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“Els antibiotics son una bona eina que s’ha de fer servir
tant com sigui necessari i tan poc com sigui possible”

-LOURDES MIGURA, 2018
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RESUM

El proposit d’aquest treball és avaluar, a partir d’'un treball experimental, els avantatges i inconvenients

del consum de probiotics i antibiotics en la lluita contra els bacteris patogens.

Hi ha estudis previs que afirmen que el probiotics sén beneficiosos a ’"hora de combatre infeccions
degut a la competéncia entre espécies (Swidsinski, A. 2016). Altres defensen el contrari, atés que
sostenen que d’aquesta manera, si el probiotic en qliestié presenta algun tipus de resisténcia, sera molt
facil que aquesta sigui transmesa del probidtic al bacteri patogen i el seu efecte podria ser
completament contraproduent (Rolain JM, 2013) (Sharma P, 2014).

Per altra banda, el problema actual que suposen les resistencies bacterianes als antibiotics es fa cada
vegada més gran degut al constant mal Us generalitzat que fa la poblacié d’aquests medicaments. Es
preveu que cap al 2050 hi hauran més morts degudes a infeccions bacterianes que al cancer, per tant,
urgeix la cerca de solucions (Zaman S., 2017) (OMS, 2018).

Per a dur a terme l'estudi hem contrastat el creixement de diversos bacteris causants de malalties en
presencia de diferents tipus d’antibiotics i probiotics. Els probiotics testats han estat bacteris lactics
aillats i també probiodtics presents al iogurt.

Després de valorar tots els resultats, hem pogut concloure que veritablement s’ha de fer un consum
responsable de tots aquests productes, tant antibiotics com probiotics, i sobretot en prendre'ls
conjuntament, atés que el seu us excessiu i irresponsable pot tenir conseqiiéncies fatals en el futur de
la salut humana.



JUSTIFICACIO

Vaig decidir escollir aquest ambit de la recerca perqué, en primer lloc, la resisténcia als antibiotics és un
problema sanitari actual molt rellevant i preocupant; i en segon lloc, perqué estic molt interessada en
els temes relacionats amb la biologia, especialment amb la bioquimica i biologia molecular i en un
futur m’agradaria dedicar-me a la recerca en aquests camps. Aixi doncs, haver fet aquest treball m’ha
permes coneixer una mica més de prop la professid a la qual em voldria dedicar i a la vegada assegurar-
me de que aixo és el que realment m’agrada. A més, el meu institut va participar en el projecte Small
World Initiative (SWI), el qual és un projecte internacional en el que participen diversos centres
escolars de tot el mén amb l'objectiu de que els alumnes cerquin nous bacteris productors d’antibiotics
a la vegada de conscienciar-los sobre la situacié actual respecte aquest antimicrobians i el gran

problema que suposa fer un Us irresponsable d’aquests.

Primerament es presenta el treball bibliografic on s’introdueixen coneixements sobre els bacteris, els
antibiotics, els probiodtics i els mecanismes de resisténcia. Després es detalla la part experimental, duta
a terme als laboratoris del departament de microbiologia de la Facultat de Veterinaria de la UAB, on
explicarem com hem realitzat les experiéncies de les quals s'extrauran els resultats i les conclusions

pertinents.

També cal mencionar que s’espera que aquesta investigacié contribueixi a sensibilitzar la gent sobre la

importancia de fer un bon Us dels antibiotics i dels probiotics.



OBJECTIUS

1. Esbrinar quin és l'efecte inhibidor dels probiotics front el creixement de diferents especies

bacterianes i comparar-lo amb la inhibicié produida per antibiotics.

2. Avaluar l'efecte de productes alimentaris que contenen probiotics (i.e iogurt) sobre el creixement

d’altres bacteris.

3. Analitzar una possible relacio entre els probiotics i la resisténcia bacteriana als antibiotics.

HIPOTESIS

1. Potser els probiotics tenen un efecte inhibidor superior al dels antibiotics i ajuden a combatre les
resistencies bacterianes.

2. Potser el iogurt, que és un aliment amb bacteris probiotics, té un efecte inhibidor front bacteris
patogens.

3. Potser els iogurts amb bifidus son més beneficiosos a I’hora de combatre infeccions bacterianes que
els que no en tenen.

4. Potser alguns probiotics que tinguin gens de resistencia als antibiotics els poden transmetre als

bacteris patogens.



INTRODUCCIO

1. BACTERIS

Els bacteris son microorganismes procariotes d’entre 0,5 i 5 um que es poden trobar a qualsevol
habitat, terrestre o aquatic, fins i tot als més extrems, com a residus radioactius o deus d'aiglies
calentes i acides. S'estima que al cos huma hi son presents deu vegades més bacteris que céel-lules
humanes, especialment a la pell i al tracte digestiu. Malgrat que una gran part sén innocus o

beneficiosos, alguns bacteris patogens son causants de malalties infeccioses que han de ser tractades

amb antibiotics.

1.1. ESTRUCTURA BACTERIANA

1.1.1. Embolcalls i apéndixs

Membrana citoplasmatica: Sent semblant a la de les plantes i animals, la membrana citoplasmatica és
una bicapa lipidica que realitza nombroses funcions com les de transport, transduccié d’energia, dirigir
la duplicacié del DNA, punt d'ancoratge pels flagels i de barrera osmotica'. La membrana ha de estar

preparada per resistir pressions osmotiques intracel-lulars elevades. Per aix0 una gran part dels

bacteris presenten una estructura rigida envoltant la membrana.
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Figura 1. Estructura de la membrana plasmatica. Font: Microbiology, McGraw Hill, 1999, Lansing M. Prescott

1. Schaechter, M., Ingraham, J.I., Neidhardt, F.C., (2005), Microorganismes, Wachington DC; Estats Units, Editorial Reverté.



Paret bacteriana: La paret cel-lular bacteriana té com a principal component un peptidoclica (polimer

complex de glucids i aminoacids) anomenat mureina. La cél-lula ha de resistir pressions osmotiques
intracel-lulars elevades, per aix0, els bacteris presenten aquesta estructura rigida envoltant la
membrana. Segons l'estructura d’aquesta paret bacteriana, podem classificar els bacteris en
gramnegatius i grampositius. Els gramnegatius son més nombrosos que el grampositius, perd moltes
especies patogenes d’animals i humans sén grampositives. Aquests dos tipus es poden distingir gracies
a la tincié Gram; el grampositius reté un complex porpra blavos després d’un rentatge breu amb
alcohol. Els gramnegatius, d’altra banda, no el retenen i esdevenen translicids. Aquests Ultims es

poden tenyir amb un colorant vermell.

Els bacteris grampositius presenten una paret cel-lular de mureina, com s’ha mencionat previament,
més gruixuda. Aquesta també és responsable de la forma i rigidesa de la cél-lula bacteriana. A més,
aquesta paret només és present als bacteris, fet que la fa susceptible de ser un bon blanc pels
antibiotics com ara tots els B-lactamics que inhibeixen la sintesi de la mureina. La paret també presenta
una petita quantitat d’altre polimer, els acids teioics que contribueixen a l'adhesid dels

microorganismes als teixits de I’hoste.

Els bacteris gramnegatius tenen una capa fina d’aquest peptidoglica envoltada per una membrana
externa diferent quimicament de la resta de membranes biologiques i que és especialment resistent a
substancies nocives. També es tracta d’'una estructura bilaminar, per0 la capa externa conté un
lipopolisacarid només present a les cél-lules procariotes. Entre aquestes dues capes es crea un
compartiment anomenat periplasma al qual es troben diferents enzims degradants i B-lactamases, que

inhibeixen antibiotics com la penicilina i la cefalosporina’.
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Figura 2. Parets bacterianes de bacteris Grampositius (a Il'esquerra) i gramnegatius (a la dreta). Font:

Selectivitatbiologia.weebly.com



Capsula: La capsula és un embolcall mucés format per un polisacarid. La seva sintesi no és necessaria
constantment, només quan les condicions ambientals ho requereixen per a la supervivencia. Protegeix

contra la dessecacié i es un mecanisme de defensa contra la fagocitosi.

Flagels: Sén uns filaments que giren i actuen com propulsors. A algunes cél-lules estan disposats als

extrems i en altres aleatoriament al voltant de la periferia.

Fimbries: També anomenades péls, intervenen en diverses funcions, com ara l'adhesioé a cél-lules hoste
o a la transferencia de proteines i acids nucleics a altres bacteris. Solen estar especialitzades i la

majoria de bacteris gramnegatius en tenen.

1.1.2. Uinterior de la cél-lula

Nucleoide: La principal diferencia entre les cél-lules eucariotes i procariotes és que les Ultimes no tenen
un nucli de debo i el DNA es troba al nucleoide que, a la gran majoria de les procariotes, conforma un
Unic cromosoma circular. El nombre de nucleoides pot ser variable segons les condicions de

creixement.

Cromosoma bacteria: El DNA dels bacteris és una doble cadena circular plegada que es troba associada

a proteines i es troba al nucleoide.

Plasmidis: A part dels cromosomes, alguns bacteris presenten material genétic extracormosomic

anomenat plasmidi que codifica funcions prescindibles.

Citoplasma: EL citoplasma esta conformat pel citosol i els organuls. Donat que sén organismes
procariotes no presenten organuls citoplasmatics delimitats per membranes, pero tenen una alta

concentracié de ribosomes i macromoléecules.

Inclusions i vesicules: Alguns procariotes tenen vesicules que s’encarreguen de diverses funcions

fisiologiques; els bacteris fotosintétics en medis aquatic (cianobacteris) presenten vesicules de gas
semblant al del medi ambient per fer possible |a flotabilitat a més de tilacoides aillats i clorosomes en
el cas de la resta de bacteris fotosintétics. Els bacteris autotrofs sovint posseeixen carboxisomes, que

contenen enzims necessaris per a la fixacié del carboni als bacteris que fixen el dioxid de carboni per a



sintetitzar components bioquimics basics. Els enterosomes sén similars als carboxisomes, pero aquests

es troben a bacteris heterotrofs. Contenen enzims necessaris pel metabolisme d’algunes substancies.

Ribosomes: Els ribosomes son estructures globulars dividides en dues subunitats sense membrana.
Estan compostos per un 80% d’aigua, 10% d’RNAr i un 10% de proteines?. Els ribosomes es poden
trobar dispersos al citosol o adherits a la membrana del reticle endoplasmatic rugds. La seva funcié és

dur a terme la traduccid (sintesi de proteines).

