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ANTIBIOTICS NATURALS Un metode antimicrobia niés eficac?

INTRODUCCIO

El meu interés per la ciencia va comencar a linici dels meus estudis d’educacio
secundaria obligatoria. Des de llavors, he mostrat una gran curiositat per totes les
malalties i les investigacions possibles per la seva cura. Aixi, al comencar batxillerat, tenia
clar que la biologia seria la ciencia a partir de la qual continuaria el meu cami tant a
'aprenentatge com a la recerca. Amb l'ajuda de la meva tutora del treball de recerca he
pogut trobar un tema interessant, amb el qual podré desenvolupar i aprendre conceptes
nous i, potser, arribar a decidir-me sobre I'ambit de la cieéncia que vull estudiar. Per ultim,
he de dir que aquest treball em motiva a lluitar pel que realment vull: la investigacio i la
ciéncia. Tinc fam d’aprendre, d’arribar a ser algu important i d’aconseguir tots els éxits que

m’he proposat des de la meva infantesa.

A I'hora d’escollir el tema a partir del qual desenvoluparé el nucli del treball, m’he centrat
en I'estudi dels antibidtics naturals envers els sintétics, degut a que em sembla interessant
comprovar la suposada i tan comentada eficacia dels antibiotics naturals. Des del seu
descobriment, I'Us indiscriminat dels antibiotics a la practica médica ha provocat, entre
d’altres mals, el desenvolupament de soques bacterianes resistents. La veritat és que
sempre he pensat que a vegades ens oblidem de les magnifiques bondats que la
naturalesa té per oferir-nos. Sincerament, crec que els antibiotics naturals poden ser molt
eficacos i que els sintétics han provocat més problemes dels que se suposa que haurien
d’haver resolt, doncs molts bacteris han desenvolupat una gran resistencia, i només
aquells més potents funcionen. Es per aquest motiu que comprovaré leficacia d’un
antibiotic natural envers un de sintétic i emmarcaré, doncs, la investigaci6 amb I'Us dels
antibiotics naturals a la nostra societat i I'Us incorrecte que es fa dels antibidtics sintétics.
Els objectius principals del meu treball sén:
-  Comparar l'efecte del diferents antibiotics sintétics i un de natural, enfront
dos tipus de colonies bacterianes.
- Comprovar l'existéncia de soques bacterianes resistents a determinats

antibiotics o a d’altres compostos antimicrobians o biocides com el triclosan.

Per assolir-los hauré de treballar els seguents objectius:

- Coneixer els principals grups de bacteris i les seves caracteristiques.
~ 3 ~



ANTIBIOTICS NATURALS Un metode antimicrobia niés eficac?

Coneixer les caracteristiques i els mecanismes d’actuacié d’un agent patogen.
Estudiar els mecanismes d’actuacio dels antibiotics.

Entendre qué és un biocida i el mecanisme d’actuacié del triclosan.

Estudiar I'eficacia que tenen el triclosan (biocida), el propolis (antibiotic natural) i
I'amoxicil-lina (antibidtic sintétic) enfront M.luteus i E.coli.

Destacar i comprovar el risc que comporta el mal Us de les substancies
antimicrobianes i el consequent increment de soques bacterianes resistents, tot
prenent consciencia del paper dels antibiotics i del seu Us racional.

Tenir la possibilitat d’'una petita presa de contacte amb la técnica del cultiu
bacteria: técnica rutinaria en els laboratoris de microbiologia.

Coneixer I'is que es fa dels antibiotic al meu municipi.

Abans de posar en marxa el meu treball, es necessari plantejar-me les segtients hipotesis:

Objectiu 1:

Potser el propolis és igual o més eficac que I'amoxicil-lina i el triclosan
enfront M.luteus i E.coli.

Potser el propolis és menys efica¢c que I'amoxicil-lina i el triclosan enfront
M.luteus i E.coli.

Potser el propolis no és efica¢ enfront els dos bacteris estudiats.

Objectiu 2:

Potser E.coli i M.luteus adquireixen resisténcia als antibiotics i altres

substancies antimicrobianes com I’alcohol i el propolis.

Per ultim, cal dir que el treball esta estructurat de la segiient manera:

En primer lloc, desenvoluparé la part teorica, tot explicant les caracteristiques
sobre els bacteris, els antibiotics i els biocides. Aixi com aprofundiré I'objecte
d’estudi amb els bacteris: E.coli i M.luteus; els antibiotics: amoxicil-lina i propolis; i
els biocides: alcohol i triclosan.

Després realitzaré la part experimental per corroborar o refutar les hipotesis
formulades.

Finalitzaré amb les conclusions de la part experimental i del treball.

~4 ~
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1.BACTERIS

1.1 QUE SON?

Els bacteris sén uns microorganismes unicel-lulars procariotes®, que pertanyen al regne
monera®. Poden formar coldnies, és a dir, agrupacions d’un gran nombre de cél-lules

bacterianes. No sén visibles a ull nu.

Els bacteris son realment importants, ja que van ser els primers organismes en apareixer
al planeta Terra fa uns 3500 milions d’anys, adaptant-se a tots els canvis que hi ha hagut
des de llavors. Dins aquest grup, trobem una gran varietat de formes de vida i habiten
gualsevol lloc, tot exercint un paper fonamental en els ecosistemes, degut a la gran
diversitat de metabolismes. Cal dir que estem en contacte directe continuament amb ells,
especialment perqué també viuen a la nostra pell i a les nostres mucoses dels aparells

respiratori, genital i digestiu.

Alguns bacteris sén autotrofs®: uns fotosintetitzadors i d’altres obtenen I'energia a
partir de la descomposicié de sals minerals. Molts sén heterotrofs*. En quant a la
necessitat d’oxigen per viure, hi ha bacteris aerobis® i anaerobis®. En trobem també
aquells que poden sobreviure a temperatures extremes o en condicions d’alta salinitat o
acidesa, que cap altre organisme no suportaria. Per ultim, és caracteristica d’aquest grup

la gran rapidesa de reproduccio.

En comparacio a la cél-lula eucariota, a la procariota li manquen molts organuls. Cal

dir que els bacteris s6n realment petits (1-8um). A continuacio, es mostren les seves parts:

1 N . . . . . R , .
Les cél-lules bacterianes son procariotes, ja que el seu material genétic es troba en una sola cadena d’ADN i no tenen
nucli diferenciat.

“Regne biologic que compreén la majoria dels éssers vius amb una estructura cel-lular procaridtica

3Organismes gue produeixen la materia organica amb la qual es nodreixen a partir del dioxid de carboni o altres formes
inorganiques del carboni (C).

4Organismes que obtenen el carboni (C) per mitja dels éssers vius, utilitzant com a font la matéria organica.
5Organismes que necessiten viure en preséncia d’oxigen.

6Organismes que viuen en abséncia d’oxigen.

~5~
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Paret bacteriana: capa d’estructura rigida localitzada a la part externa de la cél-lula,
concretament a I'exterior de la membrana plasmatica. La seva funcié és la d’actuar com a
compartiment cel-lular intervenint en totes les relacions de la cel-lula amb I'entorn, a més

de protegir els continguts de la cel-lula.

Membrana plasmatica: embolcall cel-lular que permet I'intercanvi de substancies
entre el medi intracel-lular i extracel-lular, composta principalment per lipids i

proteines.

Citoplasma: Medi aquds intracel-lular, amb una aparenca d’emulsié col-loidal, per

on s’estenen el organuls i els permet moure’s.

Ribosoma: Organul globular de dues subunitats amb la funcié de sintesi de

proteines.
Paret balcteliala

ADN: Informacié genética de

Membrana plasmatica

la cél-lula.

Cito plasma

__Ribosomes

Capsula: Es tracta d’'una
capa d’aparenga mucosa i

estructuralment rigida, que  Capsula

envolta la paret bacteriana, soma

formada per pO|IS&C8.I’IdS. Figura 1: Les parts d’un bacteri

Mesosoma: Invaginacio de la membrana plasmatica de les cel-lules procariotes. Té
un paper imprescindible en la formacio de la paret cel-lular durant la divisio cel-lular

i en la replicacio i la distribucié de cromosomes.

Flagel: Prolongacié de la paret bacteriana, a partir del qual el bacteri es pot

desplagar, mitjangant el moviment d’aquest.

Vacuol: Vesicula de grandaria i nombre variable que es troba en cél-lules animals i
vegetals, i que esta delimitada per una membrana, la qual conté substancies en

dissolucio i regula la pressié osmotica de les cél-lules.

Fimbries: Estructures en forma de tubul, petites i fines, transmissores d’informacio
genetica.
~6 ~
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1.2 TIPUS DE BACTERIS EN FUNCIO DE LA PARET BACTERIANA

Entre totes les substancies que conformen la paret
bacteriana, el component més destacat és el peptidoglica Grampositiu

també anomenat mureina’. En funcié d’aquests components M piesmatica
L. , . Espai periplasmic
caracteristics de l'estructura de la paret, els bacteris es
Peptidoglica
comporten de diferent manera i poden ser classificats de la

seguent forma:

Membrana plasmatica

- Bacteris grampositius: sén aquells bacteris que a Espai periplasmic
Peptidoglica

'exposar-se a la tinci6 Gram?®, queden tenyits de

Membrana externa

color violeta, com a resultat de tenir a la seva paret

Figura 2: Estructura de la paret
bacteriana en funcio de si el bacteri és

- Bacteris gramnegatius: son aquells bacteris que a grampositiu o gramnegatiu

diverses capes de mureina.

'exposar-se a la tinci6 Gram, s’observa el color rosa, com a resultat de tenir a la

seva paret una Unica capa de mureina, ja que aquesta no queda tenyida.

Cal dir que aquesta classificacio té vital importancia, ja que els antibidtics actuen sobre

aguesta paret.

1.3 TIPUS DE BACTERIS SEGONS LA SEVA NUTRICIO |
METABOLISME

Els humans compartim molts aspectes amb els bacteris, especialment en la bioquimica i el
metabolisme®. Tot i aixi, la variabilitat i la versatilitat metabdliques dels bacteris sén tan
magnifiques i extraordinaries que els ha permes colonitzar gairebé tots els medis del
planeta. Aixi cada bacteri necessita uns nutrients caracteristics, una quantitat d’oxigen

adequada i una temperatura, un PH i una humitat optimes.

7 N . N - . N .
Macromolécula formada per certs aminoacids i monosacarids que es van repetint per formar la paret cel-lular

bacteriana.
8 Veure glossari (la tincié Gram) a I'annex 1.

