RESISTENCIA ALS ANTIBIOTICS.
HEM TINGUT SEMPRE LA
SOLUCIO?

TREBALL DE RECERCA

Autor (Pseudonim): El somni d’una nit d’estiu






INDEX

[ 4 oo [V ol ol o J P PP U SRR SPOPRP 1
i R\ o A1V Yol [o I o fo =T { = = o T SRR 1
1.2-Introduccid historica als antibiotics ....c.cuevvveeriieiieieeee e 1

P o [T o =T PRSPPI 3

T o= 4 V1SRRI 3

Y 11 o Te [o] [o =4 - PSPPSR 4

SRV T ol =T o ol TSP TSR PSPPSR 4
5.1-COoNEiXEMENTS DASICS ..eeuvieeirieiieiiieeiee ettt sttt et sbe e sneesneeeas 4

5.1.1-Que és un bacteri i de quins tipus N'hi ha?........ccooooiiiiini e 4
5.1.1.1-Morfologia bacteriana........cccueeeeeiiiiie e 5
5.1.1.2-Estructura d'un Dacteri.......ccooiiieiiiiiiie e 6
5.1.1.3-Classificacid de bacteris........cooiiriirieeiieeeee e 7

5.1.2-Que €5 UN aNtibIOtIC? ..ceoiiiiiiieeeee e 7

T S 0o T4 I (o1 { U1 o I TP PR PP 8

5.1.4-Com i quan s'han d'UtilitZar? ......ccceeeeeeieiiicciiieeeee e e e e 10

5.1.5-Quins sén els possibles efectes seCUNAriS? ......ccovvivicciiiiiiee e 11
5.1.5.1-Es pot reduir la possibilitat de patir aquests efectes secundaris? ............ 13

5.1.6-Que és la resistencia bacteriana als antibiotics? ........c.cceevveriieieniiiece 13

5.1.7-Com es produeix aquesta resisteNCia? ......ccccveeeeieeiieccciieeee e 15

5.1.8-Que s'esta fent per combatre-1a2........cccooeoirieiieiiii e 17

5.2-Informacid dels bacteris, antibiotics i remeis a estudiar ...........uuvveeeriiiiiiiiiiiiieeeeeeees 19

5.2.1-BaACLEIIS oottt 19
5.2.1.1-SerratiQ MAIrCESCENS .......cocoviuiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 19
5.2.1.2-Bacteris ESKAPE ........cooooiiiiiiiiiiic i 20

5.2.1.2.1-ESCHEriIChiQ COli.........eeveiiiiiiiiiiiiiiiieieceeeeeee e 21
5.2.1.2.2-Staphylococcus epidermidis............cccoueeeieeeeeieeiiiveeeeeeeeieeciirvenenn 22
5.2.1.2.3-Acinetobacter DAYIYi............eeeeeeeeeeccciiueeeeieeeeeieciiiveeeeeeeeeeeceiseeenes 23

5.2.2-ANTIDIOTICS .ottt s 24

5.2.2.1-ClaritromiCing .ecc.eeeeeereeereeeieeee e 24

5.2.2.2-AMOXICH-TING oottt et r et et et et aeta e araan 25



A B {=Y o T K T2 U= KT 26

523 0-Al ettt ettt e b e st e reeeaee 26
5.2.3.2-LIMONQ ..ot 26
5.2.3.3-A10€ VEIA..ciiiiiiiiiieete ettt ettt s s 27
5.2.3.4-EUCAIIPTUS «eeeeriiieeee e e e e e e e e e a s 28

B-Part @XPerimental...... ..o e e e s e e e e e e e e ennes 29
6.1-Disseny eXPeriMmeENTAl......cciiiiiiiiiiiiiee e s ae e e s 29
6.1.1-Protocol experimental (INStitut) ......ceeeeeiiieeeecee e 29
6.1.1.1-MAterial c..eeeeiiiiie e s 29
6.1.1.2-Preparacio dels eXtractes .......ccceeecueieecciiiee et et 30

5.0 1. 3-CUNIUL ettt ettt sae e e 32
6.1.2-Protocol experimental (UAB).......ccuuiie ittt 35
6.1.2.1-MAterial ..eeeeiiiiie et 35
6.1.2.2-Preparacio de les solucions i re-sembra........ccccceeeecieeeicciiee e, 36
6.1.2.3-Sembra i addicio dels "antibiotics" ..........coooiiiiiiiie, 39
B.2-RESUITATS ...t 43
6.2.1-Recollida de resultats (INSTItUL)........eeiiiiiiiiiiiiieiiee e 43
6.2.2-Recollida de resultats (UAB) ..........eeeeeeeeeeieciiiieeeeee e eececiirreeeee e e e eesnrrrreeeeeeeeeeanns 45
6.3-DISCUSSIONS ...eiiiiiiiiiiiiiiie et e e s s b e e e s ira e e e s snaeeeeas 49
6.4-CONCIUSIONS. ..coneiiiiieti ettt enees 52
T-FONES (GNNEX) ceiiiiiiiiiiiiiiiiee et eecc et e e e e e s et eeeeeeessasbabaeeeeeeessesssbbeaerseesesssnssnes 54
7.1-Fonts d'informacid, bibliografia i webgrafia .........cccovvvveeiiiiiiicce e, 54

7.2-FONts fOtOZrafiqUES ...uveiiee i a e 64



1-INTRODUCCIO

1.1-Motivacid i Projecte Argd

Com a la resta d’alumnes de primer de batxillerat de Catalunya, se’'m va demanar que
escollis un tema sobre el qual fer el meu treball de recerca. Un treball que duraria gairebé
un any i que, per tant, m’havia d’agradar i motivar, ja que també era una gran oportunitat
per comencar, a petita escala, en el mén de les investigacions cientifiques. Per trobar aquest
tema que havia d’escollir se’ns va oferir una “Jam Session”, una activitat que duraria dos
dies i que a partir de les nostres inquietuds ens ajudaria a determinar un tema que ens
interessés. A partir d’aquesta activitat i d’una llarga reflexié vaig decidir que el meu treball
de recerca tractaria de I'automedicacio, ja que com a societat tenim a I'abast una gran
guantitat de medicaments com, per exemple, el “Paracetamol” o “lbuprofé”. Volia
investigar les quantitats en les que la poblacié els utilitzava i els perills d’aquest Us.
Paral-lelament a aquesta decisidé, se’m va presentar |'oportunitat d'intentar participar en el
Projecte Argd, un programa d’assessorament de treballs de recerca portat per la Universitat
Autonoma de Barcelona. Vaig veure aquest recurs com a una gran oportunitat d’arribar a
tenir un major assessorament i d’apropar-me a la Universitat. Per tot aix0, vaig decidir
presentar-me i vaig ser escollida pel treball de “Resisténcia als antibiotics, que en sabem i
com podem contribuir a combatre-les?" que vaig escollir perque, malgrat no era el tema
gue inicialment m'havia plantejat, era el que més s'assemblava, al poder portar-lo per la

banda de I'Gs de farmacs i terapies alternatives.

1.2-Introduccio historica als antibiotics

Per comengar, seria important definir el terme antibiotic (un dels pilars al voltant del qual
girara el meu treball). Per una banda tenim el significat literal que és “contra la vida”, per
I'altra, si I'apliquem a la seva funcid seria el mateix que dir "contra els bacteris" . (American

Academy of Pediatrics, 2016)

Aguest terme pot fer referéncia a qualsevol substancia capa¢ d’inhibir el creixement de

bacteris o microorganismes.

Pero qui va utilitzar per primer cop substancies naturals com a antibiotic?



Es diu, que els primers en fer-ho van ser els xinesos. Fa més de dos mil-lennis, a la Xina

s'aplicava floridura de soja sobre furéncols.!