PARTES DE LA CELULA PROCARIOTA
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Figura 3. Esctructura d’una cél-lula bacteriana. Font: Partesdel.com

1.2. MORFOLOGIA BACTERIANA

La forma d’un bacteri esta determinada per la rigidesa de la seva paret cel-lular. Els podem classificar

en?:

Cocs: Tenen forma d’esfera i poden viure individualment o agrupats. Els diplococs sén agrupacions de
dos, els estreptococs en forma de cadenes, els estafilococs en forma de raim irregular i les sarcines en
forma de cub de 8 cél-lules. Una porcio important son patogens pels humans.

Bacils: Tenen forma ovalada i els més comuns produeixen malalties com el tetanus.

2. Fernandez, A.J., Vazquez, M.B., (2016), Biologia. Serie observa, Barcelona; Espanya, Santillana.



Espirils: S6n bacteris gramnegatius en forma d’espiral. SGn més sensibles a les condicions ambientals

gue altres bacteris, per aixo la via de transmissid, en cas que siguin patogenes, és el contacte directe.

Vibrions: Sén bacteris gramnegatius amb una forma corba. Diverses espécies vibrid son patogenes i

afecten el tracte digestiu, com ara V. cholerae, causant de la colera.
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Figura 4. Representacid de la morfologia bacteriana. Font:

https://profdavidemobili.wordpress.com/2015/07/23/morfologia-y-estructura-bacteriana/

1.3. FISIOLOGIA BACTERIANA

1.3.1. Funcio6 de nutricio

Podem trobar bacteris amb tots els tipus de metabolisme que hi ha, fins i tot, existeixen bacteris que
poden dur a terme dos tipus de metabolisme diferents segons el que hi convingui més. Els podem

classificar segons tres criteris®:

a) La font de carboni:

Autotrofs o litotrofs: Sintetitzen els nutrients necessaris a partir de substancies inorganiques senzilles

i obtenen el carboni del CO..

Heterotrofs o organotrofs: Requereixen d’una font de carboni organica, com ara alcohols, acids

grassos i hidrats de carboni.



Mixtotrofs: Poden obtenir carboni de les dues maneres préviament mencionades.

b) La font d’energia:
Fototrofs: Obtenen energia a partir de la llum solar (fotosintetics)

Quimiotrofs: Obtenen energia oxidant determinades substancies inorganiques.

1.3.2. Funcid de relacio

Una de les respostes més conegudes davant de les variacions mediambientals és la formacid d’espores,
qgue tenen com a finalitat protegir el material genétic de les condicions més adverses; es forma una
complexa coberta al voltant del DNA anomenada enddspora i quan la resta de la cél-lula es destrueix,
les endospores queden lliures al sol i les anomenem exospores. Les exOspores sén resistents a

temperatures elevades, sequeres i agents quimics com ara acids i desinfectants o radiacions.

1.3.3. Funcio6 de reproduccié
Els bacteris es reprodueixen asexualment, on el individus resultants sén genéticament idéntics al
progenitor. Després de la duplicacié del DNA es genera un septe que divideix el citoplasma per la

meitat i el resultat son dues cel-lules clons de la progenitora i entre elles.

Malgrat la seva reproduccié asexual, pot esdevenir-se un intercanvi genetic (fenomen anomenat
parasexualitat) no com una etapa obligada de la reproduccié sind que succeeix aleatdoriament i es pot

donar de tres maneres*:

Transformacié: El bacteri incorpora DNA procedent de la lisi d’una altra i ho integra al seu cromosoma.
Les cel-lules capaces de fer aixd s'anomenen «competents» i aquesta caracteristica es desenvolupa de
manera espontania a algunes espécies. Moltes cel-lules no la tenen perque sintetitzen endonucleases

de restriccié que eliminen el material genétic exogen.

Transformacion
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Figura 5. Mecanisme de parasexualitat per transformacio. Font: Satur62.bolgspot.com

3. Jimeno, A., Ballesteros, M., (2016), Biologia 2. Série observa, Barcelona; Espanya, Santillana



Transduccid: A la transduccid es transfereix el DNA mitjangant un bacteriofag el qual té DNA bicatenari.
Aguests substitueixen el seu DNA total o parcialment pel del bacteri hoste. Quan el bacteriofag infecti a
una altra cél-lula i intercanvii el material genéetic de la mateixa manera, s’estara produint un intercanvi
entre la cél-lula infectada préviament i la segient*. Podem distinguir dos tipus de transduccio;
generalitzada i especialitzada. Segons els gens que es transdueixen, podem dir que és generalitzada si
els fags poden desplacar qualsevol gen de la cel-lula infectada o especialitzada si només en poden
desplagar uns gens determinats. El 10% del DNA tansduit pel fag s’incorpora al genoma bacteria, la

resta romandra al citoplasma, llavors es dona una transduccié avortiva.
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Figura 6. Mecanisme de parasexualitat per transduccio. Font: Satur62.bolgspot.com

Conjugacié: Mitjancant la conjugacio s’intercanvia material extra-cromosomic (plasmidis) a través d’un
pel sexual. Un bacteri pot fer de cél-lula donant amb la presencia d’'un plasmidi transmissible que
codifica la generacid d’un pel i la transferencia del DNA (factor de transferéncia). Aquest mitja de

parasexualitat és el que es dona més comunament quan es transmeten gens de resisténcia.

Conjugacion

Célula receptora F~ Puente
= de conjugacion CélulaF*

" Célula dadora F *
Figura 7. Mecanisme de parasexualitat per conjugacid. Font: Satur62.bolgspot.com

4. Pérez, R. G., Villaverde, M.C., (1997), Microbiologia I, Madrid; Espanya, Paraninfo.
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2. ANTIBIOTICS

Els antibiotics sén substancies produides per bacteris o fongs amb la finalitat de competir amb altres
especies. Aquestes inhibeixen el creixement d’altres organismes i faciliten el desenvolupament de
I'individu que les produeix bloquejant funcions vitals dels competidors, d’aquesta manera, els

antibiotics solen ser substancies innocues per a les cél-lules eucariotes®.

Els antibiotics poden ser bactericides (maten als bacteris) o bacteriostatics (inhibeixen el creixement
bacteria). No obstant aixd, no hi ha una clara classificacié segons aquest criteri ja que depén de la
concentracié i I'especie de bacteri. No tots els antibiotics sén efectius contra tots els bacteris; tenim
antibiotics d’alt espectre d’accid, que actuen sobre un gran nombre d’espécies, i de baix espectre, que

actuen sobre un nombre reduit>.

2.1. Descobriment dels antibiotics

Al 1928, Alexander Fleming estava treballant amb bacteris estudiant el seu creixement. Les condicions
amb les que treballava no eren les més higiéniques. Un dia va veure com una de les plagues on havia
sembrat Stafilococcus aureus havia estat contaminada pel fong Penicillium notatum. El que va

sorprendre a Fleming va ser que al voltant d’aquest fong no hi havia creixement bacteria.

Ell va suposar que el fong estava secretant una substancia capa¢ d’inhibir el creixement d’aquest
bacteri, i no estava equivocat. Va denominar aquesta substancia penicil-lina i va continuar investigant
amb aquesta fins a adonar-se que no era toxica per un ratoli.

El desencadenament de la Segona Guerra Mundial va augmentar la necessitat de tractar ferides amb
antimicrobians®. Howard Florey, Ernst Chain i el seus col-laboradors van comencgar desenvolupant la
penicil-lina a Oxford i van acabar diversos centenars de cientifics treballant en aquest projecte. Com a
resultat, al 1944 ja hi havia suficient antibiotic per tractar a tots els combatents nord-americans i
britanics. A partir d'aquell moment moltes infeccions que fins a llavors tenien un alt percentatge de
morts, com ara la tuberculosi, es van poder tractar amb aquestes substancies recentment descobertes i

aillades.

5. Tte. Cor. Fernando Fernandez Riverdon, My. Jorge Lopez Hernandez, Dra. Laida Maria Ponce Martinez, y Dra. Caridad
Machado Betarte, Resistencia bacteriana, Rev Cubana Med Milit 2003;32(1):44-8.

6. Prentis, S., (1993), Biothecnology: a new industrial revolution, Londres; Gran Bretanya, Orbis Publishing Limited
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Figura 8. Efecte del fong Penicillium davant al creixement bacteria. A la cantonada inferior dreta es troba el fong i els
puntets més petits que creixen al voltant de la placa sén colonies bacterianes no afectades per la penicil-lina. (Font:

Biotecnologia: una revolucion industrial. Lamina 4)

2.2. CLASSIFICACIO SEGONS ELS MECANISMES D’ACCIO

2.2.1. Inhibidors de la sintesi o el manteniment de la paret cel-lular

Els bacteris tenen una pressié osmotica interna molt elevada, per tant, sense la paret bacteriana la
cél-lula no pot sobreviure. Els antibiotics que tenen com a mecanisme d’accio inhibir la sintesi de la
paret interrompen el proces de producciod i transport dels peptidoglicans que componen la paret
atacant enzims implicats. A conseqiiencia d’una paret cel-lular feble es produeix la lisi del bacteri.

Les penicil-lines i cefalosporines tenen aquest efecte i sdn considerats antibiotics bactericides.

2.2.2. Inhibidors de la sintesi d’acids nucleics

Aqguest tipus d’antibiotics bloquegen la sintesi de components que formen el DNA o RNA impedint la
transcripcié o aturant la traduccié i son considerats antibiotics bacteriostatics. Un exemple d’aquest

tipus soén les sulfamides.

2.2.3. Inhibidors de la sintesi de proteines

Aguests antibiotics tenen efecte en els ribosomes del bacteri on es duu a terme aquest proces. Poden
actuar sobre la subunitat 50s o 30s. Els antibidtics aminoglicosids, per exemple, es fixen de manera

irreversible a la subunitat 30s i interfereixen a la fixaci6 del RNA de transferéncia (tRNA), que
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transporta els aminoacids fins al ribosoma. També poden actuar contra I'/RNA missatger (mRNA), cosa
gue produeix una lectura erronia i per tant, la sintesi de proteines no funcionals.
Altres antibiotics, com ara el cloramfenicol, es fixen a la subunitat 50s i boqueixen I'activitat de I'enzim

peptidil transferasa, cosa que fa impossible la formacié d’enllacos peptidics entre aminoacids.

2.2.4. Alteradors de la membrana plasmatica

Els antibiotics alteradors de la membrana plasmatics creen porus a la membrana plasmatica,
encarregada de regular el pas de substancies entre el medi intracel-lular i extracel-lular, de tal manera
que els ions i macromolécules s’escapen de l'interior fent que el bacteri no pugui obtenir energia. Els
antibiotics que produeixen tal efecte sén bactericides, perdo tenen un inconvenient; la membrana
cel-lular és present tant a cel-lules procariotes com a eucariotes, aixi que pot afectar a cel-lules

humanes també. La polimixina pertany a aquest grup.