9Conjunt de reaccions quimiques que pretenen aconseguir la matéria i I'energia necessaries per mantenir I'estructura i la

dinamica cel-lulars.

~7 ~
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Tots ells, per poder dur a terme les funcions vitals necessiten constantment una font de
carboni i d’energia i aixi obtenir ATP'® i matéria en les seves rutes metaboliques: és

'anomenat procés de catabolisme.

FONT D’ENERGIA
ENERGIA ALLIBERADA EN LES

FONT DE CARBONI LLUM (fototrofs) REACCIONS QUIMIQUES
(quimiotrofs)

Quimioheterotrofs

. L Fotoheterotrofs ) ] ] o
Matéria organica Bacteris aerobis, bacteris anaerobis i

. Bacteris vermells i verds no del ) ) )
(heterotrofs) bacteris facultatius: Micrococcus

sofre: Rhodospirillum, chlorobium.

luteus i Escherichia coli.

Fotoautotrofs
Bacteris vermells i verds del sofre Quimioautotrofs
Materia inorganica (fotosintesi anoxigénica): Bacteris incolors del sofre i bacteris
(autotrofs) Chromatium. oxidants del ferro: Beggiatoa i
Cianobacteris (fotosintesi Leptotrix.

oxigenica): Spirulina

Taula 1: Classificacio de bacteris en funcio de la font de carboni i energia que prenen com a
l'inici de les seves rutes metaboliques.

D’aquesta manera, trobem bacteris que com a font d’energia prenen la llum del sol,
mentre que d’altres utilitzen I'energia alliberada en les reaccions quimiques; i els bacteris

que com a font de carboni prenen la matéria organica, mentre que d’altres necessiten la

materia inorganica:

10 . . o N e . P .
Energia indispensable i necessaria per sobreviure en tots els éssers vius.

~8 ~
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1.4 CLASSIFICACIO MORFOLOGICA BACTERIANA

En quant a la forma, els bacteris poden ser:

Cocs: bacteris morfologicament esferics, de mida inferior als bacils. A vegades

apareixen aillats o de dos en dos (diplococs), de quatre en quatre (tétrades), etc.

Bacils: bacteris de forma allargada i cilindrica similar a un bastonet o a una barra.
Els podem trobar en forma de cadenes lineals o ramificades. Hi ha variants dels

bacils (figura 4).

Altres: bacteris que no tenen una forma o classificacio6 fixa o definida.

Cocs Bacils Altres
Diplococs  Estafilococs — ooy
Cocs  Diplococs o apsuiats ( ) ) e
‘ Preumococous St e ; Basto allargat
Cocobacils Bacils V.V Vo Pusobacterium
(Y ‘
‘l/ \ ‘ | | A \ ( (.,./
o g N Wbrio Forma de coma
Diplobacils Ralissades Bdelovibrio
— - - — - —a. o ..“\\-—.. ‘_\_//""\I
Estreptococs . = el Nttt N < Barra amb garrot Helicoidals
Sarcines Tetrades B“?Ptobadls Corynebacteriaceae H;{»)mbaur
pyon
Figura 3: Variants dels bacteris cocs Figura 4: Variants dels bacteris bacils Figura 4: Altres formes

bacterianes

1.5 CLASSIFICACIO ECOLOGICA BACTERIANA

També podem classificar els bacteris segons I'impacte que tenen als diferents medis:

Bacteris patdgens o parasits: son els bacteris responsables de moltes malalties
infeccioses com la tuberculosi i la pneumonia, al produir toxines que destrueixen o
paralitzen les cel-lules de diferents aparells del cos. Moltes vegades, també afecten
el sistema nerviés. Alguns patdogens no produeixen infeccions, pero si que
comporten consequéncies negatives al nostre cos, com els causants d’alguns
avortaments espontanis en els primers tres mesos d’embaras, tant en animals com
en dones. En aquest grup es troben els bacteris amb els quals realitzaré la meva
investigacio a la part experimental: E. coli i M. Luteus (en alguns casos és un

possible patogen).
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- Bacteris simbiotics: son els bacteris imprescindibles portadors de molts beneficis
per la salut, com el creixement, la digesti6 i la immunitat. Sense ells, un nadé tindria
moltes dificultats per sobreviure al mén exterior. Participen en processos vitals, a

més de ser responsables de la produccié de la vitamina B1,™.

- Bacteris alimentaris: Bacteris presents als aliments dels humans. Alguns son
inofensius i necessaris per la realitzacié d’aliments com el formatge; altres alteren
el color, l'olor, el gust o la textura; i, per ultim, trobem els patogens productors de

intoxicacions i toxiinfeccions alimentaries com la Salmonel-la*?.

1.6 REPRODUCCIO | GENETICA BACTERIANA

Els bacteris es reprodueixen per reproduccio asexual, és a dir, sense la necessitat d’un
altre individu. Ho fan mitjancgant la biparticid, dividint-se de dos en dos. Aquest mecanisme

de reproduccié comprén dues fases:

- Fase de repos: durant aquesta fase '’ADN nuclear, el
motor de la divisi6 cel-lular, es manté proper al

mesosoma central.

- Fase activa: aguesta fase s’inicia amb la duplicacié del

material genétic, és a dir, quan s’elabora una nova

molécula d’ADN idéntica a l'original que s’unira al L '

Figura 6:Biparticié d’un bacteri
mesosoma, el qual al tancar-se, separara el citoplasma

en dos i repartira la informacid genética a parts iguals per donar lloc a les cél-lules

filles, amb cadascun dels components del nucli bacteria i del citoplasma.

Finalment, es formen els nous sectors de la paret cel-lular en el seu interior, donant lloc a
dues noves cel-lules totalment constituides. La biparticié, perd, no comporta la mescla
d’ADN entre dues cel-lules distintes, tot i que hi ha diversos processos anomenats

mecanismes parasexuals que s’encarreguen de fer-ho. Es descriuen tres:

"Vitamina productora de I'energia cel-lular, la sintesi de ’ADN i la fabricaci6 d’acids grassos.

12 N N . . . . .
Genere bacteria caracteritzat per ser bacils gram negatius, anaerobis facultatius, amb flagels que rodegen al

microorganisme i no desenvolupa capsula ni espora.

~10 ~
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- Transformacié: Consisteix en el procés de captaci6 d’ADN lliure al medi,
procedent d’un altre bacteri, a causa de la seva lisi, la qual comporta una particio de
la membrana cel-lular i la consequent alliberacié de la informacié genetica a

I'exterior cel-lular, que s’incorporara al seguent ADN bacteria.

ADN transformant

A { ,_/ .
) ] 7N
lJ ;’-""f ,:”

4 &

v ~
Y3 )
La cél-lula receptora capta del meda 'f ' —h f

I Cromosoma f r,,f // 4 f
ADN lliure procedent d'una altra . _""-——-___‘f_‘._ i r fc(f )
g bactenia ] ﬂj v 4 \ { ¢
Ilu :‘/;’ @ L\

cel-lula,

Esquema 1: Procés de transformacio bacteriana

- Transducci6: A través d'un bacteridfag, un virus que infecta bacteris, es
transmeten fragments d’ADN d’un bacteri a un altre, amb la informaci6é genética de

I'ultim bacteri que ha parasitat.

Esquema 2: Procés de transduccié bacteriana

- Conjugacio: A través de les fimbries dels bacteris, es passen fragments d’ADN
d’'un bacteri donador a un altre de receptor. El procés és el seguent: els bacteris
donadors transfereixen uns plasmidis®® F* portadors d’uns gens per fabricar les
fimbries i fan que els bacteris F* ( que no tenen plasmidis) al conjugar.-se amb els
portadors, passin a ser F.

PILI CEL-LULA REPLICACIO DE

. REPECTORA F- L'ADN

- — p—— m——— —/’-—d_'_ -~

1<K -
Es realitza contacte fisic entre “\'r. \_.' o ;- ] | —+ . ) ({‘_Jg;" u‘f}a f’:‘:
la cél-lula donant i la receprora T —
tranferint-se un plasmidi e —————— P _

. CEL-LULA 5= i e
DONANT F+ { Q) Ol + @ l\ “D
CEL-LULA F- CEL-LULAF+

Esquema 3: Procés de conjugacio bacteriana

13 \ . " . . . s
Molécula d’ADN propia dels procariotes, que es replica independentment del cromosoma. Els plasmidis aporten
gens funcionals que no es troben als cromosomes i solen ser els responsables de les resisténcies als antibiotics o

aportar ruta metabolica per a aprofitar substrats.
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1.7 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli és l'espécie principal i caracteristica dels microorganismes aerobics i

facultatius® que es troba al tracte gastrointestinal
dels animals de sang calenta i que s’acaba
eliminant a través de I'expulsié dels excrements no
absorbits durant la digestio (femta), a I'exterior. E.

coli

contingut total de bacteris en aquest lloc del cos

representa una molt petita proporcidé del |

ESCHERICHIA COLI

huma, en comparacio, per exemple, a alguns

anaerobis, els quals s6n molt més abundants a

I'intesti gros. Tot i aixi, com que destaca per la seva

presencia regular a l'intesti i en la femta, E. coli és

utilitzada com indicador de contaminacié fecal.

Degut a que també és pot trobar en el medi

ambient, aquest bacteri colonitza l'intesti huma

adherint-se al moc que el recobreix, durant les

primeres 40 hores després del naixement podent

persistir indefinidament, al ingerir aliments o beure

aigua, encara que també s’obté directament d'altres

individus en contacte amb el recentment nascut.

Presenta les segients caracteristiques:

1.7.1 CARACTERISTIQUES MORFOLOGIQUES
FISIOLOGIQUES

- Bacil curt

- Tincié de gram rosa-> gram negatiu

- Sense espores

- Mobils gracies a flagels que té incorporats

- Mesures: 0’5 y d’amplaria x 0’3 p de llargaria

- Productors de les vitamines B i K

Regne Bacteria
Filum Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genere Escherichia
Espécie E. coli (E. Freundi)
| Taula 2: Classificacio taxonomica d’E. coli
’ P ~ ./, 1 = ‘ 7
; ~\N v, : S
A m ] ' J - 0\\&
W ./.} p
-') ¥ w S5
[ 4 7 § 0
._}'— LSRG : - L T
1 < '31‘?"‘7'3 { 3
e k. % Y A .
- A——':; ,.’\
B "r?}: 10 um
~ el &
Figura 7: Tinci6 de Gram d’E.coli
negativa

14 . . . . N . N . s s
Bacteris que poden adaptar-se per créixer i metabolitzar substrats tant en preséncia com en abséncia d’oxigen.
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- Reacci6 catalasa positiva™
- Reacci6 oxidasa negativa™®

Reductor de nitrats!’ a nitrits'®

1.7.2 CARACTERISTIQUES NUTRITIVES

- Versatil, facilment adaptada al seu ambient
- Fermenta glucosa i lactosa amb produccié de gas
- Anaerobi facultatiu que creix a un pH optim entre 6-7 i uns 37°C de temperatura.