Pero, evidentment, encara que fossin els primers no van ser els uUnics ja que, per exemple,

en altres cultures s'utilitzava cincona per tractar la febre. (Espinoza, 2012)

El 1910, pero, tot va canviar. Paul Ehrlich, un metge i bacteridleg alemany, va sintetitzar el
“Salvarsan” (dioxidiamino arsenobenzol o arsfenamina) un dels primers antibiotics artificials
amb eéxit. Denominat també “compost 606” o “Bala magica” (per la seva efectivitat tractant

la sifilis, una malaltia mortal i incurable fins al moment) . (Wikipedia, Arsfenamina, 2018)

Posteriorment, el 28 de setembre de 1928 el mdn de
la medicina va fer un gran aven¢ amb el descobriment
de la penicil-lina per part d'Alexander Fleming (un
cientific britanic). Fleming havia deixat al laboratori
uns cultius de Staphylococcus aureus i al tornar se'ls va
trobar contaminats per un fong que per sorpresa seva
deixava anar una substancia que va deixar una zona

dels cultius sense bacteri. | d'aquesta manera, gracies

a aquesta contaminacié casual va apareixer un dels

Figura 1. Alexander Fleming

antibiodtics que seria més important en les proximes

decades. (Wikipedia, Penicilina, 2019)

Es van anar trobant altres antibiotics com la tirotricina i I'estreptomicina (aquest ultim, va

arribar a tractar malalties contra les quals la penicil-lina era inservible). (Espinoza, 2012)

Anys després durant la segona meitat de la década dels 40, la penicil-lina ja era accessible
per una gran part del public general i va comencar a ser anomenat “medicament miraculés”.
Terme que definia a la perfeccid el que la gent creia que eren "una solucio o tractament per
tot". Aquesta creenga va provocar la recepta d'aquests farmacs fos en quantitats

desmesurades. Aquest abus, pero, havia de portar alguna conseqgiiéncia i aquesta va ser el

1 Un furdncol és un abscés (col-leccié de pus) que es forma dintre de la pell quan un bacteri
infecta un fol-licle pilds, estructura on creixen els peéls. (Pinheiro, 2018)



fenomen anomenat “resisténcia als antibiotics”. Fenomen que ha provocat la reduccid
d'aquestes receptes com va demostrar una enquesta publicada en JAMA: The Journal of the
American Medical Association al 2002, que deia que les prescripcions d'antibiotics en nens
amb infeccions respiratories comuns havia disminuit en un 40% en els anys 90. (American

Academy of Pediatrics, 2016)

Aquesta introduccié ens ajuda a entendre com ha evolucionat I'Gs dels antibiotics fins a
arribar a I'actualitat quan la resisténcia bacteriana suposa un problema de salut a gran
escala i el buscar una solucié esta suposant un gran repte pel mon cientific (i, precisament,

aquest treball té I'objectiu de descobrir una possible alternativa).

2-HIPOTESI

Els remeis naturals sén una bona alternativa als farmacs antibiotics davant 'amenaca que

suposa la resisténcia bacteriana.

3-OBJECTIUS

OBJECTIU PRINCIPAL: descobrir experimentalment si els remeis naturals poden servir
d’antibiotics, sent aixi un recurs més en la lluita contra els bacteris i la resisténcia

bacteriana.
OBJECTIUS SECUNDARIS:

-Saber com realitzar un treball amb tots els apartats propis d’una investigacié cientifica a

partir d’'una pregunta i hipotesi propia.

-Adquirir coneixements basics sobre els antibiotics i la resistencia, ja que, a nivell personal,

tinc molt poca informacio sobre el tema.
-Aprendre a realitzar un cultiu de bacteris i una prova “in vitro” amb diferents substancies.

-Aprendre a analitzar els resultats obtinguts i com extreure’n conclusions a partir d’aquest

analisi.



4-METODOLOGIA

En aquest treball (o investigacid) per tal de determinar si la meva hipotesi és o no correcta
comencaré situant els conceptes i la informacié basica dins d’'un marc teoric per poder

parlar del tema que ens ocupa, la resistencia bacteriana als antibiotics.

Posteriorment, realitzaré una part experimental (prova al laboratori) per intentar demostrar
la meva suposicio. Aquesta prova consistira a fer un cultiu de bacteris i sobre aquest cultiu
(abans de que els bacteris es reprodueixin) posar les substancies que vull descobrir si tenen
0 no accid antibidtica contra els bacteris utilitzats. Per aquesta investigacio es faran les

répliques que es considerin necessaries.

Per tal de saber com realitzar el cultiu de bacteris (quins sén els passos a seguir en
I’experiment) estaré assessorada per professors amb experiéncia en el camp de la biologia i
la microbiologia i, a més, comptaré amb I'assessorament i algunes de les instal-lacions de la
Universitat Autonoma de Barcelona per a realitzar la part practica del meu Treball de

Recerca.

5-MARC TEORIC

5.1-Coneixements basics

5.1.1-Que és un bacteri i de quins tipus n’hi ha?

Els bacteris sdn microorganismes procariotes unicel-lulars que solen mesurar menys de 5
um, encara que hi ha excepcions com el bacteri Thiomargarita namibiensis que mesura 750

um (Padial, 2018).

Els bacteris tenen una gran importancia biologica per la seva capacitat de transformar
mateéria organica en inorganica i viceversa i pel seu paper en la descomposicio d'animals i

plantes mortes.



Malgrat aquests beneficis biologics sovint associem el concepte bacteri amb infeccions i
malalties, i encara que és veritat que en causen no hem d'oblidar la quantitat d'aplicacions
positives que tenen envers la nostra salut i la nostra vida diaria. Algunes d'aquestes
aplicacions son: la produccié d'antibiotics (només en alguns casos), la produccié de
cosmetics i la fermentacié de la lactosa (entre moltes altres aplicacions). (Recurs digital

d'aprenentatge "Profesor en linea", s.f.)

Figura 2: Lactobacillus acidophilus, bacteri descomponedor de lactosa

5.1.1.1-MORFOLOGIA BACTERIANA

De manera habitual ens referim a un bacteri per la seva morfologia bacteriana microscopica

(la forma del bacteri quan aquest és observat amb un microscopi):

-Cocs: bacteris de forma esférica (es poden subclassificar segons com s'agrupen).

-Bacils: bacteris de forma recta i allargada (es poden subclassificar segons la seva amplada,

llargada i forma dels extrems).

-Espirils i espiroquetes: bacteris amb forma d'espiral. Si aquesta espiral és rigida el

microorganisme sera un espiril, si és d'espiral flexible, espiroquetes (ambdds es poden,



també, subclassificar per la longitud de les voltes que fan, per la presencia o no d'un

embolcall, per I'angle que formen els extrems i la composicié del filament axial?).

(Rodriguez Salazar, 2018)
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Figura 3: Morfologia bacteriana

5.1.1.2-ESTRUCTURA D’UN BACTERI

De manera molt basica i senzilla, un bacteri esta format per les seglients parts:

-El citoplasma: és un liquid viscds que conté tots els organuls de la cel-lula i una estructura
(que substitueix el nucli de les cél-lules eucariotes) anomenada nucleoide que conté el

material genétic.
-La membrana citoplasmatica: una bicapa lipidica que recobreix el citoplasma.

-La paret cel-lular: una capa per sobre de la membrana citoplasmatica que esta constituida

per mureina (la tenen la majoria de bacteris).
Hi ha casos en que hi ha una altra membrana lipidica que recobreix la paret cel-lular.
Entre la paret i aquesta segona membrana hi ha un espai anomenat espai periplasmatic.

-La capsula: és I'Giltima capa de proteccid, la més externa (no sempre hi és).

2 Els espirils es desplacen gracies als seus flagels, en canvi, les espiroquetes es desplacen
mitjancant el filament axial (estructura semblant a un flagel perd que es troba dins d’una
cobertura flexible que envolta la cél-lula. (Laboratorio de tecnologia educativa, Universidad
de Salamanca, 2003)



En la superficie de I'Ultima capa hi destaquen unes fibres anomenades cilis i flagels, aquestes
serveixen per a que el bacteri es desplaci i atregui nutrients. A més, els bacteris presenten
els pilis, estructures més grans que els cilis i que s’utilitzen per la transferencia de material

genetic.

(Wikipedia, Bacteria, 2019)
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Figura 4: Parts de la cél-lula procariota

5.1.1.3-CLASSIFICACIO DE BACTERIS

Podem classificar els bacteris en dos grans grups: grampositius i gramnegatius.
Aguesta classificacié depéen de la composicié i I'estructura de la paret cel-lular.

Les parets dels grampositius contenen una capa gruixuda de peptidoglica i els gram-negatius

en tenen una molt més prima i recoberta per una membrana.
(Padial, 2018)

En els anteriors subapartats pertanyents a “5.1.1-Qué és un bacteri i de quins tipus hi ha?”
dono la informacié necessaria per després poder descriure els bacteris que he utilitzat a

partir d’aquests conceptes, establerts com a base.

5.1.2-Que és un antibiotic?

Com ja he esmentat en el subapartat “Introduccié historica als antibiotics” de |'apartat
“Introduccié”, s'anomena antibidtic a tota aquella substancia amb capacitat d’inhibir el

creixement de microorganismes. (Espinoza, 2012).



Pero aquestes substancies no serveixen per a qualsevol tipus de microorganismes, ja que els
antibiotics estan, especificament, dissenyats per tractar infeccions bacterianes en la
superficie o l'interior de l'organisme (a diferéncia dels antiseptics i desinfectants que
ataquen a una amplia franja de microorganismes de superficies que no pertanyen a éssers

Vius.

Els antibiotics més utilitzats en I'actualitat sén aquells que han estat sintetitzats en
laboratoris (la majoria dels quals es basen en components naturals). (Microbiology Society,

s.f.)

Perd no només existeix un tipus, hi ha una gran varietat: ansamicines, carbapenems,
penicil-lines, quinolones, entre una gran varietat de diferents tipus d’antibiotics. (Wikipedia,

Anexo:Clases de antibidticos, 2019)

5.1.3-Com actuen?

Un cop sabem que els antibiotics ataquen els bacteris per poder eliminar-los del nostre

organisme, la seglient pregunta logica és: com ho fan?

