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INTRODUCCIO

Aquest treball de recerca tracta sobre les resistencies dels bacteris als
antibiotics. Els motius que m’han fet triar aquest tema soén, en primer lloc, la
seva actualitat i la repercussié que té en I'ambit sanitari. En segon lloc, perqué
m’agradaria estudiar biomedicina i aquest treball és una oportunitat per
comprovar si realment vaig ben encaminada en relacié als meus interessos

futurs.

La resistencia bacteriana és la capacitat d’alguns bacteris de sobreviure davant
dun o més antibiotics. Actualment el percentatge de resisténcies esta
augmentant arreu del mén i, com a consequéncia, es posen en perill tots els
avencos de la medicina moderna; fins al punt que els antibiotics poden deixar
de ser efectius i entrar en una etapa en la qual infeccions menors produeixin la
mort.

L’ds abusiu de medicaments antibacterians és la causa principal de I'augment
de la resistencia bacteriana. Durant els darrers 70 anys, la terapia antibiotica ha
estat un pilar fonamental en el tractament de les malalties infeccioses
bacterianes. Perd I'is generalitzat d’aquests medicaments pels professionals
de la salut i de la industria ramadera, ha produit un augment global alarmant de

la prevalenca de les infeccions bacterianes resistents als antibiotics.
El treball es divideix en dos grans blocs:

En la primera part aprofundeixo en els coneixements teorics sobre els bacteris,
els antibiotics i en especial les resistencies bacterianes, que representen la part
central del treball. S’inclouen dades del consum d’antibiotics i les resisténcies
actuals i també s’expliquen els mecanismes pels quals s’ha arribat a aquestes
resistencies. Aquest primer estudi és necessari per dur a terme la segona part
del treball, que és la part experimental, realitzada al laboratori de I'Institut

seguint el métode cientific.



L’'objectiu de la investigaci6 és estudiar com els bacteris adopten les
resisténcies als antibiotics. El que vull esbrinar és si els antibiotics presents en
el medi provoquen les resistencies (idea lamarckiana) o bé aquestes poden ser
adquirides gracies a la introduccié d’un gen de resisténcia, independentment de
la preséncia d’antibiotic en el medi, proporcionant-los variabilitat (idea
neodarwinista). Per aix0, he plantejat tres experiments; en primer lloc, he dut a
terme un antibiograma per tal de trobar un antibiotic al qual una soca
d’Escherichia coli fos sensible. En segon lloc, he cultivat la mateixa soca en
una concentracié d’ampicil-lina, antibiodtic al qual ha resultat sensible, per sota
de la minima inhibitoria i, després, he augmentat la concentracié amb la finalitat
de comprovar si s’han tornat resistents. Finalment, he realitzat una
transformacié bacteriana amb l'objectiu de convertir una soca sensible en
resistent. Aquests dos Ultims experiments sén els que m’han servit per
determinar si la presencia d’antibidtic en el medi provoca la resisténcia o bé si

selecciona els bacteris resistents.

A més del seu objectiu principal, aquest treball també pretén sensibilitzar-nos

sobre la necessitat de fer un bon Us dels antibiotics.

Les principals fonts d’informacio6 les he obtingut de la biblioteca de la Facultat
de Farmacia i d’articles publicats en diferents revistes cientifiques. Aixd m’ha
suposat algunes dificultats a I'hora d’entendre els diferents escrits, ja que
anaven dirigits a lectors meés especialitzats i gran part de la informacio era nova

per a mi.



PART TEORICA

En aquesta part s’explicaran aquells aspectes dels bacteris que estan
directament relacionats amb el treball. EI coneixement d’aquests aspectes

facilitara la comprensio de la recerca.

1. Els Bacteris

1.1. Que son?

Els bacteris sbn microorganismes procariotes, unicel-lulars, que poden trobar-
se aillats o formant colonies. Abunden en superficies inanimades i en les parts
del cos en contacte amb I'exterior, la pell i les mucoses. En el cos huma el
nombre de cel-lules bacterianes és aproximadament deu vegades el nombre de
cél-lules humanes. La majoria viuen sense perjudicar-nos. De fet, alguns ens
protegeixen de malalties ja que competeixen amb els bacteris patogens. Son
d’estructura simple, no presenten nucli, pero si material genetic (DNA) lliure pel
citoplasma, en concret en una zona anomenada nucleoide.

Els bacteris es diferencien dels animals i de les plantes per la seva rapida
multiplicacio i pel seu metabolisme, a més del tipus de ceél-lula. Constitueixen
un grup important per a I'equilibri del mén vivent ja que s6n essencials en els
ecosistemes.

La seva mida oscil-la entre 0.5 3 um, tot i que alguns poden arribar a 10 pum.

1.2. Estructura bacteriana

Podem dividir les diferents estructures bacterianes segons si son vitals per a

ells o no.
Dins de les estructures presents a tots els bacteris trobem:

e Paret bacteriana: és una coberta rigida que déna forma als bacteris i els

protegeix de la pressié osmotica. La paret pot protegir a la cél-lula de

substancies toxiques i és el lloc d’accié d’alguns antibiotics.

Segons la seva paret, els bacteris es divideixen en dos grans grups:
grampositius i gramnegatius. La distincié es fa gracies a un tipus de tincié

anomenada Tinci6 de Gram que consisteix en tenyir els bacteris amb el
6



colorant cristall violeta de manera que quedin de color blau. A continuacio
s’hi afegeix el reactiu lugol que produeix la impermeabilitzacié a I'alcohol als
bacteris grampositius. Després s’hi afegeix alcohol i a causa de la capa
impermeable dels grampositius, només es decoloren els gramnegatius.
Finalment s’hi afegeix el colorant safranina, que només tenyeix de vermell els

bacteris gramnegatius préviament decolorats. Per tant, els bacteris grampositius
gqueden de color blau i els gramnegatius de color vermell.

La paret cel-lular dels grampositius és més gruixuda i d’aspecte llis. EI 90%
de la paret esta formada per peptidoglicans (polimer format per
monosacarids i aminoacids) especialment de mureina i per petites
quantitats d’acid teicoic. Pel fet de tenir una capa gruixuda de
peptidoglicans aquests bacteris son molt sensibles a I'accié de la penicil-lina
o derivats i a I'accié del lisozim, que és un enzim present en les llagrimes i

les secrecions nasals que té accio bactericida.

Paret cel-lular:
capesde
peptidoglians

Membrana
plasmatica

FIG. 1: Paret bacteriana
grampositiva.

La paret cel-lular dels gramnegatius €s més complexa. Només el 10% de la
paret esta formada per una capa fina de peptidoglicans sobre la qual hi ha
una membrana externa constituida per una doble capa lipidica que conté un
gran nombre de proteines i lipopolisacarids. Entre les dues capes es troba

I’espai periplasmic, d’'una gran activitat metabolica.

Lipopolisacarid
Proteina

Fosfolipid ‘ }
i

Lipoproteinai
Lipopolisacarid

Peptidogli )
] o FIG. 2: Paret bacteriana
| Membrana gramnegativa.

plasmatica

lipoproteina



Membrana plasmatica: és una coberta que separa linterior de I'exterior

cel-lular. Es molt semblant a la membrana de les cél-lules eucariotes pero a
diferéncia d’aquestes no conté colesterol. Consisteix en una bicapa proteica
i lipidica a causa del caracter amfipatic dels lipids que la formen. Presenta
unes invaginacions que formen unes vesicules anomenades mesosomes
gue contenen enzims que intervenen en la duplicacio del DNA, entre altres
funcions. Les funcions de la membrana son delimitar el bacteri, regular el
pas de substancies i dur a terme activitat enzimatica (dirigir la duplicaci6 del

DNA, fer la respiracié bacteriana, etc.).

El citoplasma: inclou el citosol i els organuls cel-lulars. A linterior, les

cel-lules procariotes s6bn molt més senzilles que les eucariotes. En general
només presenten ribosomes, que es troben lliures pel citoplasma o formant
cadenes anomenades poliribosomes. La funcio dels ribosomes és la sintesi
de proteines. També poden presentar inclusions, que son granuls de

substancia de reserva sintetitzada pel bacteri en moments d’abundancia.

Cromosoma bacteria: esta format per una doble cadena de DNA circular

gue es troba lliure pel citoplasma en una regié anomenada nucleoide. El
DNA bacteria es troba superenrotllat i associat a proteines. Conté la
informacio genética del bacteri i per aixo la seva funcio és dirigir tot el

metabolisme bacteria.

Els bacteris també poden presentar una série d’estructures que no son

necessariament presents en tots ells:

Plasmidis: son molecules circulars i de doble cadena de DNA que
constitueixen una unitat de replicacio independent del cromosoma. Podem
trobar més d’'una copia del mateix plasmidi i també diferents plasmidis dins

d’'un mateix bacteri.