1.7.3 PODER PATOGEN

E. coli és una espécie bacteriana molt important en diversos ambits de la ciéncia,
'economia i la medicina. Algunes soques d’E. coli sén patdgens, amb la capacitat de
causar diverses malalties i infeccions, tant en humans com en animals; la majoria, en
canvi, no ho sén i beneficien I'hoste tot sintetitzant cofactors que el protegeixen de la
invasi6 per part daltres organisme patogens. El mecanisme d’acci6 d’E. coli es
caracteritza principalment per afectar a la mucosa intestinal (on apareixen els bacteris),

formant una alteracio a I'estructura de les microvellositats.

Entre les infeccions que pot causar, en trobem d’enteriques (diarrea, disenteria, colitis
hemorragica, etc.) o d’extraintestinals (infeccions urinaries, bacteriemies o septicémia,

meningitis, peritonitis, infeccions pulmonars i de ferides).

®Enzim que es troba en organismes vius i accelera la descomposicié del peroxid d'hidrogen (H20,) en oxigen i aigua.

(Veure reacci6 al glossari de I'annex 1).

% Enzim gue accelera una reaccié d'oxidacio/reduccié emprant oxigen molecular (O2) com acceptor d'electrons, de

manera que l'oxigen es redueix a aigua (H20) o peroxid d'hidrogen (H20). (Veure reaccid al glossari de I'annex 1).
sal de I'acid nitric, amb un i6 compost per un atom de nitrogen i tres d'oxigen (NO3).

'8 16 de la sal de I'acid nitric, compost per un atom de nitrogen i dos d’oxigen (NO3).
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1.8 MICROCOCCUS LUTEUS

Micrococcus luteus és un bacteri amb les segiients caracteristiques principals:

- Caracter no patogen, majoritariament. MICROCOCCUS LUTEUS

- 0’5 ym de diametre.
- Bacil grampositiu amb la paret bacteriana

gruixuda i rigida.

A més, és un microorganisme saprofit, per la qual cosa

CLASSIFICACIO CIENTIFICA

) ) _ . Regne Eubacteria
obté els nutrients absorbint els components organics . : :
- . . Filum Actinobacteria
solubles de la matéria organica no viva. En quant al
. . R Ordre Actinomycetales
medi en el que es troba, poden viure tant al sol, com a la
- , e Familia Micrococcaceae
pols, 'aigua (amb poca o gran quantitat de sal), l'aire i
com a part de la flora que es troba a la pell dels Genere e
mamifers, a més de colonitzar el revestiment de la boca, Especie | Micrococcusluteus

les mucoses nasals, I'orofaringe i el tracte respiratori Taula3: Classificacio taxonomica de M.luteus

superior, entre d’altres parts dels humans.

Un aspecte important a destacar és que M. luteus es podria considerar com a un cert

patogen oportunista, ja que és perillés en persones immunodeficients, com els malalts de

VIH, en les quals el sistema immunitari és incapa¢ de desenvolupar una resposta

immunologica davant un antigen estrany i com que I'organisme es troba vulnerable, poden

arribar a patir infeccions greus.
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2. ANTIBIOTICS

2.1 QUE SON ELS ANTIBIOTICS?

Un antibiotic és una substancia quimica o natural que es

comporta com un agent antimicrobia, tot eliminant o inhibint el P

creixement de bacteris, de manera que pot prevenir o curar ‘:»f?}

malalties. Destaquen per un alt pes molecular, a més de Sye w8 o

- I

coneixer-se més de 5000 antibiotics. ) L
Figura 8: Antibiotic

Aquestes substancies sdn necessaries quan una persona no pot controlar I'antibiosi per si
sola, és a dir, quan les propies defenses immunitaries com els leucocits™®, no sén capaces
d’atacar, afectar i oposar-se a la vida dels microorganismes infecciosos, tot eliminant els

efectes que provoquen aquests ultims.

2.2TIPUS D’ANTIBIOTICS

En quant als tipus d’antibiotics, en trobem tres:

- Antibiotics naturals: plantes o animals eficacos en la medicina alternativa, ja que
actuen com un antibiotic. Tenim com a exemple el Propolis, a partir del qual
realitzem I'experimentacié del treball; o el Gingebre. Aquest ultim afecta al bacteri

Escherichia Coli, provocador de gastroenteritis.

.&'

~ PROPOLEC

......

g, PROPOLIS

d &

Figura 9: Gingebre Figura 10: Propolis

19 . . - , . s , .
Conjunt de cél-lules sanguinies que s'encarreguen de la resposta immunitaria, encarregades de defensar I'organisme
contra substancies estranyes o agents infecciosos (antigens).
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- Antibiotics biologics: antibiotics obtinguts a partir del cultiu d’'un microorganisme.
Conformen el 90% de tot els antibiotics, els quals sén produits per bacteris o fongs

que produeixen la substancia i després I'envien fora de la cél-lula.

- Antibiotics sintétics: antibiotics sintetitzats al laboratori, tot fabricant molecules
amb el proposit que tinguin un efecte semblant a les biologiques, i que per tant
actuin destruint o inhibint el creixement de determinats bacteris. Es un exemple

I’Amoxicil-lina, sobre la qual realitzem I'experimentacié del treball.

2.3EFECTE DELS ANTIBIOTICS SOBRE BACTERIS

Els antibiotics també estan classificats segons el mecanisme d’accié que tenen, és a dir

segons la manera d’actuar enfront els bacteris. Aixi, trobem:

- Antibiotics que afecten la paret cel-lular: s’encarreguen de que la paret cel-lular
d’un bacteri es construeixi debil, impedint la sintesi de tots aquells elements que la
componen, de manera que s’acaba degradant fins que el microorganisme mor. Sén

exemples les penicil-lines com I'amoxicil-lina.

- Antibiotics que afecten la membrana cel-lular: s’encarreguen de mantenir
obertes les proteines que composen la membrana, un cop les ha bloquejat. Per
tant, perden la seva funcio i les cel-lules moren al no poder realitzar un procés
metabolic necessari, per I'abséncia d’aquestes proteines. Els sulfonamides sén un

grup d’antibidtics d’aquest tipus.

- Antibiotics que intervenen en la fabricacié o sintesi de proteines: Afecten al

procés vital de la traducci6®

, tot impedint que es llegeixen bé els aminoacids a
'hora de sintetitzar una proteina. La tetraciclina, un antibiotic del grup dels

tetraciclines, és un exemple.

- Antibiotics que afecten la sintesi i estructura dels acids nucleics: Intervenen
en el procés de replicacio d’informacié genética, és a dir, de ’'ADN, inhibint la copia

idéntica d’ell mateix. El norfloxacino és un antibidtic d’aquest tipus.

20 .
Veure glossari a I'annex 1

~16 ~



ANTIBIOTICS NATURALS Un metode antimicrobia miés eficac?

2.4 RESISTENCIA ALS ANTIBIOTICS

Molts bacteris, a través de mutacions i altres mecanismes, adquireixen resisténcia als
antibiotics, alhora que fan dificultosa I'eliminacié de les infeccions. Es per aquests motius
gue els metges recomanen no fer un mal Us dels antibiotics. Ja hi ha estudis (investigats
per Esther Calbo de I'Hospital Universitari Mutua Terrassa) que estadisticament mostren
com al 2008 van morir al voltant de 25.000 persones a causa d’infeccions provocades per
bacteris resistents. A més, es creu que d’aqui uns 5 anys molts antibiotics deixaran de ser
eficacos per a certes malalties, tot provocant la mort de milers de persones. A la part

experimental he tractat I'is que es fa dels antibiotics a la poblacié del meu municipi®*.

2.5 AMOXICIL-LINA

L’amoxicil-lina és un antibiotic que s’encarrega d'impedir el creixement de la paret
bacteriana, per tal d’inhibir la reproduccié d’un microorganisme. Es tracta d’'una penicil-lina
semisintetica, primer antibiotic descobert per 'home en 1928 gracies a Alexander
Fleming?, d’origen natural i sintetitzat per un fong del tipus de les floridures, que actua
contra una gran diversitat de bacteris, com: Staphylococcus aureus, Streptococcus
haemoliticus, Strep. viridans, Strep. pneumoniae, Neisseria meningitidis, Neis.
gonorrhoeae, Eschirichia coli. Tots aquests Ultims so6n bacteris responsables de les
infeccions de I'aparell respiratori, I'aparell urogenital, I'aparell digestiu, del coll i 'oida (oto-
rino-laringologia), de les dents, dels queixals i les genives (odontologia), la pell (cirurgia i
dermatologia).

Figura 11: Staphylococcus  Figura 12: Neisseria meningitidis Figura 13: E.coli
aureus

21 , e .
Veure resultats de I'experiencia 3

2 Veure el glossari a 'annex 1
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S’administra per via oral i un cop a I'estobmac és eficag tot i haver pres aliments anterior o
posteriorment, difonent-se a través de la sang fins arribar a qualsevol focus infeccios.
Despreés d’actuar, queda eliminada facilment, ja sigui via renal o mitjancant la bilis. Cal dir
gue, encara que no succeeixi la majoria de vegades, hi ha un petit percentatge possible de
sentir la sensacié de pesantor en l'estbmac i posteriors marejos, a més de vomits i

diarrees.
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3.BIOCIDES

Un biocida és una substancia activa que presenta la capacitat d’aniquilar o inhibir la vida
dels microorganismes com els bacteris, és a dir, de matar-los. Els biocides tenen multiples
utilitats: els podem trobar com a desinfectants, formant part de productes com el lleixiu, i
també com a conservants de productes manufacturats (aliments). Cal destacar I'Gs en les
instal-lacions sanitaries, als béns de consum, a la ramaderia i a les plantes de tractament

de les aigues.

El seu metode d’accido es caracteritza per penetrar-se dins els microorganismes tot
impedint que realitzin les seves funcions vitals. SGn necessaris, per tant, per al control dels

organismes perjudicials per la salut humana i per la dels animals.