Com ja he esmentat hi ha una gran quantitat d’antibiotics i, per tant, no tots actuen de la
mateixa manera. Poden actuar de forma directa destruint els bacteris o poden impedir el
seu creixement per tal que el propi sistema immunitari de I'organisme els elimini. (Rios,

Cémo actuan los antibidticos, s.f.)

Els antibiotics poden actuar de les seglients maneres:

-Poden actuar sobre la paret cel-lular: impedint que se sintetitzi el component que dona

estabilitat a la seva paret cel-lular (el peptidoglica o mureina). Deixant el bacteri indefens

respecte els canvis que el puguin afectar i que puguin provocar la seva lisi (trencament).

-Poden actuar sobre la membrana cel-lular: creant petits forats entre els fosfolipids (lipids

gue conformen la membrana) causant que el bacteri no pugui funcionar correctament (vagi

perdent part del seu contingut pels porus que hi ha) i acabi trencant-se.



-Poden actuar en el citoplasma:

‘Inhibint irreversiblement la sintesi de proteines: I'antibidtic es fixa permanentment a
ambdues parts del ribosoma, de manera que no es poden construir les proteines que la

cel-lula procariota necessita per funcionar.

‘Inhibint reversiblement la sintesi de proteines: s'impedeix el creixement dels bacteris.

‘Inhibint I’ARN polimerasa (enzim): en evitar el funcionament d'aquest enzim s'evita que

succeeixin la transcripcio i traduccié (processos necessaris per sintetitzar proteines).

Polymerase
- movement

" RNAPOLYMERASE oy
/ Coding

strand

Rewinding
of DNA

Unwinding
of DNA

Nucl de being added
to the 3’ end of the RNA

RNA-DNA
hybrid region

© 2012 Pearson Education, Inc.

Figura 5: Transcripci6 de I'ADN

‘Inhibint la girasa (enzim) de I’ADN: la girasa és I'enzim que s'encarrega de donar a I'ADN la
forma adient per cabre dins la cel-lula sense |'accié d'aquest enzim I'ADN passa a ocupar un

espai que no hi ha dins la cél-lula i aquesta es trenca.

-Inhibint la sintesi de tetrahidrofolat (enzim): molécula involucrada en la sintesi de I'ADN.

‘Inhibint la sintesi d’ADN: s'impedeix la produccié d'ADN, material essencial pel

funcionament d'una cél-lula.

(Manrique, 2010)



De la mateixa manera que no tots els antibiotics tenen els mateixos mecanismes d'accié, no
tots els antibiotics es poden utilitzar contra els mateixos tipus de bacteris (grampositius i

gramnegatius.

Aquells antibiotics que tenen un rang d'accié ampli i ataquen ambdds grups de bacteris
s'anomenen antibiotics d'ampli espectre. Per contra, aquells que només actuen contra un
rang menys ampli i especific reben el nom d'antibiotics d'espectre reduit. (Wikipedia,

Antibidtico de amplio espectro, 2018)

5.1.4-Com i quan s’han d’utilitzar?

S’ha de tenir clar que només un metge o odontoleg esta capacitat per receptar antibiotics.
Perqué han de ser aquests professionals els qui decideixin si és o no necessari.

(Practicopedia, 2011)

Aguelles infeccions que requereixen |’Us d’algun antibiotic, seran diagnosticades i el metge
en questié en pautara un tractament que s’ha de complir durant el temps indicat encara que
no hi quedi cap simptoma aparent, ja que els bacteris podrien continuar en I'organisme.

(Pintor, 2016)

El mal Us d’antibiotics pot portar conseqiéncies tals com efectes secundaris, reaccions
al-lergiques i provocar en aquest bacteri una probabilitat més alta de resisténcia bacteriana

a aquest antibiotic, creant bacteris dificils de tractar. (Consumer Reports, 2016)

De fet, un estudi realitzat el 2017 per “La Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica” apunta que més de 35.000 persones moren cada any a causa

d’infeccions causades per bacteris resistents. (Gonzalez, 2018)

Molts cops aquesta utilitzacié inadequada que provoca conseqiéncies com les abans

esmentades sén causades per la poca informacio de la societat.

Per aix0, qualsevol dubte respecte cap tractament s’hauria de consultar amb un metge o un
farmaceutic. Si la consulta, per qualsevol motiu, ha de ser per Internet hi ha pagines web
acreditades com I'“Agencia Espafiola del Medicamento” que ofereixen informacié sobre

aquests temes.
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Quan el tractament finalitzi els antibiotics sobrants han de ser portats al Punt SIGRE
(Sistema Integral de Recogida Selectiva de Envases de Medicamentos) per a evitar que

contaminin. (Practicopedia, 2011)

Els apartats “5.1.2-Que és un antibiotic?, 5.1.3-Com actuen?, 5.1.4-Com i quan s’han
d’utilitzar?” expliqguen tot alldo que considero important per entendre el concepte de

resisténcia i per després poder parlar dels antibiotics utilitzats en la part experimental.

5.1.5-Quins son els possibles efectes secundaris?

A l'apartat anterior he comentat I'efecte advers més preocupant de |'Us inadequat
d’antibiotics que és la resisténcia bacteriana, perd d’aquest fenomen en parlaré més

endavant.

Aqguest apartat el vull dedicar als efectes secundaris de la presa d’antibidtics que poden

apareixer encara que es prenguin per indicacié del metge i seguint la seva prescripcio.

La majoria d’aquests efectes secundaris sén a causa de que aquest tipus de medicament no
només ataca als bacteris perjudicials sind que també en pot atacar a aquells que ens

beneficien. (Rios, Efectos secundarios de los antibioticos, s.f.)
Alguns dels efectes adversos més comuns son:

-Diarrea: la seva aparicido és deguda a que els antibiotics poden atacar els bacteris que

regulen la flora intestinal, el que provoca un desequilibri i pot desembocar en una diarrea.

-Candidiasis: és una infeccio causada pel fong Candida. Provocada, com en el cas anterior,
un desequilibri perd en aquest cas en la microbiota vaginal® que fa apareixer la candidiasis,

la qual causa picor i I'aparicié d’un liquid espes blanc.

3 Microbiota vaginal: conjunt de microorganismes que habiten la vagina i esta relacionada
amb processos fisiologics com el desenvolupament d’immunitat, resisténcia o susceptibilitat
a infeccions, o biodisponibilitat de nutrients. (Jurado, 2017)
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Figura 6: Candida albicans

Poden haver-hi molts altres efectes secundaris com: una mala absorcié alimentaria,
intolerancies alimentaries i major possibilitat de patir, per exemple, la grip, entre altres.

(Pérez, Consecuencias de tomar antibioticos, s.f.)

Hi ha dos estudis pero, que ens han mostrat que hi ha més efectes secundaris que no sén

tan coneguts i causats també per I'eliminacié bacteris que ens beneficien.

Un d’aquests estudis va ser publicat al “Science Translational Medicine” el 2016 per un gran
grup d’investigadors dirigit per Yusuke Shono el qual suggereix que dues combinacions
concretes d’antibiotics d’ampli espectre podien causar que un pacient empitjorés
posteriorment a un trasplantament. L'experiment es va fer analitzant pacients als quals
havien trasplantat cel-lules mare i que després eren tractats amb antibiotics. | es va
descobrir que les combinacions de Piperacilina amb Tazobactan i d'Imipenem amb Cilastina
augmentaven el risc de patir “Enfermedad de injerto contra huésped” on les cel-lules

trasplantades ataquen I'hoste, aquesta complicacié pot ser letal.

L'altre estudi, publicat a “Cell Reports”, també, I'any 2016 per un grup d’investigadors
encapcalat per Luisa Mohle que conclou que I'is d’antibiotics durant molt de temps podria
provocar una disminucié en la memoria. L'experiment va ser desenvolupat utilitzant ratolins
als quals se’ls va tractar amb antibiotics i se’ls hi va realitzar proves que van mostrar que els
ratolins del grup experimental sofrien una reduccié en la produccié de cel-lules cerebrals
relacionades amb la memoria. A més, com a conseqliéncia la seva capacitat de memoria

disminuia. Encara que, en els ratolins, aquests efectes es podien revertir.

(Méndez, 2016)
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5.1.5.1-ES POT REDUIR LA POSSIBILITAT DE PATIR AQUESTS EFECTES SECUNDARIS?

La resposta a aquesta pregunta és si, hi ha diverses recomanacions a tenir en compte si es
vol reduir la possibilitat de patir aquests efectes adversos, algunes d’aquestes

recomanacions son:
-Prendre iogurts actius (aquests regulen la flora intestinal).
-Tenir una dieta sana (rica en vegetals).

-Consultar al metge si els antibiotics receptats es poden combinar amb altres medicaments
(en cas de tenir un tractament ja en procés). (Rios, Efectos secundarios de los antibiéticos,

s.f.)
-No fumar ni beure alcohol durant el tractament.
-Beure molta aigua.

-Prendre sucs naturals (no industrials). (Pintor, 2016)

L'apartat “5.1.5-Quins sén els possibles efectes secundaris?” serveix com a justificacid de
perque potser seria tan important buscar alternatives no farmacologiques als antibiotics

artificials (base de I'experiment).