Pared celular )
Penicilinas, cefalosporinas

Membrana celular
Polimixina B
(aminoglucosidos)

Duplicacién de ADN

Ac. nalidixico, pipemidico
4-fluor quinolonas: Pefloxa,
cipro, norflo, fleroxacina

Sintesis proteica

30s: Aminoglucdsidos,
Tetraciclina

50s: Cloramfenicol.
Macrdlidos

inhibicion de paso
metabdlico
Trimetoprim/suifa

Duplicacion de ARN
Rifampicina

Figura 9. focus d’accio de diferents antimicrobians. Font: Principales grupos de antibidticos, V. seija i R. Vignoli, pagina 631.

2.3. FAMILIES D’ANTIBIOTICS

2.3.1. B-lactamics

Els antibiotics B-lactamics sén d’origen natural o semisintétic. Van ser els primers descoberts, els més
diversos i els més usats. Tots tenen en comu una estructura anomenada anell B-lactamic, la qual cosa
els permet inhibir enzims responsables de I'Gltima fase de la sintesi de la capa de peptidioglica de la
paret cel-lular i sén normalment bactericides.

Dintre del dels B-lactamics es troben les penicil-lines quée sén efectives davant de cocs i bacils. Alguns

bacteris, per tal de combatre I'efecte de les penicil-lines, sintetitzen un enzim anomenat beta-
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lactamasa que es capac de destruir Ianell B-lactamic deixant Iantibiotic inactiu. Es per aixd que
algunes penicil-lines sén combinades amb inhibidors de la beta-lactamasa. Les cafalosporines sén un
altre tipus i es divideixen en quatre generacions. Les de la primera generacié séon molt actives davant
de cocs grampositius, les proximes generacions perden aquesta activitat i la substitueixen amb major
afectivitat davant de bacils grampositius, amb algunes excepcions. Un tercer grup és el dels
monobactamics, qué només es troba l'aztronam, el qual proseeix una gran efectivitat amb bacteris
aerobis gramnegatius, perd no és aixi amb bacteris grampositius i anaerobis. Finalment, els

carbampems presenten el major espectre d’activitat conegut dintre del beta-lactamics i disponen d’una

activitat bactericida davant de cocs grampositius.

2.3.2. Macrolids

Els macrolids sén d’origen semisintétic i es classifiquen segons el nombre de carbonis. Actuen unint-se

a la subunitat 50s del ribosoma bactria.

2.3.3. Quinolones
Les quinolones també son un grup d’antibiotics d’ampli espectre, les més utilitzades son les
fluoroquinolones, que tenen un grup fluorur. Actuen inhibint el DNA girasa, I'enzim que catalitza el

superenrotllament del DNA.

2.3.4 Aminoglicosids

Actuen sobre la subunitat 30s dels ribosomes, provocant una lectura erronia del mRNA, per aquest
motiu, és esperat que es consideri un antibiotic bacteriostatic, perd el seu efecte es bactericida. Es
desconeix la rad per la qual I'antibiotic acaba matant el bacteri si el seu mecanisme d’accié és inhibir la
sintesi de proteines. Una hipotesi al respecte és que pot ser el prolongat efecte post antibiotic podria

acabar matant el bacteri.

2.3.5. Glicopéptids

Els glicopéptids tenen multiples mecanismes d’accid, fent-los un grup amb baix nivell de resisténcia
bacteriana. Aquests inhibeixen la sintesi de la paret cel-lular i a més alteren la permeabilitat de la

membrana i la sintesi de RNA.
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3. RESISTENCIES

Les resisténcies als antibiotics sén els mecanismes amb els quals un bacteri aconsegueix disminuir
I'accié dels agents antimicrobians®>. A dia d'avui 25.000 persones moren a causa d’infeccions
bacterianes de bacteris multi-resistents, xifra que podria pujar fins a 700.000 cap a I'any 2050, és a dir,
més persones moririen a causa de bacteris multi-resistents que de cancer. A nivell global, estariem

parlant d’uns 10 milions de morts’.

3.1. APARICIO DE RESISTENCIES

Des de que van apareixer als antibidtics per primera vegada han anat sorgint noves resisténcies degut
al fenomen de la seleccié natural. Com a conseqiiéncia de I'administracié d’antibiotics desapareixen els
que son sensibles i només sobreviuen els que s’adapten a aquests (els que sén resistents). Aquest Ultim
grup de microorganismes sera el que es reproduira i la poblacié de bacteris resistents es fara més

amplia.

Les mutacions genétiques, molt freqlients en bacteris, poden produir un gen de resisténcia o la millora
d’un ja existent. Amb els mecanismes de parasexualitat bacteriana els bacteris poden adquirir gens de

resistencia d’organismes veins i integrar-los al plasmidi o al cromosoma bacteria.

Un factor també important per I'aparicio i propagacié de noves resisténcies és I'Us inadequat, que crea
condicions favorables per a que aix0 sigui possible. Per exemple, quantitats insuficients d’antibiotics o
I’ds preventiu o innecessari. Els antibiotics sén utilitzats com a mesura preventiva a la ramaderia.
S’afegeixen a l'aliment del bestiar amb l'objectiu de prevenir les infeccions bacterianes. Aixo es una de

les principals causes del constant augment de bacteris multi-resistents, ja que exerceix una pressio

selectiva molt alta. A més, quan prenem antibiotics (nosaltres o el bestiar) expulsem restes d'aquests
guan defequem i acaben a les clavegueres on, de nou, el procés de seleccid natural acaba amb els
bacteris que no sén resistents i només queden els que ho sén, pero aquesta vegada no succeeix a nivell

d’un sol organisme, sind que estem fent que només quedin al medi ambient els bacteris resistents’.

7. Rierola, S. (productor) i Regas, J. (dir.). (2018). La fi dels antibiotics (reportatge). Espanya: TV3
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A més de les nombroses resisténcies als antimicrobians, també hi ha una altra part negativa; els
antibiotics ataquen a tots els tipus de bacteris, tant a patdgens com a innocus, fent que els bacteris que
es troben en simbiosi amb el nostre organisme siguin afectats igualment. Aquest bacteris inofensius
podien haver limitat I'expansid dels patogens, per tant, al eliminar-los, es crea un medi més favorable

per al creixement dels Ultims mencionats.

ANTIBIOTIC RESISTANGE
HOW IT SPREADS

-
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Antibiotics are given to patients,
which can result in drug-resistant
bacteria developing in the gut

Patient attends hospital or
clinic

e

&

Antibiotics are
given to food producing animals
and crops

Antibiotic resistance happens
when bacteria change and become
resistant to the antibiotics used to

treat the infections they cause.

Drug-resistant bacteria spreads
to other patients through poor hygiene
and unclean facilities

www.who.int/drugresistance

AntibioticResistance

Animals develop drug-
resistant bacteria in their gut

Drug-resistant bacteria reaches
humans through food, the

environment (water, soil, air) or by
direct human-animal contact

Drug-resistant bacteria spreads
to the general public
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Figura 10. Com les resisténcies bacterianes s'estenen. Font: OMS, 2018

3.2. CLASSIFICACIO DE LES RESISTENCIES
Podem classificar els tipus de resisténcia de la seglient manera:

Natural: Es una propietat intrinseca del bacteri i no té a veure amb I'exposicié d’aquest al farmac en

guestio.

Adquirida: Es deguda a canvis a la dotacié genética. Es cromosomica si es tracta d’'una mutacié que

beneficia al bacteri de manera que el fa resistent, es dona espontaniament. Es extracromosomica quan
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el gen de resisténcia esta codificat a un plasmidi. En aquest cas pot passar d’'un bacteri a un altre per

transduccioé o conjugacio’.

També podem classificar-les segons el mecanisme de resistencia:

Modificacidé enzimatica: En aquest cas, el bacteri produeix uns enzims que sén capacgos de hidrolitzar o
modificar l'estructura quimica de l'antibiotic per tal de desactivar-lo. (micro tomo i)Un exemple
d’aquest mecanisme seria el cas de les B-lactamases, que sén enzims que hidrolitzen I'anell B-lactamic

de les penicil-lines .

Per alteracions de la permeabilitat de la membrana: La membrana regula el pas de substancies cap a

I'exterior i l'interior de la cél-lula. Una manera de evitar el pas d’antibiotics és mitjancant la pérdua o

modificacidé dels canals d’entrada.

Pot ser alterada la membrana externa, mitjancant la modificacié de porines, unes proteines per les
quals passen substancies hidrofiles que no poden passar per la bicapa lipidica (de caracter hidrofobic) i
per les quals també accedeixen els antibiotics a I'interior. Amb aquesta modificacid, ja no sera possible

que els antibiotics travessin la membrana.

També és possible I'aparicio de bombes d’efluxié que agafen l'antibiotic quan es troba a l'espai
periplasmatic (espai entre les dues capes de la membrana de bacteris gramnegatius) i I'expulsen cap a

I'exterior, evitant que arribi al seu lloc d’accié.

Modificacié del lloc diana: Alguns antibiodtics actuen unint-se i desactivant proteines essencials de

I'organisme. Es per aixd que alguns bacteris modifiquen els enzims diana o en produeixen de diferents.
Un exemple és la metilacié del RNA ribosomic, és a dir, I'addicié d’'un grup metil al rRNA. Els bacteris
S.aureus i S.epidermidis fan servir aquest canvi per ser resistents a antibiotics com el cloramfenicol i les

tetracilclines.

Altres modificacions poden esdevenir-se a la paret bacteriana o a la membrana plasmatica, que també

son llocs diana per a altres antibiotics.
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Figura 11. Mecanismes de resisténcia bacteriana. Font: Rev Cubana Med Milit 2003;32(1):44-8 TRABAJOS DE REVISION
Hospital Militar Central "Dr. Luis Diaz Soto" RESISTENCIA BACTERIANA Tte. Cor. Fernando Ferndndez Riverdn,1 My. Jorge

Loépez Herndndez,2 Dra. Laida Maria Ponce Martinez,3 y Dra. Caridad Machado Betarte

4. PROBIOTICS

Els probiotics son microorganismes vius que, administrats en quantitats adequades, proveeixen
beneficis sanitaris a I’hoste (El grup d'experts mixt de Organitzacié I'Alimentacid i I'Agricultura de les
Nacions Unides i I'Organitzacié Salut Mundial, 2001). La paraula probiotic prové del grec i té el
significat de «a favor de la vida». Per a qué un bacteri pugui ser considerat probiotic ha de complir uns

requisits dels quals parlarem més endavant.