Respecte a l'efecte dels biocides, a alguns bacteris no els afecten aquests agents
antimicrobians naturalment, mentre que uns altres poden desenvolupar resisténcia a
segons quins biocides en funcié del temps, fins el punt en que poden sobreviure a
concentracions de biocides que aniquilarien la majoria de bacteris de la mateixa especie.
A més, en certs casos, la resistencia als biocides pot desenvolupar resistencia als
antibiotics. A diferéncia d’aquests ultims, I'is dels biocides pot realitzar-se sense cap
mena de control. Es important saber que I'is generalitzat de biocides en molts productes
diferents i en grans quantitats podria contribuir a que els bacteris esdevinguessin

resistents tant als biocides com als antibiotics.

3.1 TRICLOSAN

El triclosan és un biocida molt utilitzat en les quatre udltimes decades. En altes
concentracions és realment efica¢ per aniquilar un gran nombre de microorganismes
diferents, incloent els bacteris. D’altra banda, en baixes concentracions inhibeix el

creixement.

En quant els diferents usos del triclosan, el podem trobar en una alta gamma de
productes. Destaca la gran importancia que té actuant com a conservant en els
cosmetics; en les instal-lacions sanitaries, tot actuant com a desinfectant i antiséptic
per controlar i prevenir infeccions; en productes per a la llar, com sabons i detergents; i,

per ultim, és utilitzat també en la higiene veterinaria.
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Cal dir que el triclosan no pot utilitzar-se en aliments o tot aquell material que es trobi en

contacte amb ells, ja que podriem intoxicar-nos.

3.2 ALCOHOL

L’alcohol és un biocida utilitzat, en la majoria dels casos, per a la higiene humana, ja que
actua com a antiséptic. La desinfeccié per metodes quimics és de fonamental importancia,
en els processos relacionats amb la prevencio, el control i [leradicacié dels
microorganismes patogens causants d'infeccions hospitalaries. Entre els nombrosos
desinfectants i antiséptics que s'utilitzen en aquests ambits, es troba l'alcohol etilic,
I'efectivitat del qual depen de les caracteristiques de cada microorganisme i de la carrega

microbiana, aixi com també de I'entorn.

Estudis realitzats al Centro de Informacion Biomedica del Chaco afirmen I'actuacié de I'alcohol

com a agent antimicrobia.
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4. ANTIBIOTICS NATURALS

Els antibiotics naturals son agents antimicrobians procedents del mon vegetal, capacos
d’inhibir o aniquilar el creixement de microorganismes, amb la conseqient cura o
prevencio de moltes malalties.

Presenten les seguents diferéncies en front els antibiotics sintetics:

- No esdevenen efectes secundaris: reaccions al-lergiques (en general), sensibilitat
a 'estbmac, etc.

- Una acumulacio dels antibiotics naturals no resulta perillosa si la comparem amb
la dels antibiotics sintetics.

- No perjudiquen els microorganismes beneficiosos per a 'organisme, com els de la
flora intestinal.

- En I'ambit econdmic, sén més barats i més facils d’aconseguir.

4.1 PROPOLIS

Des del segle XIX fins el descobriment de la penicil-lina, el propolis ha estat utilitzat com a
antibiotic per curar les ferides de guerra, per exemple, juntament amb la mel, de manera
que cicatritzaven molt millor i no s’infectaven. Posteriorment al gran descobriment
d’Alexander Fleming, diversos estudis van afirmar que el propolis constituia un remei
eficagc contra bacteris i fongs, gracies a les seves propietats bactericides i

bacteriostatiques?>.

Té propietats que el permeten regenerar teixits afectats; i altres analgésiques, les quals

proporcionen la capacitat de calmar el dolor.
4.1.1 APLICACIONS DEL PROPOLIS

Entre els usos externs del propolis podem destacar:

- Malalties de la pell: serveix per curar diverses anomalies de la pell, com son per

exemple I'acne, la dermatitis, les berrugues i les cremades.

23 . . e o s .
Propietats que permeten inhibir el creixement bacteria, és a dir, aturar-lo.
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- Malalties de la boca: les seves propietats antibacterianes li permeten la capacitat
de combatre malalties bucals produides per microorganismes, com les Ulceres

bucals, la gingivitis, la periodontitis i les caries.

- Infeccions de la vagina: la majoria dels microorganismes que es troben a la
vagina i la part externa dels genitals no son perjudicials, perd quan s’alteren les
condicions normals de la flora vaginal els microorganismes que es troben alla

poden causar infeccions.
Entre els usos interns del propolis podem destacar:

- Malalties respiratories: el propolis resulta eficag per diverses malalties
respiratories, tant viriques com bacterianes: laringitis, faringitis, bronquitis,

refredat, entre d’altres.

- Reductor del colesterol: mitjangant diversos estudis s’ha afirmat que el gran
contingut en resines del propolis pot reduir les grasses que es troben a l'intesti

prim.

- Infeccions urinaries: algunes infeccions de I'aparell urinari com cistitis, neffritis,

uretritis i prostatitis, poden ser curades mitjancant un bon Us del propolis.
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5. ANTIBIOGRAMES

Un antibiograma és una prova microbiologica identificadora de la sensibilitat d’'un bacteri
enfront un o diversos antibiotics. Ens proporciona, a més de la sensibilitat de la colonia
bacteriana a un antibiotic especific, la diferéncia en quant a I'efecte que els diferents

antibiotics causen a la colonia.

Aixi, segons l'efecte que un antibiotic causa sobre una determinada colonia, podem

classificar els bacteris de la segiient manera:

- Sensibles: I'antibiotic és efectiu sobre el bacteri, és a dir, inhibeix el seu
creixement.

- Intermedis: I'antibiotic és efectiu perd és probable que la infeccié es torni a
produir ja que no els elimina a tots, dependra de la capacitat que tingui el bacteri
per combatre I'antibiotic.

- Resistents: l'antibidtic no li afecta, no li prohibeix el creixement. Per tant s’haura

de buscar un altre tipus d’antibidtic per acabar amb la infeccid.

Al glossari de I'annex 1 podem veure la taula de classificacio dels antibiotics.
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6. DISSENY EXPERIMENTAL

En el seglent apartat, s’explicaran i es mostraran les proves microbiolodgiques realitzades
per refutar o acceptar les hipotesis plantejades a la introduccié. Durant I'experimentacio
s’identificaran, gracies als antibiogrames, quins antibidtics afecten a les diferents soques
bacterianes (M.luteus i E.coli) i a quin nivell ho fan. Seguidament, determinarem quines
soques soOn resistents a I'amoxicil-lina, triclosan, alcohol o, propolis; o a més d'un

d’aquests agents antimicrobians.

v" Problema:
Presenta el propolis la mateixa eficacia que alguns antibiotics sintétics i bactericides? I,
com varia l'eficacia dels antibiotics estudiats enfront del tipus de bacteri? A mes, sén
E.coli i M.luteus resistents als antibiotics i als agents biocides estudiats? Per ultim, es fa

un és correcte dels antibiotics?

v" Objectius:

1. Comparar el grau de sensibilitat de dos bacteris enfront un antibiotic natural, un
de sintétic i dos biocides mitjangant I'analisi anomenat antibiograma, per
coneixer l'eficacia del triclosan, I'amoxicil-lina i el propolis, enfront dels bacteris
M.luteus i E.coli.

2. Comprovar l'existéncia de soques d’E.coli i M.luteus resistents a determinats
antibidtics o a d’altres compostos antimicrobians com el triclosan.

v' Hipotesi de I'objectiu 1:

- Potser el propolis és igual o més eficac enfront els bacteris M.luteus i E.coli que
I'amoxicil-lina i el triclosan.

- Potser el propolis és menys eficac enfront els bacteris M.luteus i E.coli que
I'amoxicil-lina i el triclosan.

- Potser el propolis no és eficag enfront els bacteris M.luteus i E.coli.

v' Hipotesi de I'objectiu 2:

- Potser E.coli i M.luteus adquireixen reisténcia als antibiotics i altres substancies

com l'alcohol i el propolis.
v' Material i equipament:
- Cultius mare de les seguents soques bacterianes:

o Esherichia coli
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o Micrococcus luteus
- Triclosan en pols (99%)

- Amoxicil-lina en pols

- Aigua destil-lada
- Alcohol

- Una estufa de cultius accessible als 35-37°C de temperatura

Figura x: Material necessari per a I'execucio del treball

- Plaques de Petri amb agar.
- Tubs d’assaig amb rosca.

- Una gradeta per als tubs i safates per a les plaques de Petri
- Un pot, amb tapa de rosca, amb
bastonets de coto6 esterilitzats.

- Pinces
- Etiquetes amb el nom de cada
un dels compostos que es faran
servir:
e Aigua
e Alcohol
e Triclosan

e Amoxicil-lina

e Propolis

Figura x: Material necessari per a I'execucié del treball

- Paper de filtre.
- Pots per recollir tot el material utilitzat, el qual s’ha d’esterilitzar abans de ser
eliminat.

- Lleixiu.
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v' Métode
Preparacions prévies a I’experiment
- Dissolucions necessaries:
¢ Aigua destil-lada.
¢ Alcohol en concentracié 17,5 % amb aigua destil-lada.
e Triclosan [500ug/l] dissolt amb 17,5% d’alcohol i 82,5% d’aigua destil-lada.

¢ Amoxicil-lina dissolta amb 17,5% d’alcohol i 82,5% d’aigua destil-lada.

6.1 EXECUCIO DE L’EXPERIENCIA

6.1.1 EXPERIENCIA 1

L’experiencia 1 consta de 4 passos que es repetiran 3 vegades aproximadament i que es
redacten a continuacio:
1. Transferim els bacteris (1ml) des de la suspensié dels respectius cultius mare, a 12

plaques de Petri (6 de M.luteus i 6 de E.coli) amb agar, amb I'ajut d’'una pipeta

graduada d’1ml.