5.1.6-Que és la resistencia bacteriana als antibiotics?

La resisténcia bacteriana és la capacitat que té un bacteri de no veure’s afectada o suportar
I'accié d’un antibiotic o un grup d’antibiotics. Aquells bacteris que, originalment, eren
sensibles a un farmac i ja no ho sén es consideren bacteris resistents o farmacoresistents.

(INSP, s.f.)

Les infeccions causades per aquest tipus de bacteris que poden afectar tant a éssers humans
com a animals sén molt més dificils de tractar que aquelles causades per bacteris no

resistents. (OMS, 2018)
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Aquesta situacié ha arribat a tal punt que hi ha bacteris resistents a 14 antibiotics comercials
(Alds, 2015) aquests i, en general, els bacteris resistents suposen un gran problema de salut
publica causant que es vegin incrementats els costos sanitaris, la duracié de les estances

hospitalaries i la mortalitat. (OMS, 2018)

Figura 7: Acinetobacter baumanii (bacteri resistent)

Hi ha dos tipus de resisténcia bacteriana als antibiotics:

-La resisténcia natural (intrinseca): és aquell tipus de resistencia propia de cada tipus de

bacteri, aquesta resistencia és inevitable. Per exemple: els bacteris gramnegatius no es

veuen afectats per I'antibiotic vancomicina. (Vignoli & Seija, 2008)

-La resistencia adquirida: és aquella resistencia que pot variar ja que és la provocada per

I'abus i, en general, la mala utilitzacid dels antibiotics. Aquesta resisténcia pot, per exemple,
produir que un cep d’Escherichia coli sigui resistent a I'ampicil-lina (és a dir, que un grup
d’aquest tipus de bacteris no pugui ser afectat per aquest antibiotic). Aquest és el tipus de
resisténcia que s’estudia (Vignoli & Seija, 2008) i que provoca tots els problemes esmentats

anteriorment.
Segons dades de la OMS la resisténcia bacteriana als antibiotics:
-Suposa un gran perill per a la salut mundial.

-Pot afectar a tothom.
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-Es causat de forma natural encara que I'Gs indiscriminat dels antibiotics n’accelera el

procés.
-El tractament de les infeccions és cada cop més complex a causa d’aquest fenomen.

(Garbayo, 2017)

5.1.7-Com es produeix aquesta resisténcia?

Algunes de les causes per les qual es provoca la resisténcia (algunes d’elles ja esmentades

anteriorment) son:

-Incompliment del tractament receptat pel metge (no es prenen els antibiotics a temps o es

deixen de prendre abans del temps prescrit).

-L’4s d’antibiotics al mén agricola i ramader (per augmentar la produccid o prevenir

infeccions abans que apareguin).

-L’Us de sabons amb un contingut excessiu d’antibiotic.

-La utilitzacié innecessaria (massa freqiient) de cremes i desodorants amb antibiotics.
-Venta de grans quantitats de productes de neteja amb antibiotics.

(Ospina., s.f.)

La resisténcia bacteriana als antibiotics es adquirida per:

-Una mutacié a I'atzar en ’ADN.

-Un intercanvi parasexual* de gens (que aporten resisténcia) entre bacteris. (Wikipedia,

Resisténcia als antibiotics, 2017)
N’hi ha de diferents tipus:

‘Transformacié genética: és la incorporacié d’ADN extern sense cap ceél-lula o

proteina associada. La capacitat de poder realitzar la transformacié genética depén la

4 parasexual: referit a la recombinacié de gens entre individus sense recérrer a la unié dels
seus gametes. (The free dictionary, s.f.)
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competéncia de la cél-lula, I’habilitat natural o artificial (provocada al laboratori) de poder

captar i introduir material genétic. (LUMITOS, Transformacién (genética), s.f.)

Transformacion
Fragmentos de ADN Recombinacion o
de la célula donante Sobrecruzamiento

\‘ / = —\Integradén z
. .
Y/ D —— —> |llEd

| Captacion de ADN

) \
N N

Célula receptora Célula transformada

Figura 8: Transformacio genetica

‘Transduccidé: és un procés mitjancant el qual 'ADN és transferit d’'un bacteri a un
altre a través d’un virus que actua com a vector, al tractar-se de bacteris, el virus és un
bacteriofag. La traduccié pot ser: generalitzada (es produeix quan un fragment d’ADN
bacteria és introduit a la capsida d’un virus per error) i especialitzada (es produeix quan

I’ADN introduit a la capsida és una barreja de 'ADN del bacteriofag i del bacteri). (Angel,
2012)

Transduccion
¢\ Fago Lisis de la bacteria :
./ Liberacion de viriones — zan:;:cma
/ Bacteria Nueva infeccion _—a L)
— e — /f’-.,l“ N/ R
,/ // \\‘ \. "~-\_\/
—— // \
|
\ /
- Infeccion litica Ensamblaje de virus. Recombinacion _ge_nética

Figura 9: Transduccid genética
-Conjugacid: és la transferéncia unidireccional del material genétic que va des d’un
organisme donant a un receptor (generalment, ambdds sén bacteris, poden o no ser del

mateix tipus o especie). Aquests bacteris s'uneixen gracies als seus pilis que permeten que

els gens puguin passar al receptor. (Lira Goémez, s.f.)
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Conjugacion

/ = Célula receptora F~

Puente
de conjugacion

Célula F*

S

Célula F*

Figura 10: Conjugacio bacteriana

5.1.8-Queé s’esta fent per combatre-la?

La resisténcia suposa, avui en dia, un risc per la salut de tots nosaltres. Cada cop hi ha més
bacteris resistents als quals els antibiotics no poden destruir. Per solucionar aquest
problema, els cientifics busquen constantment nous antibiotics, el problema, pero és que el

procés de descobriment, prova i acceptacio d’un antibiotic és molt lent.

De fet, segons un article publicat al diari “Diario de Ibiza” el 3/11/2017, en els ultims 30 anys
només s’havien aprovat dos nous tipus d’antibiotics. Per tant, és evident, que aquesta via
d’investigacié no és gaire eficag. Tot i aixi, en aquest mateix article es comenta que aquell
mateix dia es va publicar a la revista Cell la investigacié d’un equip del “Centro Internacional
de la Biotecnologia” havia creat una molecula capa¢ de fer que un bacteri com
I’'Staphylococcus aureus (un bacteri mortifer resistent a la meticil-lina) deixés de ser-ne
resistent. Aix0 s’aconseguia gracies a que la molecula que atacava les parts del bacteri a on
les proteines relacionades amb la resistencia s’havien d’unir. (Redactor de “Diario de lbiza”

(“Efe”), 2017)

Hi ha altres investigacions com aquestes que suposen una alternativa de gran potencial en

aquesta lluita contra els bacteris farmacoresistents.

Una d’aquestes investigacions és liderada per la Dra. Ester Boix i Borras del Departament de
Bioguimica i Biologia Molecular de la Universitat Autbnoma de Barcelona (UAB). Investigacid
que treballa en un recurs que ajudaria a evitar part de les infeccions hospitalaries. En

concret, amb el bacteri que segons 'OMS ha de tenir la major prioritat en la recerca de
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noves estrategies o farmacs, Pseudomonas aeruginosa. En aquesta investigacid es van
utilitzar peptids del sistema immunitari huma amb activitat antimicrobiana que a l'unir-se
amb unes molecules Uniques en I'embolcall dels bacteris Gram-negatius provocava la seva

mort cel-lular. (Boix i Borras, 2018)

També s’han realitzat Treballs de Final de Grau respecte les alternatives viables a als
antibiotics tradicionals com el treball de I'estudiant Samira Arrahaoui Douiri de
Biotecnologia a la Universitat de Girona titulat “Terapia fagica com alternativa als
antibiotics: passat, present i futur” que es centra en I'alternativa dels bacteriofags, virus que
infecten bacteris. Algunes de les conclusions d’aquest treball indiquen que la terapia fagica
ha causat molt d’interes en la comunitat cientifica en els ultims 20 anys, fet relacionat amb
la conscienciacié respecte I'augment de bacteris resistents. S’indica que la gran majoria
d'assaigs i investigacions en aquest camp s’han fet amb Escherichia coli, Staphylococcus
aureus i Pseudomonas aeruginosa, els bacteris que provoquen més mortalitat en animals i
humans. | també es conclou que aquesta terapia podria arribar a ser viable com a

substituent dels antibiotics. (Arrahaoui Douiri, 2018)

| com aquestes n’hi ha moltes altres investigacions en procés i fetes recentment a causa de
la creixent preocupacido mundial i I'amenaca que suposa el fet que els antibiotics
convencionals ja no funcionin contra una gran part dels bacteris, situacié que s’agreuja cada
dia. Per aquesta rad cada cop se’n fa més recerca ja que les nostres vides depenen de que es

trobi una solucid.