Al cos huma hi ha deu vegades més bacteris (uns 100 bilions) que cél-lules humanes vivint en simbiosi

amb nosaltres. Tots aquests microorganismes conformen la microbiota i estan repartits per tot el cos a
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tots els individus sans (pell, mucoses...), excepte a teixits interns com el cervell o la sang. No és possible

gue una persona existeixi sense la microbiota.

El cos huma es completament esteril fins al moment en el que neix, on es troba en contacte amb la
flora genital de la mare. Després, el nounat es troba en constant exposicié amb tots els bacteris
presents a 'ambient. La pell es rapidament colonitzada, aixi com la bucofaringe i altres mucoses. La llet
materna es la font de bacteris que rep l'infant i que comencen a colonitzar el tracte digestiu. Entre
aquestes es troben els Lactobacilus, Streptococcus i Staphilococcus. En general, els probiotics sén

bacteris «acido-lactics», principalment del genere Lactobacillus i Bifidobacterium.

No s’han de confondre els prebiotics amb els probiotics. Els prebiotics sén la part no digerible dels
aliments, la fibra, que quan arriba al colon és fermentada. Aquesta fermentacié alimenta els bacteris
que conformen la microbiota (incloent els bacteris probiotics). Tant els probiotics com els prebiotics

sén beneficiosos per la salut perd sén coses diferents®.

La microbiota és beneficiosa de moltes maneres; ajuda en la digestié dels aliments, produeix vitamines
i protegeix de la colonitzacid d’altres microorganismes patogens. Aquesta Ultima propietat és la que ens

interessa estudiar particularment en aquest treball.

4.1. REQUISITS PER A QUE UN MICROORGANISME SIGUI CONSIDERAT UN PROBIOTIC

Al 2001 experts pertanyents a la FAO i I'OMS van establir les seglients recomancacions per 'avaulacié

dels probiotics als aliments?®:

1. Que el bacteri no produeixi substancies toxiques per I'hoste, és a dir, ha de ser segur per I'hoste.
2. Que es mantingui viu per a que pugui fer les funcions de les quals ens podem beneficiar.

3. Que sigui sensible als antibiotics.

4. La realitzacié de proves in vitro per garantir la resistencia a l'acidesa gastrica, adheréncia a les
cél-lules humanes, activitat antimicrobiana amb microorganismes patogens, habilitat de reduir

I'adhesid de microorganismes patogens, etc.

8. JOINT FAO/WHO WORKING GROUP REPORT ON DRAFTING GUIDELINES FOR THE EVALUATION OF PROBIOTICS IN FOOD,
2002, LONDON ONTARIO, CANADA.

9. Jackson Gl Medical. (2014), Prebiotic vs Probioti. Rrecuperat de: https://www.prebiotin.com/prebiotin-academy/what-

are-prebiotics/prebiotics-vs-probiotics/
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Si els probiotics no sén sensibles als antibiotics, es pot donar la transferéncia de gens de resisténcia
entre els organismes probiotics i els patogens mitjancant la parasexualitat i llavors seria

contraproduent I'Us dels probiodtics per inhibir el creixement d’un bacteri patogen.

4.2. MECANISMES D’ACCIO
Els probiotics poden ser beneficiosos de diferents maneres les quals anomenem mecanismes d’accid™:
1. Reforg de la barrera gastrointestinal:

Alguns microorganismes contribueixen a la correcte permeabilitat de la mucosa intestinal. Alguns
bacteris patogens alteren la permeabilitat d’aquesta i permeten el pas de bacteris o macromolécules

de la dieta a través de la mucosa, cosa que alguns probiotics poden reparar.
2. Exclusié competitiva:

Lexclusié competitiva permet als microorganismes probiotics colonitzar ampliament l'intesti, el qual
resulta en una competicié entre aquests i els bacteris patdgens per un lloc de la paret intestinal on

adherir-se i pels nutrients. Aixo dificulta la proliferacié de microorganismes patogens.
3. Millora del metabolisme

Els probiotics beneficien el procés de digestié de I'aliment a I’hoste. L'ajut més significatiu es dona a
aquells individus intolerants a la lactosa. Estudis han demostrat que el metabolisme d’aquesta millora
quan la inclouen a la seva dieta iogurt en comptes de llet™. Aixo es por explicar de dues maneres. Per
una banda, podria ser resultat de el lent buidament gastric del iogurt que facilita I'accioé dels enzims
lactasa residuals a l'intesti prim. D’altra banda, podria ser la millora de la flora gracies als bacteris

lactics que conté el iogurt.

10. M. Lépez-Brea i D. Domingo, Antibioticoterapia con probidticos, Rev Esp Quimioterap, Junio 2007; Vol. 20 (N2 2): 170-
181.
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MODULACIO

Figura 12. Esquematitzacio dels mecanismes d’accié bacteris probiotics present a la microbiota colonica.

Font: Probiotics i prebiotics, Gemma Tribo Alcole (2011).
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TREBALL PRACTIC

1. MATERIALS | METODES

A continuacio detallaré que he fet servir per a dur a terme la part experimental del treball aixi com la

metodologia desenvolupada en les diferents etapes

assenyalats amb un asterisc.

1.1. MATERIALS

*

*

*

Bec de Bunsen*
Vortex*
micro-pipeta*™

Estufa a 372

20 Tubs d’assaig

29 tubs d’Eppendorf*
Microscopi

Gradeta*

Nansa de Kollen*
Nansa Digralsky*
Pinces

Peu de rei

Estufa a 379

Dues dissolucions McFarland (0,5 1,0)*
Tincié de gram

Hisops estérils*

. Als annexos podeu trobar imatges dels materials
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Alcohol

Oli d'immersio

Portaobjectes*®

179 Plaques de petri (12 MRS i 167 TSA)*
60 discs esterils

Solucié de Ringer

Discs d’antibidtics: Amikacina, ampicilina, tetraciclina, colistina, kanamicina, neomicina,
vancomicina i gentamicina. (aquests antibidotics seran emprats per realitzar totes les

experiéncies on es requereixin antimicrobians).

Cultius de els microorganismes patogens: Pseudomones sp., Staphiloccucs aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli i Salmonella. (aquestes soques seran emprades per realitzar totes les

experiencies).

Soques de bacteris probiotics: Lactobacillus plantarum CA1 (cargols), Lactobacilus plantarum 86
(gos) i Lactobacillus plantarum Gisela (euga) Lactobacillus plantarum 33 (porcs) (aquests
probiotics seran emprats a l'experiment 1). Lactobacillus brevis, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus plantarum i Lactobacillus lactis (Aquestes soques resistents seran emprades

solament per realitzar I'experiment 4).

¢ 2iogurts, un amb bifidus i I'altre sense, de mateixa marca, sense sucre ni sabor.

*NOTA: Com que tots els probiotics emprats en aquest treball son lactics, alternarem entre aquestes dues nomenclatures.

1.2. METODES

1. Esterilitzacio:

Per esterilitzar el material com nanses o pinces, farem servir un bec de bunsen i alcohol. Mullem el

material en alcohol i tot seguit I'apropem al foc amb una inclinacié d’aproximadament 452 de manera

gue la ma quedi al punt més elevat i que el foc no ens cremi.

2. Preparacié de dilucions a partir d’un cultiu (a una placa):
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Per preparar una dilucié de bacteris hem de agafar amb un hisop una petita quantitat d’'una colonia del
bacteri que volem diluir. L'introduim a un tub d’assaig que conté solucié de Ringer i I'agitem una mica.
Després, per homogeneitzar-la, posem el tub al vortex i tot seguit comparem la concentracidé de la
dilucié que acabem de preparar amb la de l'escala de McFarland (referencia en suspensions
bacteriologiques per saber el nombre de bacteris per mil-lilitre). Si la concentracié queda per sota de la

gue volem, agafem un altre hisop i repetim aquest procés.
3. Preparacidé de dilucions a partir d’'una dissolucié mare:

Per a preparar una dilucié a partir d’una altra massa concentrada utilitzem una micro-pipeta, agafem 1
ml de la dissolucié mare i la introduim al tub s’assaig. Després omplim amb Ringer fins a aconseguir la
concentracié desitjada, homogeneitzem al vortex i comparem amb la dilucié de McFarland per valorar

si hem obtingut la concentracié adequada o no.
4. Sembra:

Per inocular els bacteris agafem amb la micro-pipeta 100 pl de la dilucié i els dipositem al medi de
cultiu, tot seguit esterilitzem la nansa Digralsky mullant-la amb alcohol i apropant-la al foc i repartim els

100 ul de dilucié per tota la placa. Per ultim, tornem a esterilitzar la nansa.
5. Mesura dels halos d’inhibicio:

Per tal de mesurar els halos d’inhibicid, agafem un peu de rei i mesurem el diametre d’aquest. En
aquesta zona els bacteris sembrats previament han estat inhibits per I'antibiotic i quant més gran sigui

I’halo, més sensible és el bacteri a aquest antimicrobia.

Figura 13. Mesura d’un halo d’inhibicio generat per un antibiotic.
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6. Tincio de gram:

Per fer una tincio, primer hem de posar la mostra al porta objectes. Per tal de fer-ho, agafem la nansa
de Kolle i l'esterilizem. A continuacié, la mullem amb una mica d’aigua destil-lada i la posem al
portaobjectes. La tornem a esterilitzar i agafem una petita quantitat d’una colonia de la placa on tenim
el cultiu i la posem al portaobjectes damunt la part préviament mullada i esterilitzem la nansa de nou.
Per ultim, apropem el porta objectes al foc, amb cura de no cremar els bacteris, per fixar la mostra fins

que l'aigua s’hagi evaporat.

Quan tinguem totes les mostres que volem tenyir als portaobjectes, procedim a fer la tincié. Primer
afegim el blau violeta i esperem durant un minut. Després, esbandim la mostra amb aigua destil-lada i
hi apliguem el lugol i, de nou, esperem durant un minut. Esbandim un altre cop, afegim alcohol
d’acetona i el deixem entre cinc i trenta segons. Esbandim bé la mostra i, per acabar, afegim la

safranina i 'esbandim després d’un minut.
7. Preparacié de discs:

Per preparar els discs, ja sigui de probiotics o de iogurt, dipositem una petita quantitat del producte a
una placa de petri esteril amb una micro-pipeta i, amb unes pinces esterilitzades, agafem un disc
també esteril i I'impregnem a la placa. Repetim aquest procediment tantes vegades com discs vulguem

preparar.