Figura 14: Prenem les mostres d’1ml d’E.coli i M.luteus Figura 15: Transferim les mostres a les plaques de Petri
amb una pipeta graduada
2. Mullem els papers de filtres amb els respectius productes a testar i, amb les pinces
corresponents, col-loquem els discs difusors a les plaques d’E. coli i de M. luteus.
Utilitzem dues plaques per cada bacteri, de manera que en una d’elles col-loquem
Amoxicil-lina, Propolis i Aigua; i a l'altra Triclosan, Alcohol i Aigua. El tractament
amb aigua destil-lada ens servira de control negatiu, és a dir, 'aigua no haura de
tenir cap efecte inhibidor sobre el creixement dels bacteris, mentre que el
tractament amb antibiotics, sera el control positiu. Per ultim, realitzem 3 repliques

de cadascuna de les sembres, per millorar i ampliar el control. Aixi, haurem de tenir
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12 plaques, 6 de les quals seran d’E.coli i les altres de M.luteus, tal i com es pot
observar al grafic seguent:

~

n

U = ——

= E :

& = 7 ml de cultiu mare = 7 ml de cultiu mare

5 - E. coli - M. luteus

— = -

™ —/ - Amexicilstin.
w

Imit 5
O |
- Alcohol ~ Propolis
1 ml x 2 plaques de petri x 3 répliques = 1ml x 2 plaques de petri x 3 répliques=
6 ml E.coli 6ml M.luteus

Esquema 1: Esquema de I'execucio de I’'experiéncia 1

3. Incubar durant 24 h a I'estufa de cultius i a una temperatura de 37° C.

Figura 16: Estufa de cultius Figura 17: Temperatura

de l'estufa de cultius a
37eC
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4. Mesurar 'amplada o el radi de la zona d’inhibicié del creixement bacteria amb I'ajut
d’'un regle mil-limetrat i fer una observacié dels bacteris resistents. S’ha de
mesurar exactament la distancia des del limit del disc de paper de filtre fins al limit

interior del cultiu bacteria, tal i com podem veure a les fotografies seguents:

- ,

1,521

Figura 18: Representacio grdfica de la Figura 19: Observacié ampliada d’una
mesura de la zona d’inhibicio UCF d’E. Coli resistent al Triclosan

6.1.2 EXPERIENCIA 2

1. Prenem mostres de 5 ml de cultiu net.

2. En segon lloc, col-loquem les mostres en tants tubs d’assaig com plaques hagim
observat que continguin colonies de bacteris resistents.

3. Després, separem els tubs segons siguin bacteris procedents d’E.coli o de
M.luteus.

4. Seguidament, isolem de cada una de les 12 plaques, els bacteris més resistents
per cada un dels tractaments, és a dir, aquells que es troben al marge intern, els
més propers a la zona d’inhibicid, els de la zona adjacent al paper de filtre o, si es
dona el cas, les coldnies que s’observen a la zona d’inhibicid; tot refregant un
bastonet de cot6 esteril.

5. Transferim les colonies als tubs d’assaigs corresponents, que contenen els 5 ml de
liquid de cultiu net.

6. A continuacio, incubem durant 24h els tubs d’assaig juntament amb els bacteris
resistents, de manera que tindra lloc la multiplicacié dels bacteris seleccionats a

cada un dels tractaments.

A continuacio, podem observar el seglient esquema:
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cadascun dels
tubs d'assaig
amb els 5 ml

Separem els tubs
que seran
utilitzats per
E.colii els que hi
seran per
M.luteus

a Prenem 5 mli de

cultiu net
Freguem amb un

bastnet de coto
estéril el marge
intern de la zona
d'inhibicio

A Mantenim una estona
el bastonet en
contacte amb el cultiu
net, tapem el tubi —P
posem nom.

Incubem els tubs a
1'estufa de cultius
durant 24h a una
temperatura de 37°C

Esquema 2: Segqiiéncia del procediment seguit a I’expe;iéncia 2
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7. Tornem a fer la sembra en noves plaques amb una pipeta d’1 ml, perd aquesta
vegada només utilitzarem les plaques per a un sol producte, al qual s’ha mostrat
resistent el bacteri. Finalment, incubem les plagques durant 24h, observem els
resultats i determinem el grau de resisténcia.

Figura 21: Tubs d’assaigs amb el cultiu net i els bacteris Figura 22: Resembra de bacteris resistents.
resistents, extrets de I’estufa de cultius després de la
incubacié 24h.

Figura 23: Omplim les plaques amb les respectives Figura 24: mullem els discs difusors de paper en
substancies antimicrobianes. les respectives solucions

Figura 26: Realitzem una nova sembra dels bacteris resistents a I'amoxicil-lina.

8. Repetir
~130 ~
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6.2 RESULTATS

Després d’haver realitzat pas per pas cadascun dels passos dictats anteriorment i un cop
trets els antibiogrames de l'estufa, s’ha observat el creixement de diferents colonies
bacterianes al voltant dels discs difusors, tot formant-se una mena de calba. Cal dir que,
en altres plaques de petri no s’ha pogut mesurar cap zona d’inhibici6. A més, el
creixement bacteria en les répliques ha estat bastant similar en la majoria dels casos. A
continuacié, es mostraran les mesures del radi d’inhibici6 que proporciona cada disc
difusor, juntament amb les 3 repliques corresponents a cada agent antimicrobia, les

fotografies, les taules i els grafics resultants:

6.2.1 RESULTATS DE L’'EXPERIENCIA 1

Escherichia coli Micrococus luteus

SEMBRA1 @ SEMBRA2 | SEMBRA3 | SEMBRA1l @ SEMBRA2 | SEMBRA 3

H,O + + + + + +
Alcohol + = = - - -
Triclosan - - - - - -

Amoxicil-lina - + + - - -
Propolis + + + + + +

Taula 4: El signe + indica que hi ha hagut creixement bacteria al voltant del disc difusor d’un producte determinat, mentre que
el signe —indica que ha aparegut un alo d’inhibicié de creixement bacteria.

Escherichia coli Micrococus luteus
SEMBRA 1 SEMBRA 2 SEMBRA 3 MITJéNA SEMBRA1 SEMBRA 2 SEMBRA 3 MIT‘]éNA
ARITMETICA ARITMETICA

H>O 0cm 0cm 0cm Ocm 0cm 0cm 0cm Ocm
Alcohol 0Ocm 0,4 cm 0,5cm 0,3cm 1,2cm 0cm 1,2cm 0,8cm
Triclosan 2cm 2,2cm 1,8cm 2cm 2,5cm 1,6 cm 2cm 2cm
Amoxicil-lina 0,6 cm Ocm Ocm 0,2cm 0,4 cm 2,1cm 1,7cm 1,4cm
Propolis Ocm Ocm Ocm Ocm Ocm Ocm Ocm Ocm

Taula 5: Mesures del radi d’inhibicié format pels agents antimicrobians corresponents a cada réplica; i de la mitjana aritmétic
respectiva.
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Esherichia coli

Radi
d’inhibicio 2
1,8
6 m Radi d'inhibicié de I'alcohol
14 m Radi d'inhibicié del triclosan
1,2 » Radi d'inhibicié de I'amoxicil lina
1 B Radi d'inhibicié del propolis
0,8 e 1ep s '
® Radi d'inhibicié de l'aigua
0,6
04 0,3 Substancia
’ — 0.2 testad
" estada
,2
) | | ° °
0 4 r__J

Grafic 3: representacio de les mitjanes aritmeétiques dels radis d’inhibicié que proporciona cada agent antimicrobia a E. coli

Micrococcus luteus
Radi
d’inhibicié
(cm) 2
) e,
1,8 m Radi d'inhibicié de 'alcohol
1,6

m Radi d'inhibicié del triclosan

1,4
1’4 A
» Radi d'inhibicié de I'amoxicil-lina
1,2
1 ® Radi d'inhibicié del propolis
0,8

0,8 _a— m Radi d'inhibicié de I'aigua

Substancia
0,6

testada
0,4
0,2

0 0
— -_—

Alcohol Triclosan Amoxicil-lina Propolis Aigua

Grdfic 4: representacio de les mitjanes aritmétiques dels radis d’inhibicié que proporciona cada agent antimicrobia a M.luteus
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6.2.2 RESULTATS DE L’EXPERIENCIA 2

E. Coli M. luteus
E. Coli M. luteus
Colonies resistents procedents de:
Alcohol SEMBRA 2 SEMBRA 3 SEMBRA 1 SEMBRA 3 MITJANA ARITMETICA
0,5cm 0,6 cm 1,4cm 2,4cm 0,55 cm 1,9 cm
Triclosan SEMBRA1 | SEMBRA2 A SEMBRA3 | SEMBRA1 SEMBRA 2 |« SEMBRA 3
2cm 1,8 cm 2,5¢cm 2,6 cm 0,5 cm 1,6 cm 21m 1,6 cm
Amoxicil-lina SEMBRA 1 SEMBRA 1 SEMBRA 2 SEMBRA 3
0,7 cm 1,7cm 0,7 cm 0,6 cm 0,7cm 1cm
Hzo
Es realitza un control amb aigua en totes les plaques i el resultat és de 0 cm de
Ocm 0 cm

creixement de I’halo d’inhibicié

Taula 6: Mesures del radi d’inhibicié format pels agents antimicrobians corresponents a cada replica; i de la mitjana aritmétic
respectiva.

FEscherichia coli

2,5 Radi
d’inhibici6
(cm) 21
2
1,5 B Radi d'inhibicié alcohol
8 Radi d'inhibicié triclosan
Radi d'inhibicié amoxicil-lina
1 e gpe g e e .
0 B Radi d'inhibicié H20
;7
0,55 —
0,5 Substancia
testada
0
[ — -
Alcohol Triclosan Amoxicil-lina H20

Grafic 3: representacio de les mitjanes aritmétiques dels radis d’inhibicio que proporciona cada agent antimicrobia a les colonies
d’E. coli que han mostrat resisténcia a I'experiencia n2 1.
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Radi .
N Micrococcus luteus
d’inhibicio
m
(cm) -
1,8 16
1,6 —
14 ® Radi d'inhibicié de l'alcohol
1,2 1
1 — = Radi d'inhibicié del triclosan
0,8
= Radi d'inhibici6 de
0,6 , e
’ I'amoxicil-lina
0,4 ® Radi d'inhibicié de 'aigua
0,2
’ ) ) 0 Substancia
0 .y
> o 2 @ testada
\06(\0 \°‘°Q '%S\Q v’o‘?
e «{\g &o.i}('
v.