Els anteriors apartats “5.1.6-Qué és la resisténcia bacteriana als antibiotics?, 5.1.7-Com es
produeix aquesta resisténcia?, 5.1.8-Qué s’esta fent per combatre-la?” sén importants en
aquesta investigacié ja que no només m’he proposat comprovar la meva hipotesi (amb Ila
qgual també esta molt relacionada) siné també com a coneixement personal que em permeti
col-laborar a frenar la resisténcia als antibiotics, ja que de tots el desenvolupament o no

d’aquesta problematica.
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5.2-Informacid dels bacteris, antibiotics i remeis a estudiar

5.2.1-Bacteris

5.2.1.1-Serratia marcescens

Domini: Bacteria

Phylum (tipus): Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae

Geénere: Serratia

Espécie: Serratia marcescens

(ITIS, Serratia marcescens, s.f.) Figura 11: Placa de petri (cultiu de Serratia
marcescens)

El bacteri Serratia marcescens és un bacil gramnegatiu (LUMITOS, Serratia marcescens, s.f.)

qgue va ser descobert el 1819 per Bartolomeo Bizio, un farmacéutic italia.

Una de les caracteristiques que més hi destaquen és la seva coloracid vermellosa producte
d’un pigment conegut com a prodigiosina, degut a que a aquest bacteri se li atribueix ser
I’explicacié d’alguns miracles que han ocorregut al llarg de la historia. Aquest pigment esta
sent estudiat actualment per les seves aplicacions en el tractament de malalties i proteccié

del medi ambient. (Sutil, s.f.)

Aguest microorganisme és el causant més comu de les infeccions intrahospitalaries dintre
del geénere Serratia. (Science Direct, s.f.) Sent el causant de conjuntivitis, queratitis i

infeccions en ferides, ronyons i vies urinaries.
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Com a especie que forma part del genere Serratia és resistent a totes les penicil-lines,
cefalosporines i polimixina, per la preséncia d’un tipus de plasmidi®> que li ofereix aquesta

resistencia.

Normalment per tractar infeccions causades per la Serratia marcescens s’utilitzen
trimetoprim, sulfamides, fluoroquinolones o carbapenemes (segons la gravetat de la

infeccid). (LUMITQS, Serratia marcescens, s.f.)

5.2.1.2-Bacteris ESKAPE

Els bacteris ESKAPE sén un grup de bacteris que suposen per la seva multiresistéencia un
perill per la salut publica. Perd aquest no és pas un problema nou, de fet aquesta agrupacid i
denominacié va ser establerta el 2008 per Rice i col-laboradors.

El 2009, pero, el terme va ser actualitzat per Peterson i col-laboradors que van acollir el nom
ESCAPE, per incloure la Clostridium difficcile i tots els bacteris que pertanyen als
Enterobacteriaceae. (Fernandez, 2013)

Aguests microorganismes, de fet, sén els causants majoritaris de les infeccions
intrahospitalaries o nosocomials, una altra rad per la qual sén una prioritat en el mén
cientific. (Santajit & Indrawattana, 2016)

Per tal d’estudiar i experimentar amb possibles nous antibiotics o solucions contra el grup
ESKAPE de manera segura als laboratoris es poden utilitzar bacteris molt semblants en
caracteristiques als originals.

En la taula seglient es recullen els substituts que es poden utilitzar:

> Plasmidi: molécula d’ADN, que sol ser circular, i que es transmet d’un bacteri a un altre en
la conjugacio bacteriana (procés en el qual es passa informacid genética per tal de que el
bacteri receptor hi adquireixi caracteristiques noves com ara la resisténcia a certs
antibiotics). (Verger Salom, 2017)
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ESKAPE

Substitut

Enterococcus faecium

Grampositiu

Enterococcus raffinosus

Staphylococcus aureus

Grampositiu

Staphylococcus epidermidis

Klebsiella pneumoniae

Gramnegatiu

Escherichia coli

Acinetobacter baumannii

Gramnegatiu

Acinetobacter baylyi

Pseudomonas aeruginosa

Gramnegatiu

Pseudomonas putida

Enterobacter spp

Gramnegatiu

Enterobacter aerogenes

(Yero & Gibert (Professors de Microbiologia de la UAB), 2019)

5.2.1.2.1-Escherichia coli

Domini: Bacteria

Phylum (tipus): Proteobacteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Genere: Escherichia

Especie: Escherichia coli

(ITI1S, Escherichia coli, s.f.)

Figura 12: Escherichia coli
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L’Escherichia coli és un bacil gramnegatiu. (Canet, 2016) Que habita, normalment, els

intestins d’éssers humans i animals. (Soteras, 2014)

Aguest microorganisme va ser descrit per primer cop el 1885 per Theodore von Escherich,
pediatre i microbioleg alemany. | en 1954, quan va ser completament descrit en detall, va

ser nomenat Escherichia coli, en honor al cientific alemany. (Sanchez, 2018)

Entre la gran quantitat d’E. coli que existeixen, la majoria dels quals inofensius, es troben els
causants d’infeccions urinaries, meningitis, infeccions respiratories, gastroenteritis, entre
altres. (Soteras, 2014) Aquestes infeccions es poden complicar, segons la OMS el 10% d’elles
desenvolupa en el sindrome hemolitic urémic (Sdnchez, 2018), que provoca la disminucié

d’eritrocits (globuls vermells), de plaquetes i insuficieéncia renal. (Soteras, 2014)

Les infeccions lleus no solen rebre cap tractament, malauradament, pero, per infeccions

més greus que si que en necessitarien no n’hi ha. (Villos Lada, s.f.)

5.2.1.2.2-Staphylococcus epidermidis

Domini: Bacteria

Phylum (tipus): Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordre: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae

Geénere: Staphylococcus

Especie: Staphylococcus epidermidis

Figura 13: Staphylococcus epidermidis

(ITIS, Staphylococcus epidermidis, s.f.)
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L’Staphylococcus epidermidis és un bacteri grampositiu que es desplacga en colonies. (Horde,
s.f.) I que encara que forma part dels bacteris que viuen a la pell (on és inofensiu) la seva
capacitat per formar pel-licules en superficies de material clinic com els cateters i les
protesis (material que a I'estar amb contacte amb la pell i posteriorment trobar-se dins del
cos permet I'entrada d’aquest bacteri) (Otto, 2009) el converteix en un dels culpables de la

major part de les infeccions nosocomials des d’abans de 2002. (Vuong & Otto, 2002)

Es un microorganisme que no només és resistent a la meticil-lina i penicil-lina siné que
també ha desenvolupat estrategies per tal de protegir-se de les defenses del sistema

immunitari. (Otto, 2009)

Es el causant d’infeccions nasals i urinaries. (Horde, s.f.) A més, encara que provoca menys
infeccions que el seu semblant Staphylococcus aureus, causa el 13% d’endocarditis protetica
(un tipus d’infeccié que pot sorgir en parts de valvules prostétiques o reconstruides (Piper,

Korfer, & Horstkotte, 2001)) amb una mortalitat del 24%. (Otto, 2009)

5.2.1.2.3-Acinetobacter baylyi

Domini: Bacteria

Phylum (tipus): Proteobacteria
Classe: Gamma Proteobacteria
Ordre: Pseudomonadales

Familia: Moraxellaceae

Genere: Acinetobacter

Especie: Acinetobacter baylyi

Figura 14: Placa de petri (cultiu
d'Acinetobacter baylyi)

(ITIS, Acinetobacter baylyi, s.f.)

L’Acinetobacter baylyi (bacteri gramnegatiu) sent un substitut “no tan perillés” de

I’Acinetobacter baumanii, no esta tan estudiat com la resta de bacteris utilitzats (o al menys
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no hi ha tanta informacid respecte infeccions causades per aquest microorganisme). Tot i
aixi, en un article publicat el 2008 es reportaven sis casos de pacients la sang dels quals
contenia Acinetobacter baylyi (un cep que presentava una alta resistencia als antibiotics
beta-lactamics com I’Amoxicil-lina), bacteri que van adquirir durant la seva estancia a

I’"hospital. (Te-Li, et al., 2008)

Pel contrari, I"Acinetobacter baumanii (un bacil) és un dels causants d’infeccions
nosocomials arreu del mén. | consta de resisténcia cap a una gran majoria dels antibiotics

existents. (Pérez, et al., 2007)

5.2.2-Antibiotics

5.2.2.1-CLARITROMICINA

Medicament: “Claritromicina Mylan 500 mg

Comprimidos recubiertos con pelicula EFG” Claritromicina Mylan generics -
500 mg compresse rivestite con film
La Claritromicina és un antibiotic d’ampli | Medicinale equivalente

espectre que actua tant contra bacteris

gramnegatius com grampositius.  (Prats mg, . Ny :

.
>
¥

‘e

Jiménez, 2019) Es classifica com a macrolid Q M compeass

rivestite con film

(grup d’antibiotics) i que és utilitzat per
tractar infeccions en persones majors a 12 Figura 15: Clarotrominica Mylan (Italia)

anys. Les infeccions tractades solen ser, majoritariament, del tracte respiratori (faringitis,
bronquitis aguda, pneumonies...) o cutanies (fol-liculitis, cel-lulitis...). (AEMPS (Agencia

Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios), 2019)