2. EXPERIMENTS | RESULTATS

En aquests treball s’han realitzat quatre experiments diferents per complir tots els objectius marcats al
principi. Al primer experiment hem fet cultius dels bacteris patogens i el hem enfrontat amb discs de
antibiotics i amb discs de probiotics per separat, per tal de comprovar si hi havia una diferéncia entre
les mides dels halos generats per 'un i per l'altre. Al segon, hem fet un procediment similar al del
primer pero hem utilitzat discs de iogurt de dues classes, una amb bifidus i l'altra sense. Al tercer
experiment, hem barrejat els patogens amb els iogurts i hem observat el cultiu al microscopi després
d’un dia en incubacid. Per ultim, pel quart experiment hem cosembrat els bacteris patdogens amb unes

soques de probiotics resistents i hi hem posat discs d’antibiotics per comparar la mida dels halos amb
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els diametres resultants del primer experiment. Els bacteris patogens i antibiotics utilitzats sén els

mateixos per a totes les experiéncies del treball.

~ / ANTIBIOTICS:

/e : .
PROBIOTI_CS‘ Amikacina
Lactobacillus CAT Ampicilina
Antibiotics vs. Lacfabac,t{fusg{mww{“m&? Colistina
Probidtics Lactobacillus plantarum Gisela Kanamicina

-\f_acfabacf{fus planfarum 33 ) Vancomicina

Tetraciclina
Neomicina
Gentamicina

Discs deiogurt - .
“s| ALIMENTS AMB PROBIOTICS:
logurt amb bifidus

logurt sense bifidus.
logurt barrejat

amb bacteri —
patogen [ PATOGENS:
PROBIOTICS RESISTENTS: Salmenela
Cosembrade Lactobacillus paracasei Laclils sublilis
probioticsii Lactebacillus plantarum laphilococcys aureys
bacteris 7| Lactobacillus brevis Eschericciacoli
patogens Lactobacillus lactis "'\\__j’m

Figura 14. Representacio esquematica dels experiments realitzats.

2.1. EXPERIMENT 1: ANTIBIOTICS VS. PROBIOTICS ENFRONTATS A PATOGENS

2.1.1. Objectiu relacionat amb I'experiment
Realitzant aquest experiment volem comprovar si els probiotics tenen un paper inhibidor similar,

menor o major al dels antibiotics:

Esbrinar quin és I'efecte inhibidor de probiotics front el creixement de diferents espécies bacterianes

patogenes i comparar-lo amb la inhibicié produida per antibiotics.

2.1.2. Disseny experimental

1. Preparacié de dilucions (5 microorganismes patogens i 4 probiotics lactics):

Preparem cinc provetes amb solucié de Ringer on farem la diluciéd dels cinc patogens a una
concentracié de 0,5 en la escala de McFarland. Repetim aquest procediment pels quatre bacteris lactics

(probiotics) fins a arribar a una concentracié d’1,0 en I'escala de McFarland (9 tubs en total).

26



2. Sembra de bacteris patogens:

Amb una micro-pipeta, agafem 100 pl de una de les dilucions (just abans homogeneitzada) i els
sembrem a una placa de petri amb medi de cultiu TSA. Repetim aquest procés per aconseguir cinc

plaques per cada microorganisme patogen.
3. Preparacid del discs de els lactics:

La preparacio es du a terme tal com s’explica a 'apartat de metodes. Per a cada lactic hem de preparar

deu discs i en total n’hem d’obtenir quaranta.
5. Eleccié discs d’antibiotics:

Consultem al Manual de microbiologia clinica, Edwin H. Editor-In-chief Lennette, (1980) quins
antibiotics son efectius davant dels nostres microorganismes patogens per decidir quins hi posarem a la

placa de cada espécie.
6. Col-locacié dels discs:

Posem els discs a les plagues amb ajuda d’unes pinces esterils que esterilitzarem cada vegada que

dipositem un disc a la placa. La distribucid es fa segons s’indica a la representacio seglient:
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Patogens amb discs d’antibiotics

Patogens amb discs de probiotics
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P S("le omornes

Controls

x2
répliques

X2
répliques

Figura 15. Representacio grdfica de la quantitat de plaques emprades al primer experiment amb els seus respectius

microorganismes i discs d’antibiotics o probiotics.
6. Incubacid
Fiqguem totes les plaques a una estufa a 37 2C durant 24 hores

7. Presa de resultats

Després de 24h hores a l'estufa, extraiem les plagues i mesurem els diametres de I’halo d’inhibicid, si

n’hi ha, amb un peu de rei tal com s’indica a I'apartat de metodes.

2.1.3. Resultats

Per fer les lectures d’aquest experiment vam agafar les plaques després d’un dia en incubacid i vam

mesurar el diametre dels halos, si n’hi havia, amb un peu de rei.
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Amikacin |Ampicilin | Tetracyclin | Colistin |Kanamycin |Neomycin |Vancomycin |Gentamicin
Pseudomona | 20,5 (S) --- --- - - --- --- 14 (1)
E.choli 15(1) 17(S) 19,5(S) 10(R) 14,5(1) 11(R)
B. Sub 23(S) 20(S) 16(1) 20(S) 17(S) 19(S)
Salmonella | 5(R) 5,3(R) 3,7(R) 9(R) O(R) 0(R) - -
S. Aureus 17(S) 23(S) 23(S) — 16(1) 13,5(1) 11(R)

Taula 1. Mitjana dels diametres dels halos d’inhibicié dels antibiotic en mil-limetres. Les lletres entre parentes signifiquen
sensible, per la «S», resistent, per la «R» o intermedi, per la «I». Als annexos podeu trobar I'antibiograma que s’ha fer
servir per determinar si els bacteris son resistents a | antibiotics als que han estat enfrontats. A algunes cel-les no hi ha cap

valor degut a la seleccié d’antibiotics per a cada microorganisme explicada amb més detall a I'apartat de disseny

experimental.
CAl L. Plant 86 L. Plant Gisela L. Plant 33
Pseudomona 0 0 0 0
E.choli 4 6,5 7 5
B. Sub 5 5,5 5,5 6
Salmonella 0 8,5 7,5 5
S. Aureus 8 7 4,5 7

Taula 2. Mitjana dels diametres dels halos d’inhibicio de els lactics en mil-limetre.

En general, els halos trobats a les plaques on hi havia discs d’antibiotics tenen una mida
significativament més gran que els trobats a les plaques on hi havia discs de probiotics. Tot i aixo, el fet
de trobar halos creats pels discs de probiotics ens indica que si que hi ha una competéncia entre

ambdds microorganismes i que el probiodtic acaba inhibint, en cert grau, el creixement del patogen.

Si mirem casos més concrets, com el de la Salmonella sp., els halos trobats a les plagques on I’haviem
enfrontat amb els antibiotics mostren que la Salmonella sp. és un dels bacteris que més resistencies
presenta. En alguns casos, fins i tot, amb aquest bacteri no es genera cap halo, mentre que a les
plagues on haviem enfrontat la Salmonella sp. amb els discs de probiotics hem trobat halos que en
alguns casos eren majors que els produits amb antibiotics. El Bacillus subtilis, en canvi, té una alta
sensibilitat a tots els antibiodtics testats, perd contrariament, quan lI'enfrontem amb els discs de

probiotics obtenim halos d’'una mida molt més petita.
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D’aquests resultats deduim que, tal i com s’observa en la Salmonella sp., els probiotics poden ajudar en
gran mesura a inhibir la proliferacié de bacteris patogens resistents a antibiotics. Altrament, si es vol
inhibir el creixement d’un bacteri sensible als antibiotics, com és el cas del Bacillus subtilis, seria
preferible utilitzar 'antibiotic adequat per combatre’l, atés que el probiotic en aquests casos sembla

gue té una efectivitat menor.

2.2. EXPERIMENT 2: DISCS DE IOGURT ENFRONTATS A PATOGENS

2.2.1. Objectiu relacionat amb I'experiment
Mitjancant la realitzacid d’aquest experiment es vol analitzar el grau d’inhibicid de bacteris

patogens per part de probiotics presents a un aliment com el iogurt:

Avaluar 'efecte de productes alimentaris que contenen probiotics (iogurt) sobre el creixement

de bacteris patogens.

2.2.2. Disseny experimental

1. Dilucions i sembra:

De nou, fem dilucions dels cinc microorganismes patdogens a una concentracié de 0,5 en I'escala de

McFarland i sembrem cada microorganisme a dues plaques.
2. Discs amb aliment probiotic:

Preparem els discs de iogurt amb bifidus i sense. Amb ajut d’'unes pinces amarem un disc esteéril a
l'aliment i el colloquem a una de les plaques. Hem d’acabar obtenint dues plaques per cada

microorganisme, una amb dos discs del iogurt amb bifidus i I'altre amb dos del iogurt sense ells.
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Patogens amb dos discs del iogurt amb bifidus
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[ ]

Figura 16. Representacio grafica de les plaques emprades al segon experiment.
3. Incubacié
Incubem a l'estufa a 372 durant 24h i quan hagin passat, observem si n’hi ha halo d’inhibicié o no.
4, Tincié de gram:

Després de veure I'aspecte de les plaques un cop incubades, fem tincions de gram de la zona propera al
disc on es pot observar una «cosa semblant» a un halo d’inhibiciéd i d’alguna zona llunyana a aquest
halo. En total, 10 portaobjectes (2 per cada microorganisme, cadascun amb un disc de iogurt diferent),

fem la tincié de gram i observem al microscopi.

Figura 17. Placa de petri amb un patogen sembrat i dos discs de iogurt sense bifidus els microorganismes del qual han
generat aquesta mena d’halos que s’observa a la imatge. El nombre 1 senyala la zona propera a I’halo i el nombre 2, la zona

independent de I’halo.
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2.2.3. Resultats

Al cap d’un dia a 'estufa, a les plaques on haviem enfrontat el patogen amb el iogurt amb probiotic
podiem observar un halo de mida reduida i translicid. En comparacié amb els halos creats pels

antibiotics no era un halo net.

Per fer les interpretacions, vam agafar de cada placa una mostra no pertanyent a cap colonia del halo i

una altra pertanyent a I’halo i les vam tenyir amb tincié de Gram per mirar-les al microscopi.

A continuacié es mostra una seleccié d’imatges dels resultats més destacats, que es corresponen a les

plagues numerades a la figura 15:

1. Bacillus subtilis amb discs de iogurt amb bifidus (corresponent a la placa 1 de la figura 15):

] Lk £
< \é/

Figura 18. Zona independent de I’halo (1) Figura 19. Zona de I’halo (1)

A la figura 18, on es veu una mostra agafada d’'una zona de la placa on el patogen no havia estat en
contacte amb el disc de iogurt, hi podem observar que només esta present el bacteri Bacillus subtilis.
En canvi, a la figura 19, corresponent a una mostra agafada d’una zona de I’halo, continuem tenint
present el bacteri patogen perd a més a més observem un altre tipus de microorganisme el qual deu
ser propi del iogurt amb bifidus. Aixi doncs, hem comprovat que a I’halo que vam veure a la placa mare

havia presencia de dos tipus microorganismes, el patogen i el probiotic.