Tot i que el DNA del plasmidi no porta informaci6 essencial per a la vida del

bacteri, pot portar gens que son utils per a I'adaptacio en diferents ambients.

Molts bacteris patdgens per a I'home, només ho so6n quan porten un

plasmidi que conté gens especifics que li permeten sintetitzar substancies
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toxiques o formar molecules d’adhesié a teixits. D’altra banda, hi ha
plasmidis que contenen gens de resistencia a antibiotics i entre els bacteris,
fins i tot de diferents especies, es poden passar la informacio genetica fent
gue bacteris sensibles a un antibiotic es tornin resistents. Aquesta
transferéncia es fa a través dels pels sexuals i només passen una cadena

del plasmidi a I'altre bacteri.

En aquest treball de recerca s’emprara un plasmidi per transferir la

resisténcia bacteriana a I'ampicil-lina a una soca sensible a aquesta.
Péls: son estructures allargades i buides.

Diferenciem dos tipus de péls: els péls sexuals, més llargs i presents en
bacteris que tenen plasmidis per passar-se el material genétic; i els pels

d’unié (fimbries), més curts, per adherir-se a diferents superficies.

Flagels: son prolongacions primes, de longitud i diametre uniforme,

responsables de la mobilitat bacteriana.

Capsula: és una estructura que apareix en alguns bacteris, formada per
polisacarids. La capsula protegeix el bacteri de la fagocitosi i d’anticossos
del sistema immunitari, de la dessecacio i ajuda a la fixacié a cel-lules

hostes.

Altres organuls: alguns bacteris presenten organuls delimitats per

membranes rigides formades per proteines. Els principals tipus son:
vacuols de gas, contenen aire i actuen com a flotadors del bacteri;
clorosomes, contenen pigments fotosintetics; carboxisomes, contenen un

enzim responsable de la fixacié del CO2de l'aire.



1.3. Morfologia bacteriana

Hi ha quatre tipus morfologics de bacteris:

Cocs: de forma esferica. Tenen la capacitat de viure com a cél-lules
individuals o enllagar-se amb altres formant cadenes. Es poden dividir en
una direccié (estreptococs), en dues direccions (estafilococs) o en tres
direccions (sarcines). Sén patdogens per als humans. Per exemple:

Streptococcus pneumoniae, causant de la pneumonia.

Bacils: en forma de bastd. Molts bacils son patdgens per a I'ésser huma,
perd també hi ha alguns que no ho sén, com els que s’encarreguen de
produir alguns lactics com el iogurt (lactobacils). Un exemple de bacil que
pot ser patogen és Escherichia coli, que acostuma a causar infeccions
intestinals.

Espirils: en forma de bast6é cargolat. S6n més sensibles a les condicions
ambientals que els altres bacteris. Poden ser patogens. Com per exemple el
causant de la sifilis, Treponema pallidum.

Vibrions: en forma de coma ortografica. Alguns son patogens per als
humans i acostumen a provocar problemes digestius o infectar ferides
obertes. El causant del colera, Vibrio cholerae, seria un exemple.

FIG.3: Bacteris des del microscopi electronic.
Per ordre: cocs, bacils, espirils i vibrions.
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1.4. Reproduccio dels bacteris

La reproduccié bacteriana és asexual, és a dir, no hi ha fecundacio i els
descendents son clons als progenitors i clonics entre ells. Es duu a terme per
biparticio; un cop duplicat el DNA es forma un septe que origina dos bacteris
fills.

FIG. 4: Reproduccio
asexual en bacteris.

Aquest tipus de reproduccié presenta poca variabilitat (només si hi ha
mutacions), pero els bacteris mitjancant la donacio i recepcid de DNA
aconsegueixen adquirir informacié genética d’'un altre bacteri, encara que sigui
d’'una altre espécie, sense crear descendéncia. Aquest fenomen s’anomena

parasexualitat bacteriana. N’existeixen tres tipus:

e La conjugacio: és la transferéncia de material genetic entre dos bacteris

per contacte directe a través dels pels sexuals (que son filaments buits). La
capacitat de transferir DNA esta codificada en el plasmidi, conegut com a
factor de transferencia. Els bacteris que el posseeixen son els donants i els
que no, s’anomenen receptors. Perquée es realitzi la transferéncia, els peéls
sexuals formen un pont entre les dues membranes citoplasmatiques per on
passara el DNA. El resultat de la conjugacié és un bacteri amb les seves

caracteristiques inicials i les del bacteri donador.

Sex pilus

FIG. 5: Conjugacié. 11



La transduccio: és la transferéncia de DNA d’un bacteri a un altre a través

d’un virus. La incorporacio de DNA bacteria a l'interior de la capsida d'un
virus es produeix a consequéncia d'errors comesos durant el cicle de
duplicacié del virus. Quan aquest conté gens bacterians, té la capacitat de
transferir-los al cromosoma d’un altre bacteri. Hi ha dos tipus de transducci6

diferents:

Transducci6 generalitzada: és produeix durant el cicle litic (quan el virus
trenca el bacteri). Queden fragments del cromosoma bacteria a la capsida
viral, que podran ser transferits a un altre bacteri.

Transduccié especialitzada: es produeix quan el virus abandona el bacteri
de forma erronia. Aixo fa que el virus s’emporti porcions especifiques del

genoma bacteria, que podran ser transferides a un altre bacteri.

La transformacié: és la captura de DNA lliure en el medi, pot provenir de la

ruptura d’un bacteri. El bacteri receptor adquireix els gens del DNA en forma

de plasmidi o al cromosoma bacteria.

FIG. 7: Transformacié: s’ha produit la lisi d’'un
bacteri (estructura blanca) que ha alliberat
plasmidis. Un altre bacteri podra captar-los.
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1.5. Transformaci6 bacteriana

A continuacié aprofundiré en el fenomen de la transformacio bacteriana, ja que

n’he realitzat una en aquest treball.

Com he dit anteriorment, la transformacié bacteriana és un procés pel qual un
bacteri capta DNA lliure en el medi. Perque la transformacio és pugui fer, el
bacteri s’ha de trobar en estat de competéncia, és a dir, presentar alteracions
a la seva paret i membrana cel-lular, que permetin I'entrada d’acids nucleics al

seu interior.

Al laboratori s’ha aconseguit induir aquest estat de competéncia en bacteris
que no el presenten de forma natural, com és el cas d’E. coli. Un dels
tractaments quimics més utilitzats és mitjancant una solucio de clorur de calci
(CaCl2). Els ions Ca?+ presents a la solucid, neutralitzen la repulsié entre les
carregues negatives dels grups fosfats del DNA i els fosfolipids de la
membrana cel-lular. A més, formen petits porus a la membrana del bacteri que

permeten I'entrada del DNA.

S’incuba en gel la solucié de CaCl2 amb els bacteris, de forma que disminueix
la fluidesa de la membrana. Tot seguit, €s realitza el xoc termic: s’introdueix la
solucié durant 50 segons al bany maria a 42°C, de manera que augmenta la
permeabilitat de la membrana cel-lular i facilita I'entrada del plasmidi dins dels
bacteris. Immediatament, es tornen al gel durant 2 minuts i, finalment, s’incuben
durant 10 minuts a temperatura ambient després d’afegir caldo nutritiu que

permet el creixement de les cél-lules i I'expressié del gen d’interés.

A

Plasmidi

recomblnant E.coli

Cél-lula hoste

Cél-lula
transformada

FIG. 8: Neutralitzacio de la carrega FIG. 9: Esquema simplificat d’una transformacié

negativa del DNA. bacteriana. 13



1.5.1.Plasmidi pGLO

El vector que he emprat per a la transformacié bacteriana en el meu treball de
recerca és el plasmidi pGLO. Com tots els plasmidis, és d’estructura circular i

s’expressen diversos gens, dels quals destaquem:

e Lactamasa beta (bla): gen que codifica per a la producci6é de B-lactamasas,
un enzim que trenca I'anell B-lactamic present en les penicil-lines, cosa que

fara que els bacteris presentin resisténcia a 'ampicil-lina.

e GFP (Green Fluorescent Protein): gen provinent de la medusa Aequorea
victoria, de qué parlaré més endavant. El gen GFP proporcionara
bioluminescéncia als bacteris, les colonies presentaran color verd al ser
il-luminades amb llum UV i per tant, ens permetra comprovar que la
resisténcia a I'ampicil-lina la doéna I'adquisicid del plasmidi i no un altre

factor.

e Regulador (araC): gen que codifica per a la proteina araC que regula la
transcripcié de la GFP. A continuacié, aprofundeixo en la importancia

d’aquest gen per a la transformacio.