Per atacar els bacteris s’uneix a la subunitat gran dels seus ribosomes per tal que I’ARN no

pugui passar a constituir proteines. (Prats Jiménez, 2019)

Aguest medicament consta d’una llarga llista de possibles efectes secundaris classificats
segons la seva freqiéncia. El més freqient és inflamacié de les venes, vomits, dolor

abdominal, entre altres. Com a efectes no tan freqlients o poc freqlients ens trobem els més
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greus: infeccions, ansietat, asma, aturada cardiaca, etc. (AEMPS (Agencia Espafiola de

Medicamentos y Productos Sanitarios), 2019)

5.2.2.2-AMOXICIL-LINA

Medicament: “Amoxicilina Ardine 500 mg Comprimidos
EFG”

\ g 694744.9 XO

e e
moxicilina Agdm
500 mg Comprimidos EF

L’amoxicil-lina és un antibiotic que funciona per ambdds

tipus de bacteris (gramnegatius i grampositius). (Prats

30 Comprimidos

Jiménez, 2019) Es classifica com a penicil-lina (grup

d’antibiotics) i que és utilitzat per tractar infeccions en e

T

persones que pesin més de 40 kg. Amb aquest

medicament es poden tractar un gran ventall d’infeccions Figura 16: Amoxicil-lina Ardine

diferents (vies respiratories, urinaries, dentals, entre moltes altres). (REIG JOFRE, S.A., 2005)

El seu mecanisme d’accié consisteix en impedir que la cél-lula pugui sintetitzar la capa de
peptidoglica que envolta el bacteri, és a dir, fer que no pugui sintetitzar alld que és basic per
la seva paret cel-lular, el que protegeix la cel-lula dels canvis extracel-lulars. (Prats Jiménez,

2019)

En aquest cas, com en el de la claritromicina, trobem al prospecte una llista (més reduida en
aquest cas) del que podria arribar a passar si es pren l'antibiotic. Els possibles efectes
adversos més habituals sén els vomits, diarrea... Altres conseqiiéncies menys comunes

poden arribar a ser: al-lérgies, febre o, fins i tot, convulsions (en casos molt concrets).

(REIG JOFRE, S.A., 2005)

*En la prescripcié d’ambdds medicaments es tenen en compte les circumstancies del
pacient tals com: malalties, tractaments en curs, al-lergies, entre molts altres aspectes que
condicionen que aquests antibiotics es puguin o no prendre. Per tant, és imprescindible que
sigui un metge qui els recepti segons cada cas particular. En qualsevol cas, s’han de seguir
estrictament les indicacions del metge o farmacéutic per evitar efectes adversos o

augmentar la resistencia del bacteri del qual s’esta infectat.

25



5.2.3-Remeis naturals

5.2.3.1-ALL

L'all és un aliment que a part de les seves utilitats
culinaries ha estat utilitzats des de fa milers d’anys e
per tractar malalties molt diverses. Per exemple, se ko

li atribueixen: la millora de la circulacié sanguinia,

e
4\
ser un antibiotic natural per infeccions pulmonars, M S /

protegir el nostre sistema cardiovascular, entre

altres. (Penelo, 2019) Figura 17: All

D’entre els diferents components de l'all, I’al-licina n’és un dels seus principis actius més
importants ja que li aporta la gran part de les seves propietats beneficioses com la propietat
antibiotica i, fins i tot, se la relaciona amb la prevencio del cancer. (Pérez, Alicina: beneficios

del principio activo del ajo, s.f.)

Segons la data dels estudis que he pogut trobar respecte I'activitat antibacteriana de l'all,
sembla ser que aquest aliment va tenir una gran importancia en el mdén cientific del segle

passat.

En aquests articles es conclou que l'all, efectivament, té propietats antibiotiques. |, més a
fons, s’estudien les condicions en les quals aquest efecte és major. Es va determinar, per
exemple, que les preparacions amb all fresc i sense escalfar tenen una major activitat. (J.

Cavallito & Hays Bailey, 1944)

5.2.3.2-LLIMONA

La llimona és un citric (originari d’Asia) conegut,
de la mateixa manera que l'all, per la seva a
suposada gran quantitat de propietats culinaries,

medicinals i cosmetiques (gracies al seu aroma).

(Varela, 2015)

Figura 18: Llimona
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Algunes d’aquestes propietats medicinals sén: alleujar els simptomes de la diabetis i les
al-lergies i possiblement ajudar a prevenir la presencia de calculs al ronyd i prevenir altres
malalties com el Parkinson i I’Alzheimer (encara que aquestes conclusions requeririen molts

més estudis per ser confirmades). (Ramos Rojas, 2013)

Es un aliment ric en vitamina C i olis essencials (presents en la cobertura de la llimona),

aquests components son, a més, considerats els seus principis actius. (Herbwisdom, s.f.)

Alguns dels estudis realitzats sobre les propietats antimicrobianes de la llimona mostren

que:

-La llimona té propietats bactericides que la farien apropiada per conservar aliments. (Viuda

Martos, Ruiz Navajas, Fernandez Lépez, & Pérez Alvarez, 2008)

-L'oli essencial és efectiu contra bacteris gramnegatius i grampositius. (Onawunmi &

Ogunlana, 1986)

5.2.3.3-ALOE VERA

L'Aloe vera és una planta s’ha utilitzat al llarg dels
segles com a medicina natural. Com a tractament
per a una multitud de problemes, especialment

problemes en la pell com: cremades i altres ferides

superficials, acné i caspa, entre altres. Encara que

també s’utilitzen per a alleujar les afeccions

relacionades amb el colon. (Betancourth, 2014)
Figura 19: Aloe vera

L'aloe té com a principi actiu I'aloina i conté altres components com: sals minerals (calci,

fosfor, potassi, ferro...), una gran quantitat aminoacids i vitamines. (Olguin, s.f.)

Com en els casos anteriors, la comunitat cientifica ha estat buscant comprovar aquests

suposats efectes positius i medicinals que sempre s’ha dit que tenen.

En un d’aquests estudis es va comprovar que I'accié antibacteriana del gel d’Aloe vera (accio

gue van provar) era major en extractes fets amb acetona. Van ser estudis fets amb
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Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli
(el primer i els ultims dos bacteris no van mostrar al-lus d’inhibicié en I'extracte aquds).

(Nejatzadeh-Barandozi, 2013)

5.2.3.4-EUCALIPTUS

L’eucaliptus és una planta la qual, com a la resta
de casos, té, culturalment, propietats que la fan
beneficiosa per la salut. Es principalment
utilitzada per la seva habilitat d’absorcié d’aigua
en zones humides on hi havia plagues,

d’aquesta manera aquestes plagues sén

eradicades. Com a tractament de malalties a
nivell individual és utilitzada per: problemes Figura 20: Eucaliptus
respiratoris, diabetis, problemes en la pell i artritis, entre altres aplicacions. (Equip de

Botanical-Online, 2019)

El 80% de I'eucaliptus és, un dels seus principals principis actius, cineol o eucaliptol. Hi ha

altres components com tanins i resina. (Equip El Arbol de la Vida, s.f.)
Diferents investigacions respecte aquesta planta determinen que:

-L'oli essencial de I'Eucalyptus globulus mostrava accio inhibitoria en Escherichia coli i
Staphylococcus aureus (és a dir, accié inhibitoria per a un bacteri gram-negatiu i un altre

gram-positiu). (Bachir & Benali, 2012)

-L’oli essencial d’aquesta planta podria ser utilitzada com a tractament en malalties
infeccioses causades per Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae i Haemophilus influenzae. Conclusié que requeriria molts més estudis en relacid

amb aquesta accid. (Salari, Amine, Shirazi, Hafezi, & Mohammadypour, 2005)

En aquest ultim bloc del marc tedric mostro la importancia de dur a terme I'experimentacié

amb els bacteris utilitzats (ja que sén pels que hi ha més urgencia a I’hora de trobar un
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tractament), a més, explico quins sén tant els antibiotics artificials com els suposats

antibiotics naturals que utilitzaré, de manera que es justifica I'eleccié d’aquests elements.

6-PART EXPERIMENTAL

6.1-Disseny experimental

6.1.1-Protocol experimental (Institut)

6.1.1.1-MATERIAL

-Matéria prima per les
preparacions: 150 g
d’eucaliptus, 1 all, 1
llimona, 1 fulla d’Aloe
vera, 1 pastilla de
claritromicinai 1 pastilla

d’amoxicil-lina)

-Bacteris: Escherichia coli

i Serratia marcescens
-Tisores

-Olla

-Aigua destil-lada
-Placa calefactora

-Colador

-Ampolla
-Ganivet

-2 vasos de precipitats de

600 ml

-2 vasos de precipitats de

100 ml

-Batedora
-Espremedor
-Espatula
-Retolador per vidre
-Regla

-22 plaques de petri

-Alcohol etilic

-Nansa de vidre
-Bec bunsen
-Misto

-6 comptagotes

-Pipetes: una pipeta
manual (1 ml), una pipeta

automatica (0,2-1 ml)

-6 recipients estérils amb
tapa (per guardar les

solucions)
-Frigorific
-Balanca

-Proveta de 50 ml
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6.1.1.2-PREPARACIO DELS EXTRACTES

Data de realitzacié: 18/06/2019 - 19/06/2019
-Eucaliptus:

-Agafar 150 g de fulles d’eucaliptus.