Grafic 4: representacio de les mitjanes aritmeétiques dels radis d’inhibicio que proporciona cada agent antimicrobia a les colonies
de M. luteus que han presentat resisténcia a I'experiéncia n2 1.

def‘dlll,b_ . Comparativa radis d'inhibicié de les dues experiéncies
inhibicio
(cm) 25 per analitzar la resisténcia d’E. coli
2,1
2
2 pus
1,5
1
0,7
0,55 —
= Substancia
0,5 0,3
— 01_2 testada
I l 00
0 ¥ 4 —
Alcohol Triclosan Amoxicil-lina Aigua
® Radi d'inhibicié de l'alcohol a la 1* sembra ® Radi d'inhibicié de l'alcohol a la 2* sembra
= Radi d'inhibicié del triclosan a la 1* sembra m Radi d'inhibicié del triclosan a la 2* sembra

® Radi d'inhibicié de I'amoxicil‘lina a la 1* sembra = Radi d'inhibicié de 'amoxicil-lina a la 2* sembra
Grafic 5: representacio de la comparacié entre les mides del radi d’inhibicio d’abans i després de la resembra, en les mateixes
ccondicions
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Comparativa radis d'inhibicio de les dues
Radi experiéncies per analitzar Ia resisténcia de M.
Pinhibicié luteus
(cm)
2
1,8

1,6
1,6 | 1,4
14 P
1,2 1
1108
0,8 | im Substancia
0,6 testada
0,4
0’2 O O
y y 7’

0

2
1,9 pu—

Alcohol Triclosan Amoxicil-lina Aigua

® Radi d'inbibicid de I'alcobol a la 17 sembra ® Radi d'inbibicid de I'alcobol a la 2° sembra

® Radi d'inhibicid del triclosan a la 1° sembra ® Radi d'inbibicid del triclosan a la 2° sembra

u Radi d'inbibicid de I'amoxcicil-lina a la 17 sembra m Radi d'inhibicid de I'amoxicil-lina a la 2 sembra
i Radi d'inhibicid de I'aigna a la 1 sembra w Radi d'inbibicid de 'aigna a la 2° sembra

Grafic 6: representacio de les mitjanes aritmetiques dels radis d’inhibicié d’abans i després de la resembra, en les mateixes condicions

6.2.3 RESULTATS DE L’EXPERIENCIA 3

Per coneéixer la informacioé que té la poblacié del meu municipi sobre els antibiotics i els
seus tractaments, van ser enquestades 60 persones (37 homes i 23 dones) d’entre 16 i 78

anys, els resultats de les quals s6n els seglents:

i Quan pren un antibiotic és perqué el metge 'hi h receptat?l

rLA]guna vegada has pres antibiotics?

I —




ANTIBIOTICS NATURALS

Un metode antimicrobia niés eficac?

Alguna vegada ha pres antibidtics sense recepta mbd.ica?l

Ha recomanat alguna vegada cap antibidtic perqué li va ser
iitil quan estava malalt?

Ha pres cap antibidtic perqué algt de confiancalih

recomanat fer-ho?

Alguna vegada ha deixat de prendre un antibidtic perqué
comencava a trobar-se bé?

L]

o

Creu que els antibiotics s6n eficagos contra les malalties
viriques?

Ha pres mai un antibibtic contra un reﬁ:edat?l
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'S'ha oblidat algun cop de prendre la dosi de I'antibidtic [En cas quessi, qué ha fet al respecte?l

quan tocava?

104

#Ezperar ala segient dosi

W Pendee-mho en doble
quantitat a Iz segient dosi

1 Prendre-mho igualment
independentment de Thora
que foz

6.3 CONCLUSIONS DE L’'EXPERIMENT

6.3.1 CONCLUSIONS DE L’EXPERIENCIA 1

Arran els resultats obtinguts, puc dir que els antibiogrames ha estat la prova

microbiologica clau per acceptar o refutar les meves hipotesis redactades. Després de

realitzar I'experiéncia 1, corroborem i afirmem la tercera hipotesi:

Potser el propolis no és eficag enfront els bacteris M.luteus i E.coli.

Els resultats demostren com l'antibidtic natural utilitzat, el propolis, no és eficag per inhibir

o aturar el creixement d’Escherichia coli, ni el de Micrococcus luteus, ja que no ha format

cap halo d’inhibicié en cap de les sembres, mentre que I'amoxicil-lina i els biocides com el

triclosan i l'alcohol si que ho son, tot i que ho fan amb diferent grau d’eficacia. Les

possibles causes davant aquest resultat poden ser les seguents:

Potser el mecanisme d’accidé del propolis necessita d’altres substancies per
actuar com a agent antimicrobia.
Potser el mecanisme d’accidé del propolis no actua directament inhibint o
destruint el creixement dels bacteris, sind que es comporta activant el sistema
immunologic per lluitar contra les infeccions.
Potser hem utilitzat concentracions minimes o inferiors o0 a la quantitat
necessaria del propolis perqué aquest actui eficagment com a agent
antimicrobia.
Potser el propolis no actua com a agent antimicrobia respecte les dues soques
estudiades: E.coli i M.luteus. Mentre que per altres bacteris si que podria tenir
poder bactericida o bacteriostatic.
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A més, els resultats també corroboren com un mateix agent antimicrobia pot inhibir o
aniquilar el creixement de diferents espécies bacterianes alhora, en aquest cas, el
creixement d’Escherichia coli i Micrococcus luteus, com ha estat en la meva experiéncia
amb el Triclosan, I'alcohol i '’Amoxicil-lina. Davant els resultats de les primeres sembres i
comparant les mesures del radi d’'inhibicié format pels diferents agents antimicrobians en
els antibiogrames realitzats, observem el seguent:

- L’alcohol és més eficag per inhibir el creixement de M. luteus que per fer-ho en
E. coli.

- El triclosan és l'agent antimicrobia més efica¢ per inhibir el creixement de les
dues soques bacterianes, ja que en tots els antibiogrames realitzats amb les
respectives répliques, ha format un halo d’inhibicié més gran.

- L’amoxicil-lina és molt efica¢ en el cas de M.luteus, pero gairebé no ho és per E.
coli, ja que només en una de les 3 repliques de les sembres amb E.coli ha
actuat com a agent antimicrobia, formant un halo d’inhibicid.

Podem afirmar doncs la gran eficacia dels dos biocides estudiats: triclosan i alcohol,
enfront E.coli i M.luteus, encara que, entre tots dos, cal destacar el poder antimicrobia del
triclosan.

Per ultim, atenent a la taula de classificacio dels bacteris en funcioé de la seva sensibilitat
(adjuntada a 'annex 3), podem ordenar els bacteris estudiats en sensibles, intermediaris o
resistents segons la mida del radi d’inhibicié. Afirmem doncs:

- Escherichia coli es mostra resistent a I'amoxicil-lina.

- M.luteus es mostra intermediaria enfront I'amoxicil-lina.

En el cas del propolis, tot i no tenir dades de referencia, €s evident que totes dues soques
bacterianes es mostren resistents en quant a tots els agents antimicrobians estudiats, ja
gue en ninguna de les sembres no hem pogut observar cap radi d’inhibicid.

En quant als biocides estudiats, degut a la manca de dades referencials, no tenim cap
evidencia per afirmar o no la resistencia dels bacteris E.coli i M.luteus en front el triclosan i
I'alcohol, perod si que podem dir que el triclosan ha format a gran velocitat, els majors radis
d’inhibici6 a les primeres sembres, tant en E.coli com en M.luteus, de manera que
podriem fer una extrapolacié dels valors emprats per classificar els antibiétics (annex 3) i

dir que son sensibles a aquest biocida, perd no tenim dades per corrobora-ho.
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6.2.3 CONCLUSIONS DE L’EXPERIENCIA 2

Arran els resultats obtingut a I'experiéncia, per tal d’entendre’ls inicialment hem de tenir en

compte que es podrien haver donat els dos casos seguents:

- Les soques bacterianes no presenten resisténcia: I'halo d’inhibicié és més
gran o igual que a la sembra de I'antibiograma de I'experiéncia 1.

- Les soques bacterianes presenten resistencia L’halo d’inhibicié és més petit
que a la sembra de I'antibiograma de I'experiéncia 1.

Per tant, el creixement de I'halo d’inhibicié és inversament proporcional al grau de
resistencia adquirit pel bacteri.

Després de fer la sembra de les coldnies resistents d’E. coli amb l'antibiotic sintétic i els
biocides, observem que I'halo d’inhibici6 és més gran o igual que l'antibiograma de
I'experiéncia 1. Després d’analitzar els resultats deduim que:

- E. coli no ha presentat resisténcia a les substancies antimicrobianes estudiades:
triclosan, I'alcohol i 'amoxicil-lina.

Les possibles causes d’aquest resultat poden ser les seguents:

- Potser a I'hora d’isolar les colonies que s’havien mostrat resistents, vaig agafar
mostres que es trobaven just a la periféria de la circumferéncia, les quals no es
mostren resistents, sin6 sensibles.

- Potser, com que vaig deixar les plaques que contenien la sembra dels bacteris
resistents durant 78 hores a l'estufa de cultius, I'accié dels antibidtics respecte
la primera sembra, podria haver estat més elevada, degut a que es van incubar
les plaques de petri a I'estufa el triple de temps que les plaques de I'experiéncia
n° 1 (de la qual es van isolar les colonies resistents).

- Potser hauria d’haver fet més répliques.

En quant a la resembra de les colonies resistents de M. luteus a I'antibiotic sintétic i als
biocides, observem el seguent:

- M. luteus no ha presentat resisténcia a 'alcohol, degut a que la mida de I'halo
d’inhibicio a la segona sembra ha estat molt més gran.

- M. luteus ha presentat resisténcia enfront el triclosan i 'amoxicil-lina, ja que
I'halo d’inhibici6 a la segona sembra ha resultat ser més petit.

Entre les causes responsables de per qué M. luteus ha presentat resisténcia enfront dos
dels agents antimicrobians estudiats, podem trobar la seguient: no tots els bacteris amb
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qué sembrem la placa al comengament de l'experiéncia sd6n genéticament iguals, ja
sabem que totes les poblacions d’organismes presenten variabilitat genética, alguns d’ells
poden ser portadors d’algun gen que els confereix la capacitat de ser resistents a
I'antibidtic o biocida amb el que hem impregnat un disc de paper de filtre. Aquests gens de
resisténcia frequentment es troben als plasmidis, fragments circulars d’ADN que poden
passar d’'un bacteri a un altre pel procés de conjugacié bacteriana. En els marges de la
zona d'’inhibicié s’ha produit un procés de seleccié natural, i per tant hauran sobreviscut
aquells bacteris que eren portadors del gen que conferia una certa resisténcia a I'antibiotic
o biocida. El que estem fent en cada resembra és augmentar la probabilitat d’agafar
bacteris amb el gen de resisténcia; per tant, quan es desenvolupen en la nova placa de
Petri (que té les mateixes caracteristiques, és a dir, el mateix medi, que I'anterior) és
d’esperar que augmenti molt el nombre de bacteris amb resisténcia, de manera que el
creixement de I'halo d’inhibici6 en les plaques que contenien bacteris resistents, hauria de
ser practicament nul 0 més petit que a les primeres sembres, degut a que vam deixar
créixer les colonies resistents, que es trobaven dins el radi d’inhibicid, a I'estufa de cultius

durant 24 hores amb l'objectiu que es multipliquessin.