2. Bacillus subtilis amb discs de iogurt sense bifidus (corresponent a la placa 2 de la figura 16):
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Figura 20. Zona independent de I’halo (2) Figura 21. Zona de I’halo (2)

En aquest cas, a les plagues on haviem sembrat el Bacillus subtilis i hi haviem col-locat els discs de
iogurt sense bifidus, continuem veient que el bacteri patogen és inhibit en gran mesura pels probiotics
presents al iogurt i no sembla haver una gran diferencia entre |'efecte inhibidor dels bacteris presents

al iogurt amb bifidus amb els presents al iogurt sense ells.

3. Salmonella amb discs de iogurt amb bifidus i sense (plaques 5 i 6 de la figura 16 respectivament):

Figura 22. Zona independent de I’halo (5) Figura 23. Zona de I’halo (5)
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Figura 24. Zona independent de I’halo (6) Figura 25. Zona de I’halo (6)

En el cas de la Salmonella també hem comprovat que els probiodtics presents als iogurts, tant als que
tenen bifidus com els que no, inhibeixen el creixement del bacteri patogen. No sembla haver-hi una
diferencia molt gran entre I'efecte inhibidor que han generat els microorganismes del iogurt amb

bifidus i els que han generat els del iogurt amb bifidus per tant, podem dir que ambdds iogurts tenen

un efecte inhibidor semblant front la Salmonella.

4. Escherichia coli amb discs de iogurt sense bifidus (placa 7 de la figura 16):

Figura 26. Zona independent de I’halo (7) Figura 27. Zona de I’halo (7)

Per ultim, a les figures 26 i 27 comprovem novament que els probiotics present al iogurt sense bifidus

inhibeixen exitosament el creixement del bacteri patogen, en aquest cas I'Escherichia coli.

5. Staphilococcus aureus i Pseudomones amb discs del iogurt amb bifidus (plaques corresponents als

nombres 3 i4 de la figura 16 respectivament):
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Figura 28. Zona independent de I’halo. (3)

Figura 30. Zona independent de I’halo. (4) Figura 31. Zona de I’halo. (4)

Tant amb I’Staphilococcus aureus com amb les Pseudomones no hem obtingut cap indici d’una
competencia exitosa per part del probiotic. A les quatre fotografies previes veiem que tenim
I’Staphilococcus aureus en el cas de les figures 28 i 29, i les Pseudomones Gnicament en el cas de les
figures 30 i 31, tant a les mostres llunyanes als halos com les pertanyents a aquests. A I'experiment
previ on vam enfrontar les Pseudomones amb els discs de probiotics (taula 2) no vam veure cap halo i
aixo confirma que, efectivament, els probiodtics no tenen un efecte inhibidor contra les Pseudomones.
En canvi, al resultats de I'Staphilococcus aureus amb probiotics, si que vam obtenir halos d’inhibicio,

perd sembla ser que aquest bacteri no és inhibit pels probiotics presents al iogurt.

2.3. EXPERIMENT 3: IOGURT BARREJAT AMB EL BACTERI PATOGEN

2.3.1. Objectiu relacionat amb I'experiment
Mitjancant aquesta experiéncia volem esbrinar si un bacteri patogen en estar barrejat amb un

aliment amb probiotics és inhibit per aquests:
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Avaluar l'efecte de productes alimentaris (iogurt) sobre el creixement d’altres bacteris

patogens.

2.3.2. Disseny experimental

1. Preparacio de barreges de iogurt amb bacteris patogens:

Primer, introduim 5ml del iogurt amb bifidus a 5 tubs d’assaig i 5ml del iogurt natural a uns altres 5
tubs d’assaig. En total, 10 tubs d’assaig. Després, afegim a aquests tubs 5ml d’una dilucié d’un dels
bacteris patogens a una concentraciéd de 0,5 en l'escala de McFarland. Ens han de quedar 2 tubs
d’assaig per cada un dels 5 patogens, un barrejat amb iogurt amb bifidus i I'altre amb iogurt sense

bifidus.

Figura 32. Fotografia dels tubs d’assaig on vam realitzar les barreges del microorganisme patogen amb el iogurt. Es
pot observar els cinc tubs on vam barrejar el iogurt amb bifidus (representat amb la lletra A) amb cadascun dels cinc

patogens. Els tubs de les barreges de patogens amb iogurt sense bifidus no es pot observar a la imatge.

2. Sembra:

Sembrem les dissolucions, cada dilucié a dues plaques, una de TSA i I'altre de MRS (20 plaques). Pels
controls, sembrem amb un hisop els cinc bacteris patogens tal com es mostra a la figura 31. Vam
sembrar les barreges a dos medis diferents per comprovar a quin dels dos es produia una inhibicié

major per part dels probiotics, és a dir, quin medi era més favorable pel seu creixement.
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Figura 33. Representacio grafica del tercer experiment. El iogurt amb bifidus es representat amb la lletra A i el iogurt sense

bifidus amb la lletra B.

3. Incubacid:
Incubem les plaques a I'estufa a 372C durant 24h i posteriorment les observem.
4. Tincié de gram:

Després de veure l'aspecte de les plaques un cop incubades, decidim quines colonies tenyim i

observem al microscopi.
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2.3.3. Resultats

Quan vam extreure les plaques de I'estufa, vam veure que totes les que eren provinents de les barreges
tenien un aspecte similar, malgrat en el medi MRS el creixement va ser molt menor. Des totes maneres,
si comparem l'aspecte d’aquestes amb el de les colonies presents a les plaques control dels patogens
observem una clara diferencia. D’entre totes les plaques, vam escollir aquelles colonies que semblaven

diferents entre elles i vam procedir a fer la tincié de gram per observar-les al microscopi.

A continuacid es presenten les imatges de la placa on haviem sembrat el iogurt amb bifidus sense cap

patogen (corresponent al nimero 1 de la figura 33), una altra amb iogurt sense (corresponent al

numero 2 de la figura 33):

Figura 34. logurt amb bifidus Figura 35. Colonia 1 Figura 36. Colonia 2

(sense bacteri patogen)

Figura 37. Colonia 3 Figura 38. Colonia 4

Aguestes colonies que veiem a les fotografies pertanyen a la placa de la figura 34. Tots aquests

microorganismes son presents al iogurt amb bifidus.

38



Figura 39. logurt sense bifidus Figura 40. Colonia 1 Figura 41. Colonia 2

(sense bacteri patogen)

Figura 42. Colonia 3

Aquestes colonies pertanyen a la placa de la figura 39.

A continuacié es mostren imatges de la placa on vam sembrar el Bacillus subtilis barrejat amb el iogurt

sense bifidus (placa corresponent a la numero 3 de la figura 33):

Figura 43. Bacillus Subtilis + logurt sense bifidus Figura 44. Bacillus subtilis (encerclat)
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Figura 45. Bacillus subtilis al microscopi Figura 46. Bacillus subtilis + logurt sense bifidus
al microscopi
A la figura 43 veiem l'aspecte de la placa on vam cosembrar el Bacillus subtilis amb el iogurt sense
bifidus i a la figura 44 veiem l'aspecte del Bacilllus subtilis quan creix sense un altre microorganisme
competint. A les seglients dues imatges podem comparar el creixement del Bacillus subtilis al
microscopi quan creix aillat i quan competeix amb un altre microorganisme. En aquests cas veiem que
quasi no hi ha presencia del bacteri patogen a la figura 44, el que vol dir que la inhibicié per part dels

bacteris probiodtics ha estat efectiva.

A continuacié es mostren imatges de la placa on vam sembrar el Staphilococcus aureus barrejat amb el

iogurt amb bifidus (placa corresponent a la niumero 4 de la figura 33):

Figura 47. S. aureus + iogurt amb bifidus Figura 48. S. aureus (encerclat) Figura 49. S. aureus al microscopi

40



Figura 50. S. aureus + logurt amb bifidus al microscopi Figura 51. S. aureus + logurt amb bifidus al microscopi

Per ultim, una altra vegada veiem que els microorganismes probiotics han inhibit el creixement del
bacteri patogen. A la figura 48 veiem |’ Staphilococcus aureus observat al microscopi i a les figures 50 i

51 veiem dues colonies trobades a la placa numero de la figura 46.

En aquest experiment hem comprovat que en estar barrejats, la inhibicid per part dels probiotics
presents als iogurts, tant amb bifidus com sense, és més probable (es dona a totes les plaques) i major

que quan només els enfontavem posant el iogurt en un disc.

2.4. COSEMBRA DE PROBIOTICS | BACTERIS PATOGENS

2.4.1. Objectiu relacionat amb I'experiment

Amb aquest experiment volem comprovar si els bacteris patogens en conviure amb soques de
probiotics, sén inhibits més pels antibiotics que quan no ho estan o si, al haver utilitzat soques de
bacteris lactics (probiotics) resistents, la inhibici6 és menor degut a la transmissié de gens de

resisténcia per parasexualitat (conjugacid):

Analitzar una possible relacié entre els probiotics i la resisténcia bacteriana als antibiotics.

2.4.2. Disseny experimental

1. Preparacio de dilucions:

Agafem 1 ml de la solucié mare del microorganisme i els dipositem a un tub d’assaig. Després hi afegim

solucié de Ringer fins a aconseguir una concentracié d’1 en l'escala McFarland. Aquest procediment
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s’ha de repetir pels patogens i pels probiotics (bacteris lactics). En total, ens han de quedar 5 tubs per

cada patogen i uns altres 4 per cada lactic.

Figura 52. Dilucions a tubs d’assaig de els quatre bacteris patogens i els quatre bacteris lactics (probiotics).
2. Barreja de microorganismes:

Agafem 29 tubs d’Eppendorf esterils a on col-locarem 1 ml de cadascun dels microorganismes amb una
micro-pipeta. Primer passem 1 ml de cada microorganisme patogen a un tub, després fem el mateix
pels quatre probiotics (cinc tubs pels cinc patogens i quatre tubs pels quatre lactics). Per ultim, hem de
diluir tots els patogens amb totes els lactics; als vint tubs restants, dipositem cada bacteri patogen
guatre vegades, és a dir, hem de tenir 4 tubs per a cada patogen i, a aquests mateixos tubs hi dipositem
els quatre lactics a cada patogen (i.e. si tenim quatre tubs amb el patogen X, afegim a cadascun

d’aquests tubs els lactics 1, 2 3 i 4).
5

Figura 53. Dilucié a un tub d’Eppendorf.
3. Sembra de barreges.