Cla
¥

20
“eop

TR e

FIG. 10: Esquema del plasmidi pGLO amb els principals gens
marcats a l'interior.
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1.6. Regulacié de I'expressio genética

Les cel-lules no estan constantment sintetitzant tots els tipus de proteines
sobre les quals tenen informaci6. Si fos aixi es produiria un caos en el seu
metabolisme. Per aixo existeix un sistema de regulacié: com que la quantitat de
proteines sintetitzades és directament proporcional a la quantitat de mRNA
(RNA missatger) present al citoplasma, el que regula els nivells de proteines
del medi és el RNA sintetitzat. Aquest depeéen, en les procariotes, del substrat
disponible.

En els bacteris es va descobrir el model de I'operd, que explica com s’efectua
el control de la sintesi proteica. L'operd és un segment de DNA format per un
grup de gens estructurals que estan controlats per altres gens: I'operador, el
promotor i un gen regulador. L’operador regula I'accés de 'RNA polimerasa al
promotor, on s’inicia la transcripcié. El gen regulador codifica per a proteines,
anomenades repressores, que s’'uneixen a l'operador i impedeixen la
transcripcio dels gens estructurals. Pero en funcio dels substrat present a la
cél-lula, s’inactiva la proteina repressora, l'operador queda lliure i és
desencadena la transcripcid dels gens estructurals sintetitzant la proteina

d’interes.
L ’opero lac per exemple, present a E. coli, funciona de la segiient manera:

Si hi ha lactosa al medi, aquesta s’'uneix a la proteina repressora i la inactiva.
L’operador queda lliure i desencadena la transcripcidé dels gens estructurals,
sintetitzant-se els enzims necessaris per a metabolitzar la lactosa. Quan no hi
ha lactosa al medi el repressor torna al seu estat actiu i deixen de transcriure’s

els gens estructurals.

Promotor del
genregulador

| - Gens estructurals
| Genregulador

Promotor de I'operd lac

L | o
5T Pl z
B ey
GJ. / Gen de la A‘G_ fe la 4 s
Operador . galactosidasa oris Gen de la
f3-galacto- [3- yalactésido-
permeasa fransacetilasa
FIG. 11: Opero lac.
+~—————— OPEROlac ————
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1.6.1. Oper6 arabinosa

L’operé ara d’E. coli és un sistema més complex que el descrit anteriorment de
la lactosa. En aquest cas I'opero codifica per a tres enzims que es requereixen
per catalitzar el metabolisme de I'arabinosa’: I'arabinosa isomerasa (araA), la

ribulosa quinasa (araB) i la ribulosa-5-fosfat epimerasa (araD).

L’'operé ara presenta una regié reguladora amb dos operadors (araOai) i
(ara02); una zona anomenada aral (amb els seu corresponent promotor) on
s’uneix el gen regulador araC. Finalment, un lloc d’'unié per a CAP-AMPc, una

proteina activadora necessaria per la unié del RNA polimerasa al promotor.

La proteina araC exerceix una regulacié positiva i negativa en funcié de les
condicions del medi. Sota un control positiu, els gens no s’expressen fins que
una proteina inductora, en aquest cas aral, s’uneixi a I'operador. Sota un
control negatiu, els gens s’expressen constantment fins que una proteina

repressora, en aquest cas araC, s’uneix a I'operador.

Quan no hi ha arabinosa al medi, la proteina araC s’uneix a araOzi a aral, de

tal forma que s’impedeix la transcripcié dels gens estructurals.

Quan hi ha arabinosa al medi, el complex CAP-AMPc augmenta i s’'uneix amb
'arabinosa a aral augmentant la transcripcié. A més, I'arabinosa s’uneix a araC

i canvia la seva conformacio.

% 2 Transcripcio activa
Preséncia d’arabinosa:

) = f mRNA
CAP-AMPc &

Sats) . a —

 S—— S B A D

ProteinaaraC +
arabinosa

Abséncia d’arabinosa:

|

ProteinaaraC

FIG. 12: Oper6 ara amb preséncia i abséncia d’arabinosa al medi.

! Arabinosa: és un glticid monosacarid que conté cinc atoms de carboni i un grup funcional aldehid.
Pertany al grup de les aldopentoses.
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El plasmidi pGLO que he emprat per la practica d’aquest treball conté 'operé
ara, pero modificat. Els gens estructurals propis de /'operé ara han estat
substituits pel gen responsable de la sintesi de la proteina GFP. La preséncia
d’arabinosa al medi és fonamental per a la transcripcid dels gens, és a dir,
perque els bacteris que contenen el plasmidi presentin fluorescéncia sota la
llum ultraviolada. Per aquest motiu, amb I'objectiu de que s’expressi la proteina

GFP en la transformacio6, he utilitzat un medi de cultiu amb arabinosa.

1.7. Aequorea victoria
La medusa Aequorea victoria habita a la costa oest de Nord America i en els
ultims anys la seva poblacio esta augmentant degut a la desaparicié dels seus

depredadors.

A plena llum del dia és casi invisible, pero a la foscor de les profunditats de
'ocea emet una llum verda gracies a la proteina GFP. D’aquesta manera atrau
a les preses, que queden atrapades als seus tentacles, els quals tenen

nematocists, que contenen un veri que paralitza les seves victimes.

Regne Animalia
Filum Cnidaria
Classe Hydrozoa
Ordre Hydroida
Familia Aequoreidae
Génere Aequorea
Especie A victona

FIG. 14: Classificacid cientifica Aequorea
victoria

FIG. 13: Aequorea victoria

1.8. Metabolisme bacteria

Tots els éssers vius realitzen una serie de processos que els proporcionen els
nutrients necessaris per viure. Aquest conjunt de processos se’ls coneix com
metabolisme i consisteix en un gran nombre de reaccions quimiques
cataboliques (degradaci6 de compostos per tal d’obtenir energia) i

anaboliques (reaccions de sintesi).
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Podem establir diferents tipus de metabolisme bacteria segons tres criteris
diferents:

1. Segons la font de carboni que utilitzen

e Autotrofs: sintetitzen els nutrients per créixer a partir de substancies

inorganiques senzilles. El carboni I'obtenen del COz2.

e Heterotrofs: la seva font de carboni és organica. Per exemple obtenen
el carboni a partir de la glucosa.

e Mixotrof: el carboni s’obté tant de compostos organics com de la fixacio

del dioxid de carboni.
2. Segons els donadors d’electrons

e Litotrof: utilitzen com a donadors d’electrons matéria inorganica. Per

exemple: Fe, SO, NH3, etc.

e Organotrof: utilitzen com a donadors d’electrons matéria organica. Per

exemple: lipids, proteines, etc.
3. Segons la font d’energia

e Quimiotrofs: l'energia s'obté de Il'oxidaci6 de compostos quimics
externs. Pot ser respiracié aerobica (amb preséncia d’O2) o respiracio
anaerobica (sense Oz, utilitzen altres substancies oxidants com un sulfat

0 un nitrat).
e Fototrofs: I'energia s’obté de la llum solar a través de la fotosintesi.

1.9. Relacio dels bacteris amb I’hoste

Els humans, per exemple, per viure necessitem els milions de bacteris que es
troben dins del nostre organisme. Un exemple clar son els bacteris del nostre
intesti. Aquest necessiten viure-hi, ja que fora no podrien fer-ho. Nosaltres els
alimentem i, a canvi, ells afavoreixen I'absorci®é de nutrients convertint en
aprofitables alguns residus de la dieta que no podem digerir; ens aporten

vitamina K i regulen part de les nostres defenses.

18



La composicio de la flora bacteriana, sobretot en els primers mesos de vida, és
clau per al desenvolupament del sistema immunitari. EIs nens amb flores
bacterianes més riques i variades presenten un menor desenvolupament de

malalties i al-lergies.

Per tant, alguns bacteris que ens parasiten ens aporten beneficis, com en els
casos explicats anteriorment. Aquesta relaci6 d’ajuda mutua s’anomena
simbiosi. Per altra banda, la majoria dels bacteris de la nostra microbiota sén
comensals, és a dir, comparteixen el nostre menjar sense causar cap mal ni
benefici. La preséncia d’'una microbiota equilibrada protegeix a I'individu de la
invasié de bacteris patogens, que son aquells que parasiten I’hoste causant-li

mal i poden provocar malalties infeccioses.

Aquest treball es centra en la relacio entre els antibiotics i els bacteris causants
de malalties. Per0 hem de tenir sempre en compte que quan prenem un
antibiotic per eliminar als bacteris patogens, alhora matem bacteris inofensius

gue ens protegeixen de les infeccions.

1.10. Escherichia coli

Durant I'experimentacio del treball de recerca he emprat el bacteri Escherichia
coli. Aquest és un bacteri gramnegatiu habitual a l'intesti dels mamifers que pot
ser patogen i provocar infeccions intestinals, pero la majoria de les soques son
inofensives. Es el principal bacteri aerobic facultatiu del sistema digestiu, és a
dir, pot créixer en medis amb preséncia i abséncia d’oxigen. Si E. coli no és

patogen, actua com a comensal formant part de la flora intestinal.