6.2.3 CONCLUSIONS DE L’'EXPERIENCIA 3

En quant als resultats de 'enquesta, podem arribar a les seglents conclusions:

- La poblacié no és conscient de la importancia dels antibiotics i per que és
necessari acabar els tractaments, degut a que hi ha una gran quantitat de
persones que deixen el tractament a mitges un cop ja no tenen els simptomes
inicials, un cop comencen a trobar-se bé (el 30% de la poblacié enquestada).

- D’altra banda, més de la meitat de les persones enquestades prenen antibiotics
sense recepta meédica, ja sigui perqué se I’han recomanat o perque li va ser util
pel tractament d’'una malalta anterior.

- En tercer lloc, el 90% de la poblacioé s’ha oblidat algun cop de prendre’s la dosi
de I'antibidtic quan li tocava i, més de la meitat d’aquestes persones, esperen a

la seguient dosi.
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- Per ultim, gairebé la meitat dels enquestats han pres antibiotics per curar un
refredat, tot pensant que aquests agents antimicrobians son eficacos pel
tractament de malalties viriques.

Tots aquests resultats evidencien un clarissim mal Us dels antibiotics per part de la
poblacié del meu municipi, cosa que pot provocar no nomeés problemes amb els bacteris
sind també amb el sistema immunitari. Ens ha de quedar clar que, quan prenem un
antibiotic cada 6 hores, per exemple, ho fem entre aquest periode perque és aquest el
temps que se sap que la concentracio que €s manté en sang és letal per als bacteris. Si
modifiquem linterval (si prenem I'antibidtic 8, 10, 12 hores més tard de la darrera toma) o
deixem de prendre I'antibiotic, el que estem fent és disminuir en sang la concentracié del
mateix i, per tant, existeix la probabilitat que algun bacteri pugui resistir aquesta
concentracio. Per seleccié natural, només sobreviuran els bacteris que puguin resistir-la,
seran aquests el que es reprodueixin i nosaltres patiriem una infeccié causada per
bacteris que serien més resistents que abans. Si moltes persones actuen d’aquesta forma
el que estan fent és augmentar la probabilitat de patir infeccions causades per bacteris
resistents. Cal dir que el problema perd no només el tenen els pacients, sind que moltes
vegades els metges per falta de temps o vocacié, receptant antibiotics en malalties
d’origen viric. Aquests factors agreugen la situacié d’aquesta pandéemia de bacteris

multiresistents.
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7. CONSIDERACIONS FINALS

Un cop finalitzat el meu treball, m’agradaria recorrer en el temps a l'inici de la meva
recerca. La veritat és que l'eleccié del tema va ser dificil, ja que a part que m’interessava
fer una bon treball, també tenia en ment escollir un tema que fos d’interés i actualitat per
la nostra societat. El que si que tenia clar era que el realitzaria sobre 'ambit de la biologia,
ja que és lestudi de la ciéncia amb el qual més m’identifico i al qual en un futur
m’agradaria poder dedicar-li gran part del temps, podent exercir un treball professional de
ciéencies.

Dit aix0, Antibiotics naturals, un metode antimicrobia més efica¢c?, m’ha lliurat I'oportunitat
de créixer com a futura cientifica i, fins i tot, com a persona. Un dels meus objectius era
tenir la possibilitat d’'una petita presa de contacte amb el mén de la investigacio cientifica.
Després d’haver-ho aconseguit, puc dir que afortunadament m’ha encantat la feina al
laboratori. M’he adonat que és un ambit de I'estudi al qual cal dedicar-li moltes hores
d’esforg i, sobretot, constancia. A diferéncia d’altres estudis realitzats anteriorment, puc
afirmar que la investigacio és un treball empiric i exacte, davant el qual no pots inventar-te
cap resultat, ja que una de les condicions basiques del raonament cientific és que les
teories deuen ser recolzades pels fets.

A més, és un treball al qual es podria continuar brindant hores i hores d’esforg i dedicacio.
Aix0 Uultim és un dels aspectes que més m’ha impactat, perqué la veritat és que, el
coneixement cientific esta en perpétua evolucid, canvia d’'un dia per 'altre. En el cas de la
meva recerca, he de dir que tant la meva tutora com jo, ens hem adonat que podriem
continuar investigant durant molt de temps, i la veritat és que m’agradaria poder dedicar-li
meés hores. Vull dir que estic molt satisfeta amb el meu treball, ja que m’ha motivat a lluitar
pel que realment vull i m’ha conduit una mica més a alld que vull estudiar. Encara no sé
ben bé a qué em dedicaré, perd m’encantaria poder treballar a un laboratori. Ara per ara,

puc dir que he aprés a ser més rigorosa, i a treballar amb més exactitud.

Les propostes de millora o linies d’investigacio, que ens han anat apareixen a mesura que
aprofundiem amb l'objecte d’estudi sébn moltes i de les quals m’agradaria destacar les
seguents:

- Augmentar les condicions d’esterilitat.
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- Fer més répliques dels antibiogrames de les que hem realitzat, per tal
d’'incrementar la fiabilitat dels resultats.

- Continuar fent noves sembres d’aquelles colonies de M. luteus que havien
presentat resisténcia enfront el triclosan i 'amoxicil-lina, fins no produir-se halo
d’inhibicio.

- Testar més antibiotics naturals, per poder arribar a unes conclusions més
fiables sobre I'eficacia dels antibiotics naturals.

- Aprofundir en la investigacio sobre el mecanisme d’accié del propolis en d’altres
soques bacterianes.

- Testar d’altres antibidtics sintétics, a part de 'amoxicil-lina.

- Utilitzar d’altres soques bacterianes diferents d’E. coli i M. luteus.

He de dir també, que I'enquesta sobre I'is d’antibidtics a les persones del meu municipi,
m’ha permés comprovar I'us indiscriminat que es fa d’aquests agents antimicrobians, aixi
com la manca d’informacié que té la majoria de la poblacio. Es per aixd que, de cara al
futur, recomanaria, tant des de les escoles com des dels centres medics, reforcar la
formacio i informacié en aquest ambit. Sind, desgraciadament, continuarem augmentant la

probabilitat de patir infeccions causades per bacteris resistents.

M’encantaria finalitzar les conclusions personals dient que soc d’aquelles persones que

pensen que la ciencia té una gran bellesa.
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ANNEX 1: GLOSSARI

> LA TRADUCCIO

La traduccié és el procés durant el qual es produeix la sintesi de proteines a partir de

MRNA (RNA missatger), la molecula portadora de la informacié que determinara la

sequéencia d’aminoacids de la proteina. A les eucariotes té lloc als ribosomes del

citoplasma, de manera que ha de transcérrer un temps fins que '’ARNm surt del nucli i

arriba al citoplasma, mentre que a les cél-lules procariotes la traduccid i la transcripcio es

produeixen simultaniament.

Per fer proteines calen els elements seguents:

Ribosomes, formats per RNA i proteines.

Mrna

Molecules de tRNA (RNA de transferencia): un tipus dARN amb una
estructura secundaria complexa que s'uneix per I'extrem 3" a un aminoacid, el
qual ve determinat per una sequéncia de tres nucleotids complementaria dels
codons de ’'ARNm, que s’anomena anticodé.

Aminoacids

Diversos enzims

La base molecular de la traducci6 és la segtient:

Cada tres nucleotids consecutius de I’'mRNA formen un triplet anomenat
codo6. Cada codé6 té afinat per una molécula de tRNA especifica, que
transporta un aminoacid concret.

La molécula de tRNA també té un grup de tres nucleotids concrets,
I’anticod6, complementari al codoé.

L’associacié aminoacid-tRNA la fa I'aminoacil-tRNA-sintetasa, un enzim

especific per a cada aminoacid.

La traduccio segueix les fases seguents:

Iniciacio: en aquesta fase inicial, té lloc la uni6 de 'mRNA al ribosoma, el
reconeixement del primer codo per part del tRNA corresponent i la incorporacio

al primer aminoacid.
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- Allargament: en aquest moment, té lloc la incorporacié successiva dels nous
aminoacids a la proteina en creixement, dirigida pels codons de 'mRNA. La
sintesi de proteines es dona simultaniament en diversos ribosomes situats 'un a
continuacié de I'altre, i aixi formen un poliribosoma.

- Finalitzaci6: la fase final s’esdevé Ialliberament dels components de la
maquinaria de traduccio en trobar un codé d’aturada, també anomenat codo de
terminacio o codd sense sentit.

Aixi, la seqiéencia de nucleotids de 'ARNm s’interpreta a partir d’'un punt d’inici de la
traduccié assenyalat pel codd6 AUG (que determina I'aminoacid metionina) i continua en

direccié de 5 a 3 fins trobar un codé de parada.

Message

(@) (Messenger)

RNA

(b)

Polypeptide chain of
8 amino acids

Reijease factor

(@n AUG GUU GGC GAU AGU

Figura 1: Segqiiéncia del procés de la traduccio
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» ALEXANDER FLEMING

Va ser un cientific escocés del segle XIX i XX (1881-
1955), el qual va descobrir les propietats antibacterianes
de la penicil-lina i la lisozima, per lo que és principalment

conegut.

Va néixer en Darvel (Ayrshise) i als 13 anys va decidir

Whio g ;’v”&\“‘""'

Y8 mudar-se a Londres amb el seu germa i el seu

germanastre, els quals estaven estudiant medicina. Alla,

influenciat per ells, i gracies auna beca d’estudis, Fleming
va estudiar medicina en St. Mary’s Hospital Medichal
school de Paddington. Als 25 anys, quan encara no havia

finalitzat la carrera, va ficar-se al mén de la bacteriologia,

Figura 2; Al Flemi .- - -
Figura2: Alexander Fleming  moment en que va decidir dedicar la resta de la seva vida

a estudiar les infecciones bacterianes.
Es reconegut mundialment pel descobriment de dos extraordinaris agents antimicrobians:

- Lisozima (1922): estudiant possibles tractaments per a un tipus d’infeccio
coneguda com grangrena gaseosa, Fleming va descobrir 'accié antimicrobiana
de la lisozima al percatar-se de la destruccio de las bactéries d’'una de les seves
plagues sobre la qual va esternudar accidentalment (les mucoses corporals
contenen I'enzim lisozima).

- Penicilina (1928): el descobriment més important de Fleming va arribar quan en
una de les seves plaques d’Estrafilocos que estava analitzant es van infectar
accidentalment pel fong Penicilium chrysogenum. La gran curiositat d’aquest
cientific va conduir-lo a estudiar aquelles mostres amb floridures i descobrir

I'efecte antimicrobia d’'un dels components d’aquell fong: la penicil-lina.

El primer medicament antibiotic, pero, no es va poder comercialitzar fins 12 anys després,
tot just quan el bioquimic alemany EMST Boris Chain i el farmacoleg australia Howard
Walter Florey van desenvolupar un metodede purificacio de la penicil-lina eficient, que va

permetre la seva sintesi i distribucio mundial.