-Tallar amb unes tisores les fulles en petits fragments.

-Omplir una olla amb aquests fragments de fulles fins

a la meitat.
-Afegir aigua també fins a la meitat de I'olla.

-Tapar l'olla i deixar bullint durant dues hores a foc

lent.

-Deixar refredar a la mateixa olla.

. L Figura 21: Tallar fulles d'eucaliptus fins a
-Colar el contingut i deixar-ho en un altra olla reposar. omplir la meitat de I'olla

-Passar el liquid a una ampolla.

Després d’aquest procés, per diferencia de densitats, hauria d’haver quedat I'oli essencial a
la part superior de I'ampolla per poder després extreure’l pero no va funcionar i vam decidir

utilitzar el liquid que havia resultat.

-Aquest liquid va ser concentrat mitjancant una vaporitzacié duta a terme en una olla sobre

una placa calefactora.

-Aloe Vera:
-Agafar una fulla d’Aloe Vera (fulla utilitzada: 50 g).

-Amb l'ajuda d’un ganivet, pelar la fulla (traient la

cobertura de la fulla)

-Passar I'Aloe Vera aconseguit a un recipient (utilitzat:

vas de precipitats de 600 ml).*

Figura 22: Trituracié d'Aloe vera
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-l en aquest recipient triturar I’Aloe Vera amb una batedora, afegint-hi 50 ml d’aigua

destil-lada.**

Resultat: Aloe Vera amb consisténcia semblant a I'escuma.

-Llimona:
-Tallar una llimona per la meitat amb I'ajuda d’un ganivet (llimona utilitzada: 151,2 g).

-Extreure’n el suc d’ambdues meitats amb un espremedor (suc obtingut: 33,5 ml).

-Pelar el bulb d’un all (all utilitzat: 64,1 g).

-Treure’n els grans d’all de dins.

-Pelar els grans amb I'ajuda d’un ganivet.

-Ficar els grans pelats en un recipient (recipient utilitzat: vas de precipitats de 600 ml).
-Triturar I'all amb una batedora.

-Afegir 50 ml d’aigua destil-lada (per fer més liquida la substancia).

-Continuar triturant.

Resultat: all amb consisténcia pastosa.

Les mesures de massa de la matéria prima es van fer amb una balanc¢a i la mesura de volum

del suc de la llimona amb una proveta de 50 ml.

-Antibiotic 1 (Claritromicina):

-Ficar una pastilla de claritromicina en un vas de precipitats de 100 ml.
-Ficar 50 ml d’aigua destil-lada.

-Remenar amb una espatula fins a dissoldre la pastilla de I'antibiotic.
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-Antibiotic 2 (Amoxicil-lina):

-Ficar una pastilla d’amoxicil-lina en un vas de precipitats de 100 ml.
-Ficar 50 ml d’aigua destil-lada.

-Remenar amb una espatula fins a dissoldre la pastilla de I'antibiotic.

Figura 23: Preparacions resultants

*Va ser utilitzat el vas de precipitats de 600 ml perqué era de la mesura perfecte per ficar-hi

el batedor i poder triturar.

**Els 50 ml d’aigua destil-lada van ser afegits a totes les substancies a excepcio de la
llimona, ja que se n’extreia el liquid amb facilitat, i de I'eucaliptus al que durant el procés

d’extraccié ja se li havia afegit aigua.

6.1.1.3-CULTIU

Data de realitzacié: 19/06/2019

-Retolar totes les plaques de petri en la unitat petita de la placa (indicant la divisié de la
placa, la substancia que es col-locara a cada costat, el bacteri que contindra la placa i la data

de cultiu).

-Preparar una placa buida (sense medi de cultiu) i ficar-hi alcohol.
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-Posar una placa més gran a sobre per fer de
tapa i evitar que el alcohol s’evapori o prengui

foc.

-Encendre un bec bunsen amb un misto per

crear una zona d’esterilitat.

-Realitzar el cultiu a prop de la flama.

-Escherichia coli: el cultiu va ser realitzat amb Figura 24: Material per realitzar el cultiu (plaques
retolades, bec bunsen, pipeta, alcohol i bacteri)

una pipeta manual (d’1 ml) i pipum, agafant 0,1

ml de bacteri per cada placa.

-Serratia_marcescens: el cultiu va ser realitzat amb una pipeta automatica (de 0,2 a 1 ml),

agafant 0,2 ml de bacteri per cada placa.

-A I'hora de cultivar les plaques s’han de deixar amb la part de la placa que porta el medi
(part retolada) a sota amb la placa gran a sobre

tapant la petita.

-Agafar amb la pipeta el bacteri corresponent a la
placa que es vol cultivar (en la quantitat indicada

anteriorment).

-Obrir la placa, posar-ne el bacteri a I'interior (al mig

de la placa) i tapar.

Figura 25: Cultiu de bacteris en zona d'esterilitat

-Agafar una nansa de vidre, posar-la dins 'alcohol i

passar per la flama.

Si la nansa s’encén, esperar a que s’apagui abans de tornar a ficar-la a I'alcohol. (Repetir el

procés dues o tres vegades).
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-Obrir de nou la placa i estendre amb la nansa el bacteri per tot el medi. (A I’hora que

s’estén, fer girar la placa perqué el bacteri quedi sembrat per tota la placa).
Dur a terme el mateix procés fins a cultivar totes les plaques.

-Obrir una placa, agafar amb el comptagotes la substancia “antibiotica” indicada al primer

costat i posar-hi dues gotes, una a dalt i una a baix (ambdues al costat corresponent).
Utilitzar un comptagotes diferent per cada “antibiotic”.

-Fer el mateix amb I’altre costat i tapar la placa.

Repetir el procés amb totes les plaques de petri.

Esperar a que creixin els bacteris per observar els resultats de I'experiment.

Figura 26: Addicié d'antibiotics amb comptagotes
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6.1.2-Protocol experimental (UAB)

6.1.2.1-MATERIAL

-Preparacions
“antibiotiques” de
I’anterior experiment i oli

essencial d’eucaliptus

-Mateéria prima: un gra
d’all i una fulla d’Aloe

vera

-Bacteris: Serratia
marcescens, Escherichia
coli, Acinetobacter baylyi,
Staphylococcus

epidermidis

-2 plagues ja sembrades
amb Acinetobacter baylyi

i Staphylococcus

-7 bastons amb puntes de coté

epidermidis (aquest Ultim

en agar sang)

-11 plaques de petri
buides d’agar i 1 placa

d’agar sang
-Bata de laboratori
-Bisturi

-Polytron

(homogeneitzador)

-Cabina de flux laminar

(nivell de bioseguretat 2)
-Gradeta
-7 tubs amb tapa

-Retolador per vidre

-6 filtres de 0,45 um

-7 xeringues

-Discs de paper de filtre
-Autoclau

-Bec bunsen

-Misto

-Nanses de kolle de

plastic
-Frigorific

-Estufa

-Pipeta automatica amb

puntes

-Sacsejador (Heidolph)
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6.1.2.2-PREPARACIO DE LES SOLUCIONS | RE-SEMBRA

Data de realitzacié: 22/07/2019

-A I'arribar al laboratori, posar-se

la bata per motius de seguretat.

-Repetir les preparacions que

s’havien de repetir.*

-Passar pel Polytron (semblant a

una batedora) totes les solucions Figura 27: Material necessari per la filtracié de les preparacions
(tubs, gradeta, preparacions originals, filtres i xeringues)

(excepte la de I'eucaliptus i la de la
llimona que ja sén completament liquides).
-Col-locar-se a la cabina de flux laminar (de nivell 2 de bioseguretat**).

-Introduir a la cabina una gradeta amb sis tubs amb tapa.

-Escriure a cada tub el nom de la solucié que s’hi posara (all, eucaliptus, antibiotic 1...), amb

un retolador per escriure sobre vidre.
-Obrir un dels embolcalls de filtres de 0,45 um, sense treure el filtre.

-Obrir el tub amb el nom d’una de les preparacions i el pot de la

mateixa preparacio.
-Amb una xeringa agafar-ne del pot la solucid.

-Clavar la punta de la xeringa en el filtre i col-locar el filtre sobre el

tub obert.

-Aplicant una mica de forca a la xeringa fer que passi la preparacié

pel filtre, amb unes quantes gotes de solucid filtrades sera Figura 28: Filtrar cada preparacio (la
. ) . » llimona en aquest cas)
suficient. (Si s’aplica massa forca, a causa de l'alta pressio, el

filtre explotara.)
-Tancar el tub.

Repetir el mateix procés amb totes les preparacions.
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-Deixar els tubs al frigorific.

-Autoclavar discs de paper de filtre (utilitzats per posar les solucions
“antibiotiques” a les plaques de petri) per tal de que s’esterilitzin.