Un cop ja tenim totes les barreges las tubs d’Eppendorf, sembrem 100 ul de les dilucions de cada tub a

qguatre plagues amb un medi TSA. Com emparem els vuit antibiotics especificats als materials,
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utilitzarem dues plaques, amb la mateixa dilucié sembrada, i hi posarem uns quatre antibiotics a la
primera placa i a I'altra, els quatre antibiotics restants. Farem dues répliques, aixi doncs sembrarem el
contingut d’un mateix tub a quatre plaques. Aquest procediment es repetira per les 29 dilucions

preparades previament.

Tuzb amb

Parogen X
f
probiotic’ Y

Parogen X
amb Probiotic Y

Patogen X

Patogen X Parogen X
amb Probiotic Y

amb Probiotic Y ), amb Probiotic Y

Reéplica I: dues plaques amb Reéplica 2: dues plaques amb
els vuit ancibiotics repartits els mateixos vuit antibiotics
entre eHes‘ repartits entre elles.

Figura 54. Representacio de la realitzacié de la sembra de I'experiment 4. Vam repetir aquest procés pels 29 tubs
d’Eppendorf cada tub. S’ha emprat com a exemple un tub amb dos microorganismes, pero aquest mateix procediment

es va realitzar igual per a cadascun dels tubs.

3. Col-locacio de discs d’antibiotics:

Els discs d’antibidotics emprats en aquest quart experiment sén els mateixos que vam emprar a
I'experiment 1. Quan ja hem sembrat totes les plagues, amb I'ajut d’unes pinces esterils, agafem el
primer disc d’antibiotic i el col-loquem a una de les plaques fins a haver-ne col-locat tots. Hem de

recordar esterilitzar les pinces sempre que col-loguem un disc, abans i després.
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Patogens cosembrats amb les lactiques i enfrontats amb
antibiotics (dues répliques i dues plaques cada réplica)
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Figura 55. Representacio grafica de les plaques emprades per realitzar I'experiment 4 amb els seus respectius
microorganismes.

2.4.3. Resultats

Al veure les plaques després d’un dia en incubacio, el primer del que ens vam adonar va ser que a les
plaques on haviem sembrat exclusivament probiotics, no vam trobar cap halo a excepcié de dos casos.
A més, en algunes plaques on hi havia dos microorganismes cosembrats (patogen + probiotic), a
vegades trobavem dos halos produits per un mateix antibiotic. 'halo més gran indica el limit del
creixement del bacteri patogen, perqué sabem que és menys resistent que el probiotic i per tant, I’halo

més petit marcaria el limit del creixement del probiotic. Aixi doncs, en aquest cas, i a diferencia de les
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plagues on només hi ha probiodtic, si que trobem un petit halo d’inhibicié pels bacteris lactics. Aixd ho
atribuim al fet d’estar cosembrats amb el microorganismes patogens, la qual cosa els pot fer més

sensibles a I'antibiotic.

Figura 56. Placa on hi ha un bacteri patogen amb un probiotic cosembrats i exposats a quatre discs d’antibiotics. E/
disc col-locat a I'esquina inferior dreta a generat dos halos d’inhibicio els quals podem diferenciar en zona més neta i
de mida més reduida assenyalada amb el numero 1 i un altra de diferent aspecte a la primera assenyalada amb el

numero 2.
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A continuacié es presenten les taules i els seus grafics respectius amb les mitjanes dels halos de les

dues repliques del bacteri patogen i els bacteris lactics (probiotics) aillats:

Amikacina |[Ampicilina [Tetraciclina (Colistina [Kanamicina [Neomicina Vancomicina Gentamicina

Pseudomonas

. 20,75 12 12 7,5 9,5 10 8,5 9,5
aeruginosa
Escherichia coli 15 20,5 20 11,5 15 14 0 18
Bacillus subtilis 22,5 20 14,5 9,5 18 15 17 0
Salmonella sp. 10,5 11 6,5 9,5 0 0 0 0
Staphylococeus | o 24,5 22 8 17 16,5 15 0
aureus

Taula 3. Mitjana de les dues répliques dels halos produits per cada antibiotic respecte cada barreja del patogen

sembrat aillat.

Patogens amb discs antibiotics

B Pseudomonas aeruginosa

35

30

25

20

1

(4]

Diametre de I'halo (mm)

1

o

(6]

Ampicilina

B Escherichia coli

“MMMMﬂlld

Amikacina

Tetraciclina

Bacillus subtilis

B Salmonella sp.

B Staphylococcus aureus

Colistina

Kanamicina

Neomicina

Vancomicina Gentamicina

Figura 57. Representacié grafica dels valors dels halos de la taula 3 proudits pels vuit antibiotics respecte de cada

bacteri patogen.

En el diagrama de barres observem que els primers quatre antibidtics (amikacina, ampicilina,

tetraciclina i colistina) tots els patogens son inhibits pels antibiotics en major o menor grau.

Contrariament, pel que fa a la resta d’antibiotics trobem certes resisténcies, sobretot en el cas de la

vancomicina i la gentamicina i especialment per part de la Salmonella.
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Amikacina |Ampicilina |Tetraciclina |Colistina |Kanamicina |[Neomicina |Vancomicina |Gentamicina

Lactqbac:llus 0 0 0 0 0 0 17 11
brevis

Lactobacillus 0 0 0 0 0 0 0 0
plantarum

Lact.obaallus 0 0 0 0 0 0 0 0
lactis

Lactobaa'l/us 0 0 0 0 0 0 0 0
paracaseis

Taula 4. Mitjana de les dues répliques dels halos produits pels antibiotics respecte cada bacteri probiotic sembrat

aillat.

Probiotics amb discs d'antibiotics
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Figura 58. Representacio grafica dels valors dels halos de la taula 4 produits pels vuit antibiotics respecte de cada

bacteri probiotic-

En el grafic podem observar que gairebé totes les soques probidtiques presenten resisténcia als
antibiotics emprats exceptuant dos casos: la vancomicina i la gentamicina en el cas del Lactobacillus

brevi.
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A continuacié es mostren les taules amb les mitjanes de les répliques dels halos trobats a les plaques

on haviem cosembrat ambddés microorganismes, patogen i probiotic:

Lactobac:!lus Amikacina |Ampicilina |Tetraciclina |Colistina |Kanamicina |[Neomicina |Vancomicina |Gentamicina
paracasei

Pseudomonas 25 15 11 11 11 12 14 24/16
aeruginosa

Escherichia 16 22 21 10 17 8 /17 0 16/13
coli

Bacillus 29/13 19 17 0 21 28/14 29/14 28/16
subtilis

Salmonella sp. 12 13 9 12 13 8 7 8,5
staphylococcus | 13 24 0 16 15 15 16
aureus

Taula 5. Mitjana dels halos produits pels antibiotics respecte cada bacteri patogen cosembrat amb el Lactobacillus

paracasei.

Patogens + Lactobacillus paracasei amb discs d'antibiotics
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Figura 59. Representacio grdfica de les mitjanes dels valors dels halos de la taula 5 produits pels vuit antibiotics

respecte de cada bacteri patogen barrejat amb el Lactobacillus paracasei.
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En aquest cas es mostra la gran majoria dels antibiotics generen halos amb els cinc patogens i que

només a la colistina i a la vancomicina s’observen resistencies, concretament pel

I’Staphylococcus aureus i I'Escherichia coli.

Bacillus subtilis,

;_:cctt;cs)baal/us Amikacina |Ampicilina |Tetraciclina |Colistina |Kanamicina |[Neomicina |Vancomicina |Gentamicina
Pseudomonas 23 13 12 11 11 12 14 25/17
aeruginosa

Escherichia 18 22 19 10 17 9/16 0 16/13
coli

Bacillus 24 19 11 0 21 28/14 29/14 28/16
subtilis

Salmonella sp. 16 10 8 12 13 8 7 8,5
staphylococcus |4 o 7 24 0 16 15 15 16
aureus

Taula 6. Mitjana dels halos produits pels antibiotics respecte cada bacteri patogen cosembrat amb el Lactobacillus

lactis.

Patogens + Lactobacillus lactis amb antibidtics
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Figura 60. Representacio grdfica de les mitjanes dels valors dels halos de la taula 6 produits pels vuit antibiotics

respecte de cada bacteri patogen barrejat amb el Lactobacillus lactis.
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Aqui es reprodueix practicament el mateix resultat mostrat a la figura 59, quan barrejavem amb

Lactobacillus paracasei, atés que tornen a apareixer resistencies front la colistina i la vancomicina per

part dels mateixos bacteris patogens.

thg‘t/tl?sbaallus Amikacina |Ampicilina |Tetraciclina |Colistina |Kanamicina |[Neomicina |Vancomicina |Gentamicina
Pseudomonas |, 12 16 11 8 21 0 23 /15
aeruginosa
Escherichia 22 20 21 10 15,5 14 0 14/10
coli
Bacillus

212 17 14 16/24 17/22 16/14 24/12
subtilis 9 0 6/ / 6/ /
Salmonella sp. 14 8 9 9 13 21 0 8
Staphylococcus | 4 7 24 0 18,5 14 14 14
aureus

Taula 7. Mitjana dels halos produits pels antibiotics respecte cada bacteri patogen cosembrat amb el Lactobacillus brevis.

Patogens + Lactobacillus brevis amb antibidtics
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Figura 61. Representacio grafica de les mitjanes dels valors dels halos de la taula 7 produits pels vuit antibiotics

respecte de cada bacteri patogen barrejat amb el Lactobacillus brevis.
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En el diagrama ara observem que novament els antibiotics als quals es presenta resisténcia son la

colistina i la vancomicina. De totes maneres, en aquest cas els bacteris resistents han augmentat, ates

gue ara també presenten resistencia a la vancomicina les Pseudomonas aeuroginosa i la Salmonella sp.

Lactobacillus Amikacina |Ampicilina |Tetraciclina |Colistina [Kanamicina [Neomicina |Vancomicina |Gentamicina
plantarum
Pseudomonas 21 14 14 12 10 16 0 23/14
aeruginosa
Escherichia 18 21 10 10 12,5 13 0 15 /12
coli
Bacillus

1/1 1 1 24 13 /24 18 /24 22 /1
subtilis 31/18 6 5 6 ,5 3/24,5 8/ /10
Salmonella sp. 14 12 9 11 13 /17 9,5/14 0 8
Staphylococeus | ¢ 11 22,5 0 16,5 14 15 6
aureus

Taula 8. Mitjana dels halos produits pels antibiotics respecte cada bacteri patogen cosembrat amb el Lactobacillus

plantarum.

