi inicial que els bacteris tenen
tendéncia a viure en llocs obscurs i foscos. Ho podem entendre rapidament quan plaques
utilitzades en diverses practiques posteriors han quedat contaminades per
microorganismes, que, a més a més, es trobaven al entorn del laboratori, un lloc on
precisament la bruticia no hi ocupa gaire.

> Un altre dels meus objectius era poder analitzar el creixement bacteria, i després de la
realitzacié de la practica num. 2 he pogut concloure que els bacteris disposen de 4 fases al
llarg de la seva vida: fase d’adaptacid, exponencial, estacionaria, i de mort.

> He pogut complir també l'objectiu d’observar fendmens de parasexualitat. Tal i com
s’explica a la practica num. 4, es va subministrar ampicil-lina a cel-lules de E.coli i es va
retirar el material genetic d’aquelles que presentaven resisténcia. Es va subministrar en
diferents concentracions sobre cel-lules competents per tal de traspassar-lis aquesta
resistencia. Aquest fenomen de parasexualitat s'anomena transformacié i la practica va
realitzar-se de manera correcta perqué aquestes cel-lules van esdevenir resistents a un
antibiotic al que en un principi eren sensibles, tal i com es comprova amb les plaques de
LB+Amp de control (on no van proliferar). A més a més es va poder analitzar si un
increment de concentracié de plasmidi amb gens de resisténcia, comportava un increment
de cel-lules resistents. Els resultats van ésser positius, i tot i no poder analitzar les plaques
amb concentracidé de plasmidi superior (van quedar inutilitzables), es van poder comparar
les de concentracio de 2uL amb 3plL.

Aquesta practica també ens va permetre visualitzar com els bacteris resistents havien
secretat betalactamases, un dels principals mecanismes que tenen per oferir resisténcia.

> Gracies a 'antibiograma realitzat sobre diferents espécies de bacteris es va poder observar
com alguns ja son resistents de per si (epidermidis a colistina) i com altres esdevenen
resistents per pura seleccid natural (baumannii a Ceftazimidina). Aquest procediment m’ha
permes descobrir com els antibiotics actuen sobre els microorganismes, encara que d’una
manera molt superficial (mitjangant la teoria si, pero no la practica).

> La inoculacié de bacteris patogens en larves m’ha fet descobrir com aquests actuen sobre
els organismes, i de quina manera tan velo¢ poden acabar amb la vida d’elles. Aquesta
practica podria haver-se millorat si després de la inoculacié d’aquests, se’ls hi hagués
subministrat un tractament antibiotic, per d’aquesta manera veure la seva efectivitat.
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» Un mateix farmac és capa¢ d’eliminar diferents tipus de microorganismes, que a I’hora
pertanyen a espéecies diferents. Aquesta hipotesi pot ser totalment acceptada perquée un
antibiotic no actua sobre un microorganisme concret sind que realitza un mecanisme
concret que pot afectar a un o altre microorganisme, és el cas de les penicil-lines, que
poden ser utilitzats amb tots el bacteris que posseeixin paret cel-lular. Al igual que els
bacteris que posseeixen resistéencia a un determinat antibidotic no comparteixen
caracteristiques fenotipiques.

> Si que existeixen determinants genétiques de la resisténcia a farmacs antimicrobians. Es
més, els bacteris esdevenen resistents per causes genétiques (seleccié natural, mutacions o
fenomens de parasexualitat).

> El fet de mantindre exposat bacteris a la radiacié UV, els hi confereix mutacions que poden
atribuir-lis resisténcies a antibiotics. Un fet al que estan exposats diariament, com les
radiacions del sol. Després de fer una comparativa es va observar que a mesura que el
temps d’irradiacié transcorria, cada vegada hi havia menys bacteris que sobrevivien, pero
en canvi, d'aquests que sobrevivien, cada vegada n’hi havia més que eren resistents. Per
tant la hipotesi inicial queda refutada perqué la quantitat de mutants resistents a un bacteri
esta relacionada amb el temps d’exposicio a la radiacié.

> Lultim objectiu era investigar per quin motiu les empreses farmacéutiques no inverteixen
en investigacié sobre el tema. La veritat es que ha estat un objectiu dificil de complir. La
meva intencid va ser concretar certes entrevistes amb varies industries farmaceutiques de
certa importancia, pero després de contactar amb elles en repetides ocasions, cap d’elles
va acceptar una entrevista. Per aquesta rad, les informacions sobre el tema només les he
pogut extreure d’internet; i amb aquests coneixements he pogut afirmar (tot i que cal
agafar-s’ho amb pinces) que les empreses no volen invertir per motius econdmics. Un
antibiotic s'administra durant un temps limitat, un medicament cronic; tota la vida. Un
antibiotic esta sotmes a la pressio de les resistencies. Medicaments com antiinflamatoris,
no. Per tant la meva hipotesi inicial queda afirmada.

e Per tant, com a conclusié general, s’ha demostrat que les resistencies als antibiotics per
part dels bacteris pot produir-se de manera espontania (mitjancant fenomens de
parasexualitat) o mitjancant mutacions induides (com la radiacié UV).

La recerca d’aquest treball de recerca ja ha finalitzat, i crec que he pogut complir amb tot els meus
objectius. Després de fer recerca a través de pagines web, llibres, videos, conferéncies Online, etc...
i gracies als coneixements practics assolits durant la meva estada a la UAB, em veig amb cor de dir
gue ja m’he pogut endinsar en el mén de la microbiologia al cap i a la fi, tot i que en una mida
microscopica, per la grandesa d’aquest mon.
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Recordo que al principi d’aquesta recerca, no em va resultar gens facil haver de concretar-me uns
objectius i unes hipotesis i quan finalment les vaig tenir pensades, va venir el pitjor dels moments:
la recerca de la informacié. Amb un tema com el meu m’ha resultat molt dificil haver d’acotar la
tematica del treball, perque la quantitat d’informacié que hi trobava no acabava mai. Per aquest
motiu he de reconeixer que al principi vaig sentir-me bastant angoixat.

El que no em va suposar cap problema va ser realitzar la part practica del treball; m’ho vaig passar

molt i molt bé, i considero que és la manera amb que més coneixements he obtingut.

No tot ha estat un cami de flors, esta clar, pero, tot i saber que hi ha coses a millorar, em sento
molt satisfet d’haver pogut realitzar aquesta recerca. Tot i ser el presentador del treball, aquest no
hauria estat possible sense I'ajuda de desenes de persones, que han fet possible que hagi pogut
realitzar-lo.
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