Domini Eubacteria

Filum Proteobacteria

Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Génere Escherichia

Especie Escherichia coli

FIG. 15: Escherichia coli.

FIG. 16: Classificacio cientifica E. coli.
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1.11. Metodes de cultiu
Un medi de cultiu és una solucio, una suspensioé aquosa o un gel amb una série
de compostos quimics i requeriments nutritius que proporcionaran les

condicions adequades perqué es reprodueixin els microorganismes.

Segons la seva composicié quimica parlem de medis definits (presenten una
composicid perfectament establerta) i medis complexos (la seva composicio

és variable).

Tant si es tracta d’'un medi definit o complex, parlem de medis liquids, els seus
ingredients es dissolen en aigua; medis solids, formats per un agent
solidificant, la majoria dels casos per agar-agar (gelatina vegetal); i medis

fluits, que son medis semi solids.

En aquest treball he utilitzat un medi de cultiu solid format per agar-agar com a
agent solidificant.

Existeixen tres medis de cultiu adequats per a l'aillament i la identificacio de

microorganismes:

e Medi d’enriquiment: és un medi liquid que afavoreix el creixement d’'uns

bacteris sense impedir el creixement d’'uns altres.

e Medis selectius: és un medi format per compostos que impedeixen el
creixement de determinades especies de bacteris i afavoreixen el

creixement d’'unes altres.
e Medis diferencials: permeten diferenciar entre genere i especie.

Tots els medis de cultiu, un cop preparats, s'han de sotmetre a un control
d'esterilitat. S'incuben a 30°C durant 24-48 hores i, si el medi és esteril. no hi ha
d'haver creixement.

També és essencial I'esterilitzacié del material de laboratori abans i durant la

realitzacio del treball.
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1.11.1. Creixement bacteria en un medi de cultiu

En el creixement bacteria podem diferenciar quatre fases:

Fase estacionaria

Fase
exponencial

Fase de mort

Log del niimero de bacteris

Fase lag

FIG. 17: Corba de creixement bacteria. Temps

e Fase lag: és la fase d’adaptacio. El bacteri es prepara per fer us dels
nutrients que li aporta el medi. Augmenta la massa cel-lular pero no el

nombre.

e Fase exponencial: la velocitat de creixement és maxima. Els bacteris

consumeixen els nutrients que els proporciona el medi.

e Fase estacionaria: el nombre de bacteris no augmenta per falta de

nutrients en el medi o perque durant el creixement exponencial els bacteris

han alliberat toxines que ho impedeixen.

e Fase de mort: és redueix el nombre de bacteris.

2. Els antibiotics

2.1. Que son?

Els antibiotics sén substancies naturals (produides per organismes) que
directament destrueixen o maten els bacteris (efecte bactericida) o inhibeixen
el creixement bacteria (efecte bacteriostatic) donant I'oportunitat al sistema

immunitari de destruir els germens que queden.

Molts antibidtics comercials s’alteren quimicament per a millorar la seva

poténcia o ampliar el nombre d’espécies a qué afecten.
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2.2. Mecanismes d’accio

Els antibiotics deuen la seva toxicitat selectiva a les diferéncies entre les

cel-lules eucariotes i procariotes. Intenten incidir en les funcions vitals dels

bacteris. Algunes de les vies d’acciéo més utilitzades sén:

Bloqueig de la sintesi de la paret cel-lular

Com ja he dit abans, la paret dels bacteris esta formada per peptidoglicans.
A causa del creixement constant dels bacteris, aquests estan continuament
sintetitzant nous peptidoglicans i transportant-los al lloc adequat de la paret
bacteriana.

Hi ha antibiotics que s’encarreguen d’interrompre aquest procés atacant els
enzims implicats i impedint que la paret cel-lular es formi correctament i
sigui osmoticament fragil. Per tant, ja que els bacteris tenen una pressio
osmotica interna molt alta, és produeix la lisi cel-lular. Aquest efecte el
produeixen les penicil-lines i cefalosporines, que son considerats antibiotics

bactericides.

Inhibicié de la sintesi de proteines

La sintesi de proteines es dona als ribosomes del bacteri, formats per dues

subunitats: una de 50S i una de 30S.

&b

Subunitat 508

Ribosoma 708

O FIG. 18: Subunitats

Subunitat 30S dels ribosomes.

Alguns antibiotics, com els aminoglicosids, es fixen irreversiblement a la
subunitat 30S i interfereixen en la fixacid de 'RNA de transferéncia (tRNA),
que s’encarrega de transportar els aminoacids al ribosoma per la sintesi de
proteines. També actuen contra 'RNA missatger (mMRNA), que és la cadena

d’RNA, transcrita a partir de DNA, que porta la informacio fins al ribosoma.
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Per tant, es produeix una lectura erronia del missatge genétic i la sintesi de

proteines no funcionals.

Hi ha altres antibiotics, com el cloramfenicol, que s’uneixen a la subunitat de
50S i bloquegen l'activitat de I'enzim peptidil transferasa, encarregat de la

formacié dels enllagos peptidics entre els aminoacids.

Els antibidtics que inhibeixen la sintesi de proteines son d’efecte

bacteriostatic, ja que impedeixen el creixement i la reproduccio6 del bacteri.

Alteracid sobre la membrana plasmatica

La membrana plasmatica és una estructura vital per a la supervivéncia del
bacteri. Constitueix una barrera de permeabilitat i s’encarrega de regular el
pas de substancies de la cel-lula. Els antibiotics acostumen a formar porus
sobre la membrana del bacteri de manera que s’interromp el transport de
substancies. Com a consequéncia, els ions i les macromolécules s’escapen,

el bacteri no obté I'energia necessaria i mor.

Aquest efecte és produit per l'accié d’antibidtics bactericides com la
polimixina. L’inconvenient d’aquests antibidtics és que, a causa de la
presencia de membrana tant en cél-lules eucariotes com procariotes, molts

son toxics per als humans.

Blogueig de la sintesi dels acids nucleics

La sintesi de molécules de DNA i RNA consisteix en una serie de reaccions
catalitzades per enzims. Si s’inhibeix un punt de la sequéncia,
automaticament queda bloquejada la reaccié. Hi ha antibiotics, com les
sulfamides, que interfereixen en la sintesi d’acids nucleics. Especialment ho
fan bloquejant la sintesi dels seus components, impedint la replicacié o

aturant la transcripcié. Aquests antibiotics son d’efecte bacteriostatic.
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e Inhibidors del metabolisme bacteria

Alguns antibiotics actuen en la sintesi de I'acid tetrahidrofolic, imprescindible
per a la supervivéncia dels bacteris. Aquest és sintetitzat a partir d’acid folic
i de I'enzim dihidrofolat reductasa. L’acid tetrahidrofolic és necessari per a la
formacié6 d’aminoacids, de purines i pirimidines necessaries per a la
replicacié del DNA. Per tant, aquests antibiotics impedeixen el creixement i

la replicacié bacteriana (efecte bacteriostatic).

Sinteside la

paret cel-lular DNA girasa

RNA Polimerasa

Subunitat 508

Metabolisme
de I'acid folic /

Estructuradela

Subunitat 305

membrana

FIG. 19: Zones d’acci6 dels antibidtics.

2.3. Families d’antibiotics

Els antibiotics poden classificar-se segons la forma amb que produeixen la mort
o inhibici6 bacteriana en: antibiotics temps-dependent o concentracio-

dependent.

En el cas dels temps-dependent, el seu éxit terapeutic es basa en el temps
d’accié; a diferéncia dels concentracido-dependent que es basa en la

concentracio subministrada.
Dins dels antibiotics que depenen del temps trobem dos subgrups:

e Beta lactamics: soOn antibiotics naturals o semi sintetics que es

caracteritzen per posseir un anell beta lactamic. Actuen inhibint I'Gltima
etapa de la sintesi de la paret bacteriana. Constitueix la familia d’antibiotics
més utilitzada en la practica clinica, pero I'aparicié constant de resistencies

adquirides ha limitat el seu Us.
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Els classifiqguem en quatre grups: penicil-lines, amb efecte antimicrobia en
cocs i bacils; cefalosporines, inactives davant d’enterococs i estafilococs;
monobactamics, manca d’activitat sobre grampositius i bacteris

anaerobics; i carbapenems, sbn els beta lactamics amb el major espectre

d’activitat.
Anell beta lactamic
I
R—=C—NH S
o T\/ CH;
I 4
v N CH,
\ /
S~ COOH
S FIG. 20: Estructura molecular
penicil-lina

de la penicil-lina.