Patogens + Lactobacillus plantarum amb antibiotics
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Figura 62. Representacid grafica de les mitjanes dels valors dels halos de la taula 8 produits pels vuit antibiotics

respecte de cada bacteri patogen barrejat amb el Lactobacillus plantarum.
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El grafic mostra novament el mateix patré de les figures anteriors (59, 60 i 61) donat que els els
antibiotics als quals es presenta resistencia tornen a ser la colistina i la vancomicina, tot i que ara el

Bacillus subtilis ha passat a tenir certa sensibilitat a la colistina.

Com a discussio general d’aquest ultim experiment, en primer lloc podem dir que es demostra que els

probiotics emprats presenten més resisténcies als antibiotics que els patogens.

En segon lloc, els resultats front I'ampicil-lina, la tetraciclina i la colistina no han variat respecte
I'experiment on els patogens estaven sols (sense cosembra amb probiotic). Un altre cas en que no hem
pogut comprovar diferencies és el de I'Escherichia coli ja que no és inhibida per la vancomicina quan
esta aillada i en estar cosembrada amb els probiotics tampoc no és més sensible a aquest antibiotic; és

a dir, continua sent igual de resistent.

En tercer lloc, en les plaques cosembrades amb probiotics s‘observa que la resistencia d’alguns
patogens front alguns antibidtics ha disminuit en alguns casos mentre que en d’altres ha augmentat.
Aix0d concretament s’observa amb la gentamicina, que té més efecte inhibidor per les Pseudomonas, el
Bacillus subtilis, la Salmonella, i I'Staphylococcus aureus quan estan cosembrats amb els probiotics amb
la kanamicina, amikacina i neomicina on sempre es genera un halo de mesura considerablement major
guan hi ha preséncia d'ambdds microorganismes. Contrariament, I'ampicil-lina té menys efecte contra i
I’'Staphylococcus aureus i la colistina i la vancomicina deixen d’inhibir totalment certs patogens quan els

probiotics eren presents.

Amb tot aix0 podem dir que el fet de que el probiotic estigui present pot beneficiar (reduint la
resistéencia del patogen) o perjudicar (augmentant la resisténcia del patogen) depenent de I'antibiotic
que s’estigui fent servir i del patogen que es vulgui combatre. Potser als casos on hem vist una reduccié
de I'halo hi hagi hagut intercanvi de gens de resisténcia (assumint que els probiotics emprats ho eren) i,
per algun motiu, no s’hagi donat aquest fenomen a aquells casos on hem vist un increment de la mida
d’aquest. En els casos on s’ha reduit la resistencia ho podem atribuir a la competéncia entre ambdés

tipus de bacteris (patogens i lactics).
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DISCUSSIO

Hem pogut comprovar que la major part dels probiotics -en concret els bacteris lactics presents a
determinats aliments, medicaments o suplements dietétics-, sén capacos de reduir la proliferacié
d’altres bacteris patogens, perd que de totes maneres la inhibicidé produida pels antibiotics és sempre
molt més efectiva i fiable. Cal destacar que també s’ha evidenciat que els aliments enriquits amb

bifidus no tenen perque donar una major proteccio front el control del creixement de patogens.

Tot aix0 ha quedat demostrat perquée quan hem enfrontat bacteris patogens i discs de bacteris lactics
(probiotics) es generen petits halos que, a la majoria de casos, sén significativament menors que els
produits pels discs d’antibiotics. A més a més, els halos generats a partir de discs de iogurt no son tan
transparents com els de bacteris lactics o els d’antibiotics, sind que es mostren com una zona
transllucida diferenciada de la resta de la placa que conté petites quantitats de patogen més altres
bacteris propis del iogurt. La poca quantitat de patogen en aquesta zona propera al disc sembla indicar
que el seu creixement es troba inhibit per la presencia dels bacteris lactics propis del iogurt. Per altra
banda, la diferéncia en mida dels halos del iogurt amb bifidus i del iogurt sense bifidus és inapreciable,
per tant podem dir que, de cara a minimitzar el creixement de bacteris patogens, ambdds tipus de

iogurt tindrien un efecte semblant, malgrat es venguin diferéncies comercials entre ells.

En les observacions al microscopi de les sembres i tincions dels iogurts barrejats amb bacteris
patogens, es torna a corroborar la preséncia d’abundants bacteris lactics del iogurt front només una
petita proporcié del bacteri patogen. Novament aixd demostra que els probiotics presents al iogurt han
estat capacos d’inhibir el creixement dels bacteris patogens. Altrament, excepte en algun cas particular,
aquests resultats no han mostrat diferencies significatives entre el iogurt enriquit amb bifidus i el iogurt
sense bifidus, la qual cosa indica de nou que no podem dir que tots els aliments que continguin
probiotics del génere Bifidobacterium siguin més efectius per evitar el creixement de bacteris

patogens, sind que aquesta efectivitat dependra del bacteris que vulguem inhibir.

Respecte al risc del pas de gens de resisténcia a antibiotics des de determinats bacteris probiodtics a
bacteris patogens els resultats obtinguts també son interessants. En comparar els halos de les plaques
on només haviem sembrat bacteris patogens amb els halos de les plaques on els haviem cosembrat

amb probiotics hem comprovat que, malgrat que aquests probiodtics concrets presentaven resisténcia
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als antibiotics, el diametre dels halos generats a les plaques on es trobaven ambdues espécies de
bacteris tendia a augmentar; és a dir, el bacteri patogen creixia amb més dificultat (Swidsinski, A.
2016). Potser el fet de que aquests probiotics siguin resistents fa que, com que no sén inhibits pels
antibiotics, en competir amb els patogens, els quals el seu creixement si que és inhibit per I'antibiotic,
sigui molt més facil pel probiotic sobreviure i inhibir encara més el creixement del patogen. Tot i aixo,
cal mencionar que és possible que, deixant conviure els microorganismes durant més temps podria
haver transmissid de gens per mecanismes de parasexualitat i els patogens podrien haver acabat sent
resistents també als antibiotics (Rolain JM, 2013) (Sharma P, 2014). Sabent que aquestes soques
emprades en aquest experiment es venen com a probiotics s’hauria d’anar amb compte a I'hora de
consumir-les. Un altre factor que hauriem de tenir present és que tal com emprant probiotics resistents
el seus gens de resistencia poden ser transmesos als probiotics, si prenem molt probiotic també
augmentem el risc de pas de resisténcies (de patogens a probiotics en aquest cas) i que al final els
probiotics no resistents als antibiotics també s'acabaran exhaurint, la qual cosa és un nou risc per a la

salut.

Aixi doncs, atés que hem vist com el patdogens en convivencia amb probiodtics tendeixen a créixer menys
en la majoria de casos, podem arribar a la conclusié que prendre probiotics pot ajudar a combatre o
disminuir el risc d’infeccié bacteriana i frenar el creixement del patogen sempre i quan aquest ultim es
trobi en poca quantitat. Cal tenir en compte que a les experiéncies realitzades en aquest treball, la
concentracid dels bacteris patdgens era més aviat reduida i similar a la dels probiotics. Si haguéssim
realitzat els experiments amb concentracions més altes de patogens probablement la inhibicio per part
dels probiotics hauria estat molt menor. Aixi doncs, en casos greus d’infeccid el probiotic pot no ser de
gran ajuda, perod en cas de prevencié o infeccié lleu si que poden resultar molt efectius. Malgrat d’aixo,
segons els resultats, també cal tenir present que si es decideix prendre un probidtic mentre s’esta
rebent un tractament antimicrobia no és adequat qualsevol probiotic, sind que ha de ser un que s’hagi

demostrat que inhibeix el patogen en qliestio.

A banda de I'ajut que ens ofereixen els probiotics (en medicaments, suplements dietetics o formant
part d’alguns aliments) per lluitar contra bacteris patogens, queda demostrat que els antibiotics son la
manera més efectiva de combatre les infeccions bacterianes i que no sén substituibles per cap

probidtic. Es per aquest motiu que és tan important que fem un Us responsable d’aquests
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antimicrobians, atés que ara mateix son I'Unic mitja fiable per tractar aquestes infeccions i estem en

risc de perdre la seva funcionalitat per 'aparicié de multitud de noves resistéencies.
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CONCLUSIONS

1. Els probiotics inhibeixen, mitjancant competéncia, el creixement dels bacteris patogens encara que

d’una manera menys efectiva que els antibiotics.

2. Els productes alimentaris que contenen probiotics poden tenir un efecte preventiu o antimicrobia en

el cas de que la infeccid bacteriana es trobi en un estat inicial.

3. Els iogurts enriquits amb probiotics del génere Bifidobacterium no inhibeixen més el creixement de

bacteris patdogens que els iogurts que no en tenen, malgrat que ens poden afavorir en altres aspectes.

4. Prendre probiotics a la vegada que s’esta rebent un tractament antimicrobia amb antibiotics pot
ajudar a combatre el bacteri causant de la infeccid i a la vegada repoblar la microbiota malmesa per

I'efecte del farmac.

5. S’ha de tenir en compte que a la llarga poden donar-se transferéncies de gens de resistencia als
patogens si el probiotic que s’esta consumint és resistent als antibiotics, malgrat que en periodes curts

de convivéncia no sembla que hi hagi cap risc en aquest sentit.

6. Malgrat el seu efecte inhibidor, no tots els probiotics redueixen el creixement bacteria de qualsevol

patogen de manera que el seu us no pot ser indiscriminat front totes les infeccions bacterianes.

7. La poblacié que consumeix probiotics en forma de medicament, complement dietétic o bé afegits
artificialment a determinats aliments, hauria de tenir en compte que aquests no sempre son efectius
per ajudar a combatre infeccions bacterianes i que inclis poden arribar a ser contraproduents si

aquests contenen gens de resisténcia als antibiotics.
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ANNEXOS

1. Vortex

Font: Cole-partner

2. Nansa Digralsky

Font: Detlab

3. micro-pipeta

Font: Quimi-lab

4. Bec de Bunsen

Font: Tecnylab

5. Hisops

Font: Raovet

6. Portaobjectes

Font: Besience

7. Provetes a una gradeta

Font: Wikipedia

8. Placa de petri:

Font: Mercado libre
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9. escala de McFarland

Font: Vikipédia

10. Nansa de Kolle

Font: Mercalab
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11. Antibiograma emprat per I'experiment 1:
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