~52 ~



ANTIBIOTICS NATURALS Un metode antimicrobia niés eficac?

Per ultim, destacar que I'any 1945 van rebre el Premi Nobel de fisiologia o Medicina arran

el desobriment de la penicil-lina i el seu efecte curatiu sobre les malalties infeccioses.

> LA TINCIO GRAM

Tipus de tincié diferencial, descoberta per Christian Gram l'any 1853, empleada a la
bacteriologia amb l'objectiu de visualitzar els bacteris. S'utilitza tant per analitzar la
morfologia cel-lular bacteriana com per diferenciar els bacteris segons si son grampositius

0 gram negatius:

- Bacteris grampositius: sén aguells bacteris que a
'exposar-se a la tinci6 Gram, queden tenyits de color violeta, com a resultat de
tenir a la seva paret diverses capes de mureina, enllacada per la part més externa
a molécules d’acid teioic, cosa que fa que la capa sigui més gruixuda i, per tant,

més resistent, uniforme i densa.

- Bacteris gramnegatius: soén aquells bacteris que a I'exposar-se a la tincié Gram,
s’observa el color rosa, com a resultat de tenir a la seva paret una unica capa de

mureina, ja que aquesta no queda tenyida.

'\- ' kS “- > | \‘ -~
{ "4 o —~—— O e
et wop o | RS \
': !¢' ’ *,‘ a3 "7 E‘.‘ \ " | \
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Figura 3: Diferents mostres de la tinci6 Gram

L’explicacio a la coloracio resultant de la tincié Gram és la segtent:

El primer pas en qualsevol tinci6 ha de ser sempre la fixaci6 amb calor. Després, en

agregar el cristall violeta, aquest ingressa a totes les cel-lules bacterianes.

El Lugol esta format per I, (iode) en equilibri amb Kl (iodur de potassi), el qual esta

present per a solubilitzar el iode. El I, entra en les cél-lules i forma un complex insoluble

en soluci6 aquosa amb el cristall violeta. La mescla d'alcohol-acetona que s'agrega,

serveix per a realitzar la descoloracio, ja que en la mateixa és soluble el complex I /cristall

violeta. Els organismes grampositius no es decoloren, mentre que els gramnegatius si ho
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fan. Per a posar de manifest les cél-lules gramnegatives s'utilitza una coloracié de
contrast. Habitualment és un colorant de color roig, com la safranina o la fucsina basica.
Després de la coloracié de contrast les cel-lules Gram negatives es veuen roges, mentre
gue les Gram positives romanen blaves. La safranina pot o no utilitzar-se, no és crucial
per a la técnica. Serveix per a fer un tincié de contrast que posa de manifest els bacteris
gramnegatius. Al terme del protocol, els grampositius es veuran blau-violades i els
gramnegatius, es veuran roses, si no s'ha fet tincié de contrast; o roges, si es va usar, per

exemple, safranina.

> LA REACCIO CATALASA

Molts organismes poden descompondre el peroxid d'hidrogen (H.O;) per l'accié dels
enzims, és a dir, per l'accié de proteines globulars responsables de la major part de
I'activitat quimica dels organismes vius. Actuen com a catalitzadors, que sén substancies
gue acceleren les reaccions quimiques sense ser destruides o alterades durant el procés.
Els enzims son extremadament eficients i es poden utilitzar una vegada i una altra
repetidament. Un enzim pot catalitzar milers de reaccions en cada segon. Tant els valors
de pH com de la temperatura a els que treballa I'enzim sén extraordinariament importants.
La majoria dels organismes tenen un interval de temperatura preferent en el qual
sobreviuen i els seus enzims funcionen millor dins de linterval de temperatura. Si
I'ambient on es troba I'enzim és massa acid o0 massa basic, I'enzim pot desnaturalitzar de
manera irreversible o transformar-se de manera que la seva forma no li permeti més

realitzar el seu funcionament apropiat.

El H,O, és toxic per a la majoria des ﬂ # | Reconocimiento de la catalasa
organismes vius. Molts organismes son s [ ——p L
@ ]

2H202 —— P 2H20 + 02

catalasa

capacos de destruir el H,O, mitjangant ;
Trocitos Anadir Se produce un

lacci6 d'enzims abans que pugui "o eouesgemadanenc burbueo

realitzar molt de mal. Desnaturalizacion de la catalasa
Aquesta molécula es converteix en

i i ai ( \ al " Ll L
oxigen | aigua segons la seguent (o] & ® ®
reaccio: = — Hoado  Amade No

Hervir trocitos hervido agua hay reaccion
de higado oxigenada
durante 5 minutos

2H,0, - 2H,0+0,

Figura 2: Reconeixement i desnaturalitzacio de la
catalasa del fetge
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Encara que aquesta reaccié ocorre espontaniament, els enzims incrementen la velocitat
de reacci6 de forma considerable. Es la catalasa, un dels enzims responsables de

catalitzar aquesta reaccio.

> LA REACCIO OXIDASA

L'oxidasa és un enzim que catalitza una reaccio d'oxidacio/reduccio
emprant oxigen molecular (O,) com acceptor d'electrons. En aquestes reaccions l'oxigen
es redueix a aigua (H20) o peroxid d'hidrogen (H,O-). Les oxidases son una subclasse de
les oxidorreductasas. Un exemple important és el citocrom C oxidasa, un enzim essencial
gue permet als organismes emprar oxigen en la generacié d'energia i que é€s el compost

final de la cadena transportadora d'electrons.

En microbiologia la prova de l'oxidasa s'utilitza com una caracteristica fenotipica en la
identificaci6 de soques bacterianes ja que determina si el bacteri produeix citocrom
oxidasa (i per tant utilitza oxigen a la cadena de transport d'electrons). Els bacteris que
han d'utilitzar oxigen s'anomenen aerobis, i els que poden utilitzar oxigen perdo també

altres compostos s'anomenen anaerobis facultatius.
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ANNEX 2: FOTOGRAFIES ANTIBIOGRAMES DE LES
EXPERIENCIES

Figura 1: 12 sembra
d’E.coli amb triclosan,

alcohol i aigua

Figura 2: 22 sembra
d’E.coli amb triclosan,

alcohol i aigua

Figura _3: 32 sembra
d’E.coli amb triclosan,

alcohol i aigua
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Figura 4: 12 sembra d’E.
Coli amb amoxicil-lina,

propolis i aigua.

Figura 5: 22 sembra
d’E.coli amb amoxicil-lina,

propolis i aigua

igura__6: 32 sembra
d’E.coli amb amoxicil-lina,

propolis i aigua
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Figura 7: 12 sembra de M.l
luteus amb triclosan,
alcohol i aigua

\_/lgura 8: 28sembra de M.l

luteus mb triclosan,
alcohol i aigua

Figura 9: 32 sembra de M.
luteus amb triclosan,

alcohol i aigua
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Figura 10: 12 sembra de
M. luteus amb

amoxicil-lina, propolis i

aigua

Figura 11: 22 sembra de
M. luteus amb
amoxicil-lina, propolis i

aigua

Figura 12: 32 sembra de
M. luteus amb
amoxicil-lina, propolis i

aigua
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ANNEX 3: TAULA DE SENSIBILITAT ANTIMICROBIANA

ANTIBIOTIC CODIC um DIAMETRE D'INHIBICIO mm
Resistent Intermedi Sensible

Ac. Nalidixic NA 30 =14 15-17 =18
Ac. Pipemidic Pl 20 =13 14-17 =18
Amikacina AN 30 =14 15-16 =17
Amoxicil-lina AMC 20 =13 14-17 =18
+ Ae. Clavulanic

Ampicil-lina AM 10 =16 -- =17
Arzitromicina ATM 15 =13 14-17 =18
Cefalotina CF 30 =14 15-17 =18
Cefazolina CZ 30 =14 15-17 =18
Cefixima CFM 5 <15 16-18 =19
Cefotaxima CTX 30 =14 15-22 =23
Cefoxitina FOX 30 =14 15-17 =18
Ceftazidima CAZ 30 =14 15-17 =18
Cefuroxima CXM 30 =14 15-22 =23
Ciprofloxacina CIP 5 =15 16-20 =21
Clindamicina CcC 2 =14 15-20 =21
Eritromicina E 15 =13 14-22 =23
Fosfomicina FOS 200 =12 13-15 =16
Gentamicina GM 10 =12 13-14 =15
Imipenem IPM 10 =13 14-15 =16
Levofloxacino LVX 5 =13 14-16 =17
Nitrofurantoina FM 300 =14 15-16 =17
Norfloxacino NOR 10 =12 13-16 =17
Oxacina (8.4 1 =10 11-12 =13
Penicil-lina P 10 =14 - =15
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L
I 1]

ENQUESTA TREBALL DE RECERCA

Enquesta sobre |

Sexe

) Masculi

Femeni

Ha pres alguna vegada antibidtics?
Si
) No

Quan pren un antibidtic és pergué el metge I'hi ha receptat?

) Si
No

Ha recomanat alguna vegada cap antibidtic perqué i va ser itil quan estava malalt?
) Si
No

Ha pres cap antibidtic perqué algii de confianga li ha recomanat?

) Si
No

S'ha oblidat algun cop de prendre la dosi 'antibiotic a I'hora que i tocava?
) Si
No
En cas que si; qué ha fet al respecte?

Esperar a la segiient dosi
© Prendre-m'ho en doble quantitat a la segiient dosi
Predre-m'ho igualment independentment de 'hora que fos
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Us dels antibiotics -

si microbiologic - Maribel Enamorado Jiménez

Creu gue la gent en fa un mal ds dels antibiotics | dels medicaments én general!
En cas que no, per qué!

Perque se'ls deixa de prendre quan comenga a trobar-se bé
Perque no se'ls pren a I'hora que toca
Perqué pensa que un antibiotic té maltiples utilitats
Perque se'ls pren tot just deprés d'haver menjat independentment de I'hora
Altres
Creu que els antibidtics actuen al mateix nivell en totes les persones?
Si
No

No sé

Alguna vegada ha deixat de prendre un antibidtic perqué comengava a trobar-se bé!
Si
No

Ha pres mai un antibidtic contra un refredat?
Si

No

Creu que els antibidtics sén eficaos contra les malalties virigues?

Si

No

Alguna vegada ha pres antibistics sense recepta médica?
Si
No
Creu que en sap suficient sobre s dels antibidtics?
Si
No
En cas que no, quina creu que és la informacid que no ens proporcionen i ens caldria
saber?