Macrolids: sén antibiotics semi sintetics. Inhibeixen la sintesi proteica del
bacteri adherint-se a la subunitat 50S dels ribosomes. L’aparicio de
resisténcies bacterianes a aquest tipus d’antibiotic és de facil transmissié a

traves dels plasmidis.

Dins dels antibiotics que depenen de la concentracio trobem tres subgrups:

Glicopéptids: actuen sobre la paret bacteriana. Avui dia s'utilitzen la

vancomicina i la teicoplanina. Els glicopéptids, a més d’inhibir la paret
cel-lular, alteren la permeabilitat de la membrana i la sintesi del RNA. Els
seus multiples mecanismes d’accié fan que sigui un grup d’antibiotics amb

un nivell baix de resisténcia bacteriana.

Aminoglicosids: actuen sobre la subunitat 30S dels ribosomes, de forma

gue interfereixen en la lectura correcte del codi genétic. Aquesta accio
impedeix la sintesi de proteines del bacteri i, per tant, hauria de ser d’efecte
bacteriostatic; pero el seu efecte és bactericida, és a dir, mata directament
al bacteri enlloc d’inhibir el seu creixement. Es desconeixen els factors que
donen aqguesta capacitat bactericida als aminoglicosids, perdo una de les
hipotesis és que presenta un prolongat efecte post antibiotic que podria

acabar matant als bacteris.
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Un exemple d’aminoglicosid és I'estreptomicina, que actualment ajuda a

combatre infeccions com la tuberculosi.

e Quinolones: sén un grup d’antibidtics d’ampli espectre. La major part de les
quinolones utilitzades a la clinica son les fluoroquinolones, que es
caracteritzen per tenir un grup fluorur. Actuen inhibint el DNA girasa, enzim
qgue catalitza el superenrotllament del DNA cromosomic. A concentracions

altes les quinolones també poden impedir la sintesi del RNA.

Ilq R
N R
HO
F
0 o R

FIG. 21: Estructura molecular de
les fluoroquinolones.

El segiient grafic® mostra la distribucié diaria de I'Gs d’antibiotics per cada 1000
habitants als diferents paisos d’Europa I'any 2006. Es pot observar que les
penicil-lines sén les més emprades en general i que Grecia és el pais que fa un

consum més elevat d’antibiotics.

M Other antibacterials (J01X)

O Aminoglycosides (J0O1G)

B Amphenicols (JO1B)

OTMP and sulphamides (JO1E)
O Quinolones (JO1M)

B MLS (JO1F)

B Tetracyclines (JO1A)

B Cephalosporins (J01D)

B Penicillins (J01C)

35

30

25

20

DDD/ 1000 inabitants / day

Netherlands

Greece T 1
Czech Republic

t = Total use; ¥ = 2005 use;
FIG. 22: Us d’antibidtics a Europa I'any 2006. Espanya apareix remarcada de color vermell.

2 EARSS. (18 de novembre de 2008). European Antimicrobial Resistance Surveillance System .
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2.4. Descobriment i evoluci6 dels antibiotics

Junt amb les mesures d’higiene i salut, els antibiotics suposen un punt d’inflexid

en la mortalitat del segle XX.

L’any 1928 el metge i bacterioleg Alexander i
Fleming va observar un cultiu de
Staphylococcus aureus on havia crescut el fong
Penicillium notatum i va veure que al voltant
d’aquest no hi havia creixement bacteria. A

partir d’aquesta observacié es va dedicar a

estudiar el compost que alliberava la floridura, al

FIG. 23: Alexander Fleming.

gue va anomenar penicil-lina.

Durant la Segona Guerra Mundial es va veure la necessitat de millorar els
tractaments antibacterians i, per aix0o, es van comengar a aillar penicil-lina.

L’any 1940 va ser utilitzada per primer cop en humans.

Cap al 1950, lI'us d’antibidtics havia reduit la gravetat d’infeccions com la

tuberculosi i la pneumonia, que fins aleshores eren mortals.

Abans dels antibiotics, el 90% dels nens que es contagiaven de meningitis
bacteriana morien. Entre els nens que sobrevivien, la majoria tenien
discapacitats greus com sordesa o trastorns mentals. Un estudi de la OMS diu
gue entre els anys 1996-2006 va haver-hi 2.731 casos de meningitis bacteriana
a Europa i els Estats Units, 13 dels quals van morir. Una taxa de mortalitat, per
tant, del 0,47%.

L’us d’aquests farmacs ha marcat un abans i un després en la historia de la
humanitat, s’ha reduit la gravetat d’'infeccions i han permés que la realitzacio
d’intervencions quirurgiques, que fins la meitat del segle XX tenien un elevat

percentatge de mortalitat, tinguin un minim risc d’infeccions.

Tot i aix0, el mal us que hem fet dels antibiotics ha portat al desenvolupament
de resistencies bacterianes, tal i com s’explica en els seguient apartat d’aquest
treball. Quan parlem d’efectuar un us incorrecte dels antibiotics ens referim a
I’is generalitzat d’antibiotics per professionals de la salut i ramaders; pero
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també al fet de prendre antibiotics sense prescripcié medica, exigir al metge la
prescripcié d’antibiotics, comprar antibidtics a la farmacia sense recepta o

prendre la dosis inadequada o de forma irregular, sense finalitzar el tractament.

“‘Aquest problema és tan greu, que posa en perill els éxits de la medicina
moderna. Una era post antibiotics en que infeccions comunes i lesions menors

puguin matar és una possibilitat molt real al segle XXI”, alerta la OMS?,

3. Resistéencia dels bacteris als antibiotics

3.1. Que és laresisténcia als antibiotics?

La resisténcia bacteriana és la capacitat d’'un bacteri a resistir I'accid d’un

antibiotic. Hi ha dos tipus de resisténcies:

e Laresistéencia natural: és una caracteristica constant en les soques d’una

mateixa especie bacteriana, és a dir, determinada genéticament.

e La resistencia adquirida: és la capacitat d’'un microorganisme a resistir a
un antibiotic al que anteriorment era sensible. Llavors, els tractaments
habituals es tornen ineficacos, les infeccions persisteixen i es poden

transmetre a altres persones.

L’Us inadequat dels antibiotics crea condicions favorables a I'aparicio i
propagacio de bacteris resistents. Una altre factor que ha portat al
desenvolupament de soques resistents és la pressié selectiva, és a dir, des
de l'aparicio dels antibidtics els humans els hem pres i administrat a altres
animals i, com a consequéncia, nomeés han sobreviscut els bacteris més aptes,
aquells que eren resistents a l'antibidtic i que sén els que s’han reproduit.
D’aquesta manera han mort les soques sensibles i han sobreviscut les

resistents.

> WHo. (s.f.). Antimicrobial resistance: global report on surveillance 2014.
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3.2. Mecanismes de resisténcia

Des del punt de vista molecular i bioquimic existeixen tres mecanismes, que es

poden donar alhora, pels quals un bacteri és resistent a un antibiotic:

Inactivacio de I'antibiotic

Aquest procés es dona mitjangant la produccié d’enzims amb la funcio
d’alterar I'antibiotic i desactivar-lo, ja sigui destruint-lo (hidrolisi) o modificant

la seva estructura quimica.

Antibiotic

Antibioticinactiu ,o
L o]

o o]

FIG. 24: Mecanisme

Paret o~ g g Membrana ) . ., , sy
Plasmidi  Peptidoglicans d’inactivacio de I'antibiotic.

bacteriana citoplasmatica

Un exemple son els estafilococs, ja que molts contenen B-lactamasas, un
enzim que trenca l'anell B-lactamic present en les penicil-lines. Aquest, tal i
com he explicat anteriorment, és el mecanisme de resistencia que

presentara E. coli després de la transformacio bacteriana que és realitzara.

En la major part dels casos aguest mecanisme el causa un plasmidi R, és a

dir, un plasmidi de resisténcia.

Alteracio del lloc blanc de ’antibiotic

Aquest mecanisme consisteix en modificar el lloc d’accié de I'antibiodtic.
Existeixen diverses estratégies per aconseguir-ho, des de la modificacio
d’alguna part de I'anatomia cel-lular, fins a 'adquisicié d’'un gen que codifiqui

per la creacié d’un substitut del blanc original.
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Un dels llocs d’accié dels antibidtics sén els ribosomes, per aixo, €s una de
les estructures bacterianes que els bacteris modifiquen com a mecanisme
de resisténcia. Per exemple: la metilacié de ’'RNA ribosomal de la subunitat
50S, és a dir, I'aparicio de CH3 (metil) a 'RNA del ribosoma. Aquest canvi
en el ribosoma produeix resisténcia als bacteris S.aureus i S.epidermidis
contra antibiotics com el cloramfenicol i les tetraciclines. També pot haver

modificacié en la subunitat 30S del ribosoma.

Altres zones que poden adoptar una altra estructura son la paret bacteriana

i la membrana plasmatica, que també son zones d’accié dels antibiodtics.

Ribosoma
normal

Q— Antibidtic

Ribosoma
alterat

FIG. 25: Mecanisme d’alteracié del blanc.

Alteracions de permeabilitat

Aquest mecanisme es deu a canvis que es poden efectuar en els receptors
bacterians especifics pels antimicrobians a causa d’'una alteracio dels
components de la membrana o de la paret cel-lular. Aixo influeix en la
permeabilitat i en la capacitat de transport actiu de substancies a través de
la membrana. Podem distingir dos tipus: alteracio a la membrana plasmatica

externa i en I’entrada i sortida d'antibidtics.
a) Alteraci6 ala membrana plasmatica externa

Especialment esdevé en bacteris gramnegatius, ja que la membrana
esta formada principalment per lipids. La presencia de la bicapa

lipidica produeix la impermeabilitat a les substancies hidrofiles, ja que
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els lipids situats a la part exterior sén de caracter hidrofil o polar i es
produeix repulsid. Les substancies hidrofiles passen a través d’unes
proteines de membrana, anomenades porines. Aquestes proteines
formen canals plens d’aigua a la membrana externa que regulen
I'entrada d’algunes substancies, entre elles els antibiotics. Els canvis

en la seva conformaci6 poden impedir el seu acceés dins el bacteri.

w @ @
Porina Antibioti
. alterada . ./ e

FIG. 26: Alteracié de la membrana plasmatica externa.

b) Alteracié en I’entrada i sortida d’antibiotics

A les membranes plasmatiques es troben les anomenades bombes
d’efluxid, que expulsen els antibiotics. Aquest procés consisteix en
agafar I'antibidtic quan es troba a I'espai periplasmic, que com he dit
anteriorment, és I'’espai entre les dues capes de la membrana dels
bacteris gramnegatius. A continuacié I'antibidtic és expulsat a
I’exterior i s’evita que arribi al seu lloc d’accid.
@ Antibiotic
@

Porina

Membrana

FIG.27: Bomba d’efluxio.
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Els tres mecanismes de resisténcia descrits anteriorment els poden obtenir els
bacteris a partir de diferents processos. Molts hereten els gens dels seus
predecessors. Altres els obtenen a partir de mutacions genétiques, molt
freqUents en bacteris, que produiran de forma espontania un gen de resisténcia
o en perfeccionaran un d’existent. Un procés també molt comu és rebre els
gens de resisténcia d’'altres bacteris veins, amb els mecanismes de
parasexualitat bacteriana, explicats a I'apartat de la reproduccié bacteriana.
Amb aquests processos el més comu és integrar el gen de resisténcia en el
plasmidi o en el cromosoma bacteria. Molt sovint un bacteri transfereix les
seves caracteristiques de resisténcia a altres bacteris mitjancant la donacié

d’un plasmidi.

Els antibiotics poden seleccionar soques resistents a ells mateixos, és a dir,

poden estimular la supervivéncia i propagacio dels bacteris.

Quan un antibiotic ataca a un grup de bacteris, destrueix els que sén molt
sensibles. Perd els que presentaven resisténcia des del principi o que 'han
desenvolupat més tard, poden sobreviure, especialment si s’administren
quantitats insuficients d’antibidtic. D’aquesta manera, a I'estimular el creixement

de patogens resistents, un antibiotic pot contribuir a la seva propia destruccio.

L’augment de la resisténcia en patdgens no és I'Unica activitat negativa dels
antibiotics. Quan un medicament ataca els bacteris que produeixen la malaltia,
també afecta els bacteris benignes, que habiten en simbiosi a I'organisme.
S’eliminen bacteris sensibles inofensius, la preséncia dels quals podria haver
limitat 'expansid dels patdgens, i alhora s’estimula el creixement de bacteris

resistents.*

* B. Levy, S. (Mayo de 1998). La resistencia contra los antibicticos. Investigacion y ciencia (260), pags. 14-
21.
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3.3. Agents antibacterians: una nova amenaca

Actualment no només fem un Us excessiu dels antibiotics, sin6 que també
abusem d’altres agents antibacterians, compostos que inhibeixen el creixement
o la reproducci6 dels bacteris perd que no es poden emprar com a
medicaments perque resulten massa toxics pel nostre organisme. Per exemple,
el triclocarboni, triclosano, clorur de benzalconi i altres compostos d’amoni

guaternari.

La majoria dels antibacterians s’empraven en els hospitals per a desinfectar
gases o altres materials, pero ara es poden trobar com additius en la fabricacio
de sabd, detergents i fins i tot per joguines o estris de cuina.

Els gens de resisténcia als antibacterians també sén transportats, en gran part
dels casos, per plasmidis que, com ja he explicat anteriorment, porten gens de
resisténcia a antibiotics. Per tant, fer un abus d’aquests compostos estimula la

propagacio de resistencies dobles: contra antibacterians i contra antibiotics.

Una alternativa a la utilitzacié d’aquests agents per a la neteja son els
detergents sense productes antibacterians, ja que també estan capacitats per
reduir el nombre de bacteris potencialment perillosos. Per altra banda
productes com el lleixiu, I'alcohol o 'amoniac, eliminen els bacteris pero son de
rapida evaporacio i, per aixo, no deixen residus que perduren i no fan pressio

selectiva.

3.4. Malalties resistents

Cada nova década ha portat un augment de la freqiencia de bacteris que
planten cara no només a un sind a diferents antibiotics i el control dels quals
resulta extremadament complicat. Per tant, ens situem davant de dos grans
problemes: una resistencia emergent als antibiotics i una manca de nous
farmacs per al tractament d’infeccions causades per bacteris resistents a

multiples antibacterians.

Avui dia, destaca especialment Mycobacterium tuberculosis (causant de la
tuberculosi), que ha incrementat el seu index de mortalitat després d’haver

entrat en retrocés en els paisos desenvolupats.
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La tuberculosis (TB) segueix essent un problema mundial que en l'actualitat
afecta a uns nou milions de persones. En els ultims anys s’ha multiplicat el

namero de casos de TB causats per soques resistents als antibiotics.

L’any 2012, entre els casos de tuberculosis pulmonar hi va haver 450.000
casos causats per soques multi resistents, és a dir, s6n les que presenten
resisténcia com a minim a dos farmacs, la isoniazida i la rifampicina, que son

els més efectius per tractar la malaltia.

En alguns paisos s’ha desenvolupat una forma encara més resistent
anomenada tuberculosis ultra resistent, que respon a un nombre encara més
baix de farmacs. Actualment ja s’han notificat casos en noranta dos paisos del

mon.

El segiient grafic® mostra I'evolucié de les resisténcies als carbapenems en
soques Klebsella pneumoniae, causant d'infeccions del tracte urinari,
pneumonies, sépsia, infeccions de teixits tous, i infeccions de ferida quirurgica,
aillades a divuit paisos d’Europa (140 laboratoris) entre el 2005 i 2010. El
percentatge de resisténcies ha incrementat del 8% al 16%, és a dir, s’ha

duplicat en cinc anys.

20

Percentage

2005 2006 2007 2008 2009 2010

FIG.28: Evolucié de les resisténcies als carbapenems
en aillaments en sang de K. Pneumoniae.

> EARSS. (2005-2010). European Antimicrobial Resistance Surveillance System.
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La OMS alerta: “un alt percentatge d’infeccions hospitalaries es deu a bacteris
molt resistents entre ells Staphylococcus aureus resistent a la meticil-lina”, un
bacteri capa¢ de generar una llarga llista de malalties, com pneumonia,
meningitis o infeccions cutanies. Al mapa (FIG.29) observem que la taxa de
resisténcia de S.aureus a Espanya es troba entre 10-25%. Pero paisos propers
com lItalia és troben en un 25-50% o Portugal, que supera el 50%.
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FIG.29: Resistéencia a la meticil-lina en aillaments en sang
de S.aureus. (EARSS, 2012).

3.5. El perill de les granges

En l'actualitat, s’empren més antibidtics en la industria alimentaria que en la
farmaceutica (FIG.30). Les granges d’explotacié intensiva tendeixen a utilitzar

una alta quantitat d’antimicrobians que exerceixen una gran pressio selectiva
sobre els bacteris.

Com a consequencia han aparegut dos problemes: en primer lloc, els bacteris
gue desenvolupen una mutacié que els fa resistents poden ser patogens, i Si
ens exposem a ells a través de la cadena alimentaria, ens poden provocar
malalties per a les quals no serveixen els antibiotics. En segon lloc, els bacteris
poden transferir gens de resistencia a altres bacteris proxims, entre ells els que
provoquen malalties als humans.
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Durant els ultims anys s’han aillat soques E. coli resistents en granges de porcs
i pollastres que transporten plasmidis multi resistents, és a dir, que

proporcionen la facultat de sobreviure davant de diferents antibiotics.

Ventes
(milions
de lliures)

Antibiotics emprats pel
tractament huma

FIG.30: Milions de lliures invertides en antibiotics per a granges
dels EUA entre el 2001 i el 2011.

3.6. Que cal fer per prevenir?

Les amenaces per a la salut que planteja la resisténcia als antimicrobians s’han

d’abordar amb urgéncia, de forma coordinada i des de diferents vessants.

Una de les principals causes de I'aparicié de resisténcies és el mal us que fem
dels antibiotics. Per tant, el primer pas de prevencié és prendre’n només quan
ens els hagi prescrit el metge. A més, s’ha de prendre I'antibidtic durant el
temps establert i no deixar de fer-ho encara que ens sentim millor amb les

primeres dosis.

Per altra banda, metges i farmaceéutics han de subministrar els antibiotics
nomeés quan sigui realment necessari i dur a terme un gran control i prevencié

de les infeccions.

Finalment, un factor fonamental és la conscienciacié social a través de la
premsa i la televisio. S’ha de regular i fomentar I'Us apropiat dels medicaments i
promoure la investigacio i el desenvolupament de nous tractaments. En cas
contrari, correm el perill d’entrar en una era post antibiotics que pot acabar amb

la medicina moderna tal i com la coneixem.
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3.7. Antibiograma

Una part essencial per iniciar la part practica del meu treball de recerca ha

consistit en la realitzacié d’un antibiograma.

Entenem per antibiograma I'estudi in vitro de la sensibilitat dels bacteris als
antibiotics. Aquest meétode ens proporciona informacié sobre el grau de
sensibilitat d’'una soca bacteriana i sobre quin antibidtic és més eficient per

combatre-la.

S'utilitza en el camp de la medicina per comprovar quin antibiotic és I'adequat

per a un pacient.

En el meu cas m’ha permés saber si E. coli, bacteri amb el qual he treballat, és

sensible o resistent als antibiotics subministrats.

3.7.1. Antibiotics per I’antibiograma

Per I'antibiograma he emprat quatre tipus d’antibidtics:

e Ampicil-lina: €s un antibiotic beta lactamic i per tant, inhibeix la sintesi de la

paret cel-lular. Deriva del grup de les penicil-lines.

e Amoxicil-lina: és un antibiotic semi sintetic derivat de les penicil-lines. Té

un ampli espectre d'activitat, pero no és estable davant les B-lactamasas.

e Amoxicil-lina/ Acid Clavulanic: si 'amoxicil-lina conté acid clavulanic és
torna estable davant les B-lactamasas, ja que aquest actua com a inhibidor

enzimatic.

e Eritromicina: és un antibidtic macrolid. Sovint s'utilitza en persones

al-lergiques a les penicil-lines.
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PART PRACTICA

1. Objectiu de la investigacio

Els bacteris poden tornar-se resistents només per estar sotmesos a una
concentracio d’antibiotic a la qual no moren, o és necessari que hi intervinguin

fendomens de parasexualitat bacteriana o una mutacio?

Concretament, el bacteri Escherichia coli, es tornara resistent a
I’ampicil-lina® tant si esta sotmeés a una concentracié d’aquest antibiotic a

la qual no mor com si li introduim un plasmidi de resisténcia?

2. Hipotesi
Potser no es tornara resistent a I'ampicil-lina pel fet d’estar sotmés a
aquest antibiotic pero si que s’hi tornara si li introduim un plasmidi de

resistencia.

La teoria Lamarckiana proposa que si un individu canvia de medi, aniran
canviant les seves facultats fins a adaptar-se completament al nou habitat. Per
tant, seguint la idea Lamarckiana el bacteri E. coli també es tornara resistent
en un medi amb ampicil-lina, s’adaptara i si augmentem la concentracié no

morira.

Perd la teoria de I'evolucié actual, el Neodarwinisme, defensa que els individus
d’'una mateixa espécie presenten variabilitat, a causa de les mutacions i la
recombinacié genetica durant la meiosi, i que el medi selecciona els més aptes.
Per tant, si cultivem E. coli a una concentracié molt baixa a la qual no morin,
no es tornaran resistents i a 'augmentar la concentracid, moriran per seleccio
natural. Per0 si afegim un gen de resisténcia a I'ampicil-lina, provocarem un
canvi en el seu DNA i, com a consequéncia, seran més aptes en un medi amb

antibiotic i sobreviuran.

6 e . . . , .
Amb 'antibiograma realitzat s’ha observat, tal i com s’explica més endavant, que la soca d’E. coli
emprada és sensible a I'ampicil-lina.
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. Material

16 plaques de Petri esterils de 60 mm. e Cronometre.

3 tubs d’Eppendorf de 2 ml. e Boligraf de llum UV.
Nanses de sembra esterilitzades. e TermoOmetre.

2 gradetes d’espuma pels tubs. e Microones.

Pipetes estérils d’1 ml. e Retoladors permanents.
Olla per a 'aigua calenta. e Estufa de cultiu.

Vas de precipitats d’1 L. e Recipient de vidre pel gel.

Vas de precipitats de 250 ml.
20 ug de plasmidi pGLO liofilitzat.
Soca de bacteris E. coli.

10 ml caldo nutritiu LB. Composici6: 10 g triptona, 5 g extracte de llevat, 10
g NaCl, 1000 ml d’aigua destil-lada. El pH esta ajustat a 7.2.

2 vials de 30 mg d’ampicil-lina liofilitzada.

600 mg d’arabinosa liofilitzada.

20 g d’agar LB.

15 ml de solucié de transformacié (CaCl2 50 Mm, pH 6.1).
250 ml d’aigua destil-lada.

Glacons de gel.

Amoxicil-lina (750 mg).

Amoxicil-lina/Acid Clavulanic (500 mg/125 mg).

Eritromicina (500 mg).
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4. Procediment

Per comprovar la meva hipotesi, he realitzat tres experiments:

Primer, un antibiograma per comprovar si la soca de bacteris E. coli és sensible
a diferents antibidtics, entre ells 'ampicil-lina, que és l'antibiotic al qual es

pretén tornar resistent.

Segon, he cultivat els bacteris sensibles en un medi amb una concentracié molt
baixa d’ampicil-lina i els que han sobreviscut els he tornat a cultivar en un medi
amb una concentracio per sobre de la minima inhibitoria, per tal de comprovar
si s’havien tornat resistents. Es a dir, I'exposicié a I'antibidtic provocaria la

resistencia (lamarckisme).

Finalment, he realitzat una transformacié bacteriana. He introduit dins dels
bacteris sensibles el plasmidi pGLO, que com he dit anteriorment, conté un gen
de resistencia a I'ampicil-lina. Amb aix0, he volgut estudiar si I'adquisicio de la

resisténcia és independent de la preséncia d’antibiotic al medi (neodarwinisme).

El treball realitzat al laboratori esta explicat pas a pas i per orde cronologic a

I'annex 1.

5. Resultats i discussio dels resultats

Tot seguit exposo els resultats obtinguts a cada experiment.

5.1. Experiment 1: antibiograma

En primer lloc estudiem les dos plaques LB control (sense antibiotic):

FIG.31: Placa LB 1 control
antibiograma.
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Observem que les colonies sén rodones i de color crema, és a dir, presenten
les caracteristiques propies d’E. coli i per tant les plaques no estan
contaminades.

En segon lloc observem les plaques LB antibiograma (amb antibiotic):

FIG.34: Placa LB amoxicil-lina+ acid clavulanic FIG.35: Placa LB eritromicina antibiograma.
antibiograma.
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A continuacio, anotem els resultats obtinguts en la taula segient:

Bacteri Antibiotic D|ame:tre.d_e .I’halo Estangla_r_d de Resultat
d’inhibicio sensibilitat
E. coli | Ampicil-lina 31 mm 217 mm Sensible
E. coli Amoxicil-lina 25 mm =215 mm Sensible
E. coli | Amoxicil-lina + acid | 30 mm 218 mm Sensible
clavulanic
E. coli Eritromicina 0 mm =221 mm Resistent

Tot i que la soca d’E. coli estudiada és sensible a I'ampicil-lina, I'amoxicil-lina i
'amoxicil-lina + acid clavulanic, per I'experiment s’utilitzara I'ampicil-lina ja que
el plasmidi emprat en I'experiment 3 conté el gen de resisténcia a aquest

antibiotic.

5.2. Experiment 2: lamarckisme

A continuacié analitzem les plaques LB amb ampicil-lina a les concentracions
de 4, 81 16 pug/ml i les sembres posteriors a concentracions elevades.

Observem que en els casos de les plaques de 4, 8 i 16 ug/ml, tal i com
esperavem, hi ha creixement bacteria ja que les concentracions d’ampicil-lina

emprades estan per sota de la concentracié minima inhibitoria.

FIG.36: Placa LB/Amp 4 pg/ml.

FIG.37: Placa LB/Amp amb la sembra dels
bacteris de la placa LB/Amp 4 pg/ml.
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FIG.38: Placa LB/Amp 8 pg/ml. FIG.39: Placa LB/Amp amb la sembra dels
bacteris de la placa LB/Amp 8 pg/ml.

FIG.40: Placa LB/Amp 16 pg/ml. FIG.41: Placa LB/Amp amb la sembra dels
bacteris de la placa LB/Amp 16 pg/ml.

Finalment, observem que si sembrem els bacteris de les plagues amb
concentracions baixes d’ampicil-lina en plaques a una concentracié per sobre
de la minima inhibitdria moren. Per tant, no s’han tornat resistents per estar

sotmesos a concentracions baixes de I'antibiotic.
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5.3. Experiment 3: transformacié bacteriana

Finalment observem els resultats obtinguts en la transformacio bacteriana.

Comparem les plaques LB/Amp/Ara +pGLO (amb preséncia del plasmidi) i les

plaques LB/Amp/Ara —pGLO (sense plasmidi):

FIG.42: placa LB/Amp/Ara +pGLO. FIG.43: placa LB/Amp/Ara -pGLO.

Observem que a la placa de Petri amb ampicil-lina que contenia el plasmidi
(FIG.42) han crescut colonies, per tant, sén bacteris resistents a aquest
antibiotic. No han crescut a les plaques en qué no hi ha hagut transformacio
(FIG.43), és a dir, on no s’ha afegit el plasmidi, per tant, els bacteris continuen

essent sensibles a I'ampicil-lina.

A continuacié comprovem si la resisténcia ’han adoptat a causa del plasmidi:

FIG.44: placa LB/Amp/Ara +pGLO
sota llum UV.
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Contemplem que sota la llum UV les colonies presenten bioluminescéncia.
Com he dit anteriorment, el plasmidi contenia, entre d’altres, els gens de la
Lactamasa beta, que codifica per a la produccié de B-lactamasas i el de la

GFP, que fara que els bacteris siguin verd fluorescent.

Per tant, les soques que han sobreviscut en un medi amb ampicil-lina son les
gue han adquirit el plasmidi. Aixi doncs, presenten fluorescencia sota la llum

UV i produeixen B-lactamasas, que els fa resistents a I'ampicil-lina.

Finalment, he tornat a sembrar les colonies resistents en una nova placa amb

ampicil-lina:

FIG.45: ressembra placa
LB/Amp/Ara +pGLO sota llum UV.

Observem que les colonies filles segueixen presentant el plasmidi, és a dir,

també son resistents a I'ampicil-lina.

6. Conclusions

Un cop realitzats els experiments i analitzats els resultats podem acceptar la

hipotesi plantejada inicialment sobre la soca E.coli:

“Potser no es tornara resistent a I'ampicil-lina pel fet d’estar sotmés a
aquest antibiotic pero si que s’hi tornara si li introduim un plasmidi de

resisténcia”.

Per tant, queda descartada la idea lamarckiana i s’accepta la idea

neodarwinista.
45



Com ja he dit anteriorment, els resultats de I'antibiograma d’E. coli (bacteri
gramnegatiu) son que és sensible a tots els antibiotics emprats excepte
I'eritromicina. Aquest és un antibiotic efectiu en grampositius, tot i que també
afecta els gramnegatius, pero a concentracions molt elevades. Per tant, podria
ser que presentés resisténcia perqué la concentracid d’antibiotic no era
suficient. En el cas de que una persona presentés una infeccié produida per
aquest soca, se li podrien subministrar qualsevol dels antibiotics estudiats, pero
si s’administrés eritromicina, hauria de ser a dosis molt altes, que serien

perjudicials pel pacient.

Pel que fa a I'experiment del lamarckisme, els bacteris no s’han tornat
resistents a I'estar sotmesos a una concentracié baixa d’ampicil-lina, perd si
que han adoptat la resisténcia a aquest antibiotic a I'introduir en el seu genoma

un plasmidi de resistencia (transformacio).

A més, al tornar a sembrar les colonies resistents s’observa que els
descendents també contenen el plasmidi i, per tant, sobreviuen en un medi

amb ampicil-lina.

Finalment, es pot concloure que I'aparicié de microorganismes resistents als
antibiotics es déna per canvis en el seu DNA provocats per mutacions o per
’adquisici6 de nous elements genétics mobils com els plasmidis,
independentment de la preséncia d’antibidtic en el medi. Malgrat aixo, és
I'exposicié a aquests farmacs el que proporciona un avantatge a les cél-lules

amb el fenotip acabat d’adquirir.

La realitzacié d’aquest experiment em porta a plantejar-me una nova pregunta:
El bacteri Escherichia coli resistent a I'ampicil-lina també presentara resisténcia

davant de la penicil-lina o derivats?

Si realitzés un experiment per respondre a aquesta pregunta, la meva hipotesi
seria afirmativa. Totes les penicil-lines presenten un anell beta lactamic que pot
ser destruit per I'enzim B-lactamasa. Com que la soca de bacteris resistent de
gue disposo conté aquests enzims, SUpOSO que no nomeés sera resistent a
I'ampicil-lina sind que també ho sera davant de tots els antibidtics que presentin

aguesta estructura.
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CONCLUSIO GENERAL

Els antibiotics constitueixen un ampli i heterogeni grup de medicaments, la
utilitzacié dels quals, tant en medicina com en veterinaria, ha suposat un
progrés extraordinari per a la vida sanitaria de les persones. Perdo com amb tots
els farmacs, els antibiotics han de ser utilitzats correctament i en les
circumstancies adequades a fi d’obtenir el major nivell d’eficacia i evitar, en la

mesura del possible, el sorgiment i propagacié de resistencies.

En la part experimental, on seguint rigorosament el metode cientific, he pogut
arribar a la conclusié de que els bacteris no es tornen resistents per estar
sotmesos a I'accié d’un antibidtic, siné que ho fan a través dels mecanismes de
parasexualitat bacteriana o bé, gracies a una mutacio. Tot i aixo, els antibiotics

afavoreixen la supervivéncia i reproduccio de les soques resistents.

Aixi dons, dins d’'una poblacié de bacteris sensibles pot sorgir, a I'atzar, una
mutacié que proporcioni a un bacteri la capacitat de resistir sota I'accié d’'un
antibiotic. Aquest pot transferir el gen de resistencia a la resta de bacteris, els

guals es tornaran resistents.

Els bacteris resistents son seleccionats positivament sota I'accié del propi
antibiotic. Per tant, si es sotmet una poblacié de bacteris on hi ha mutants
resistents a I'accidé d’un antibidtic disminuira el nombre de bacteris sensibles,
pero els bacteris resistents sobreviuran i poden arribar a substituir tota la

poblacié bacteriana (procés de seleccio).

En les condicions optimes (tria de lantibiotic i tractament adequats) els
processos de seleccio tenen una transcendencia clinica menor que amb el mal
us d’aquests. Per tant, I'abus en la utilitzacié dels agents antibacterians ha
originat una forta pressio selectiva que ha afavorit un increment de les

poblacions resistents.

Actualment, la velocitat d’aparicid de resistencies bacterianes és major que
I'aparicid de nous antibiodtics. Com a conseqliéncia, s’'observa la reaparicio de
malalties que fins al moment semblaven estar eradicades en els paisos

desenvolupats.
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En els paisos en vies de desenvolupament la situaci6 encara és més
preocupant. Per exemple, segons un article publicat el 18 de desembre de
2014 a I'edicié internacional de The New York Times, a I'india dos milions de
persones emmalalteixen cada any per culpa dels bacteris resistents als
antibiotics i d’aquestes, 23.000 moren. A I'Hospital Sir Ganga Ram de Nova
Delhi, un dels centres sanitaris privats més prestigiosos de I'india, gairebé el
100% dels nadons que sbén derivats a aquest hospital presenten infeccions

multi resistents.

Aquest treball m’ha permés aprofundir en un tema d’actualitat i d’interés com
sbén les resisténcies bacterianes. A més, he assolit els objectius que em
plantejava inicialment i he adquirit coneixements que fins al moment no tenia.
El treball m’ha requerit molta dedicaci6 i he hagut de superar algunes dificultats
a I'hora de realitzar la part experimental. Perd els resultats obtinguts han fet

que I'esforg hagi valgut la pena.

Finalment, per tal de donar una visié més completa del tema, vaig sol-licitar una
entrevista al Dr. Joaquim Ruiz Blazquez, adscrit al Centre de Recerca de Salud
Internacional de Barcelona (CRESIB), de la qual adjunto un extracte com a

annex 2.
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