Introduir a l'autoclau els discs en el seu recipient i posar-hi una

cinta d’autoclau (que canviara de color com a indicador de que ha
Figura 29: Discs de paper
de filtre amb cinta
d’autoclau

pujat la temperatura) per assegurar-se de que els discs surten
estérils. L'autoclau s’ha de programar per a qué estigui a 1219C

durant 15 minuts.

-Anar a una taula de laboratori i encendre un bec bunsen per

crear una zona d’esterilitat.
-Agafar plaques ja sembrades d’A. baylyi i S. epidermidis.

-Agafar i posar en una gradeta els tubs que contenien E. colii S.

marcescens.

-Agafar quatre plaques més (que només continguin el medi),

per facilitar el creixement de la S. epidermidis sera d’agar sang,

la resta seran d’agar. Figura 30: Maquina d'autoclau

-Retolar una placa (posar el nom del bacteri que s’hi sembrara i la data de sembra) i obrir-la.

-Obrir la placa ja sembrada del mateix bacteri, amb una nansa de kolle de plastic (d’un sol

us), prendre’n colonies i tancar la placa.

-Collocar la nansa a un punt del perimetre del medi i recérrer la placa de banda a banda

amb la nansa intentant cobrir tota I'area de la placa fins a la meitat.
-Girar la placa 452 i situar la nansa a I'extrem on s’ha acabat de sembrar la primera meitat.

-Recdrrer amb la nansa la zona encara no sembrada, movent-la des de I'extrem de la placa

fins on ha arribat la primera sembra i anant des de I’extrem superior a l'inferior.

-Tancar la placa.
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-Cremar la punta de la nansa utilitzada i llengar-la a un

pot de vidre.
Repetir el procés amb totes les plaques.

-Deixar totes les plaques en una estufa a 372C.

(Després de tot aix0, vam decidir que també provariem

. ) . ] . Figura 31: Re-sembra amb nansa de
com a substancia possiblement antibiotica oli essencial kolle
d’eucaliptus, per tant, vaig retolar un tub posant “oli eucaliptus” i amb una pipeta es va

introduir I'oli al tub.)

*Vaig proporcionar tant les preparacions que haviem fet servir pel primer experiment en
uns pots estérils, com materia primera per preparar-ne de noves en cas de que fos

necessari. Les preparacions que van ser tornades a fer van ser les de I'all i Aloe Vera.
All

-Pelar un bulb d’all i un gra del seu interior, amb I'ajuda d’un bisturi.

-Agafar una part del gra (0 ,4 g), afegir-hi aigua destil-lada

(4 ml) i passar la barreja pel Polytron (homogeneitzador).
-Aloe vera
-Pelar una fulla d’Aloe Vera amb I'ajuda del bisturi.

-Agafar 2 g d’Aloe Vera i posar-hi 10ml d’aigua destil-lada.

-Passar la barreja pel Polytron.

Figura 32: Polytron (usat per triturar
**Nijvell que indica que la maquina protegeix tant la  lespreparacions, fer-les liquides)

mostra com el que treballa amb ella amb les mesures de seguretat que inclou. L'interior de

la cabina és esteéril per un tub que emet raigs UV (que es posen minuts abans de comencar a
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treballar en la cabina) i per un sistema de filtracié que impediria que cap substancia en estat

gasos hi sortis.

6.1.2.3-SEMBRA | ADDICIO DELS “ANTIBIOTICS”

Realitzat: 23/07/2019

-Posar-se la bata de laboratori.

-Treure les plaques de I'estufa.

-Posar aquestes quatre plaques sembrades

dintre de la cabina de flux laminar.

-Introduir a la cabina una gradeta amb quatre
tubs amb tapa que continguin una solucio

salina.

-Posar a cada tub el nom d’un bacteri (dels que Figura 33: Tubs amb solucions salines (per fer dissolucions

bacterianes
hi ha sembrats). )

-Obrir un dels tubs.
-Obrir la placa que contingui el mateix bacteri que el tub obert.

-Amb una nansa de kolle, agafar algunes de les colonies

aillades.****
-Tancar la placa.

-Posar la nansa dins del tub i fer-la rotar entre els dits
fins que les colonies agafades se separin de la nansa i

qguedin dintre del tub.

-Llengar la nansa en una capsa (habilitada per llencar
material d’'un Us que ha estat en contacte amb, per

exemple, bacteris) dintre de la cabina.

-Tapar el tub i portar-lo a un sacsejador (Heidolph), per Figura 34: Sacsejador (Heidolph)
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barrejar el bacteri amb la solucié salina.
-Deixar el tub de nou a la gradeta.

Repetir el procés amb tots els bacteris.

-Agafar vuit plaques que només continguin agar.

-Retolar-les totes (posar el nom de cada bacteri en dues plaques, la data de la sembra i
distribuir en les plaques el lloc on es col-locaran els discs amb els “antibiotics”, al haver-n’hi

set, es col-locaran quatre en una placai tres en l'altra, per tots els bacteris).

-Apuntar a quin “antibiotic” correspondra cada disc (fer un esquema).

©
© O ©®© O

Claritromicina (A1)
Amoxicil-lina (AZ2)
Eucaliptus

Oli essencial d'eucaliptus
All

Aloe Vera

TOY Py

Llimona

Figura 35: esquema de la disposicio dels "antibiotics"

-Introduir les plaques a la cabina.

-Dins la cabina, obrir tots els tubs amb la solucié bacteriana i col-locar bastonets amb puntes

de coté dins (un per cada tub).

-Obrir una de les plaques acabades de retolar i, amb el bastonet que es trobi dins del tub
que porti el nom del mateix bacteri, col-locar-se al mig de la placa i tracant linies
horitzontals (de banda a banda) cobrir la placa fins dalt, rotar-la 1802, col-locar-se de nou al

mig i cobrir de la mateixa manera que abans la meitat de placa que hi queda. Rotar la placa
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909, col-locar-se al mig i escampar el bacteri cap a dalt, rotar-la de nou 1802, col-locar-se al
mig i escampar cap a dalt. Rotar un altre cop 452 i fer exactament el mateix (escampant el

bacteri sempre amb el bastonet i de la mateixa forma). Aixi, la placa quedara homogeénia.
-Deixar el basté dintre el tub del qual va ser extret.
-Deixar la placa oberta dintre de la cabina per a qué s’assequi.

-Agafar I'altra placa que porta el nom del mateix bacteri i amb el mateix bastonet que abans

repetir el procés.

Tornar-ho a fer amb tots els parells de plaques.

-Un cop totes les plaques estiguin seques, amb unes pinces col-locar els discs en les plaques

seguint la distribucié préviament planificada.

-Treure la gradeta amb els tubs del frigorific (guardats el

Push button
«—

Large volume
adjustment knob

dia anterior) i posar-los dins la cabina de flux laminar.

<4— Tip ejector button

-Introduir també a la cabina una pipeta automatica i una

Fine volume ———»
adjustment ring

capsa de puntes de pipeta.*****

Volumeter display ——»

-Posar la pipeta a 5 pL (aquesta sera la quantitat de

substancia que absorbira).

<4— Tip ejector

-Clavar la pipeta a una de les puntes donant uns copets.

-Obrir el tub que tingui la substancia que es col-locara en

Shaft (tip holder) —————

el primer disc (acord amb el pla).

-Prémer el boté pipetejador (push button) fins a la J

Disposable tip ————»

primera posicié (la menys profunda) en l'aire, és a dir no

dintre de la substancia que es vol absorbir. |
I
|

U U

-Introduir la pipeta a la substancia i deixar anar lentament
Figura 36: Parts de la pipeta automatica
el botd.
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-Col-locar la pipeta sobre el disc corresponent a la substancia que s’hi posara, sense tocar el

disc.

-Prémer el boté pipetejador o central fins a la segona posicié (la més profunda) per expulsar

la substancia.

Repetir el procés a les plaques que tinguin el disc on va la
substancia amb la que s’esta treballant. Un cop tots els
discs corresponents estan impregnats amb el possible

antibiotic:

-Deixar anar el botd i sobre la capsa on es deixa el
material ja utilitzat de la cabina, prémer I'ejector (tip

ejector button) per a qué surti la punta.

Repetir-ho tot per tots els discs i possibles solucions Figura 37: Pipetejar els "antibiotics" i

. aplicar-los sobre els discs
antibiotiques.

-Un cop acabat, tapar totes les plaques.
-Deixar les plaques dins I'estufa a 37°C.

****¥|'objectiu és aconseguir solucions d’una terbolesa d’aproximadament 0,5 McFarland
(unitat per referenciar aproximadament la quantitat de bacteri que hi ha dintre de la
solucid). Per tant, amb agafar una o dues colonies és suficient. Si les colonies sén molt

petites, pero, es podrien agafar unes quatre.

*x***S utilitzara una punta diferent per cada tub.
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6.2-Resultats

6.2.1-Recollida de resultats (Institut)

ALL LLIMONA | EUCALIPTUS ALOE Al A2
VERA
Serratia Actiu | Actiu No actiu No actiu | Actiu | Actiu
marcescens (menys
que I'all)
Escherichia Actiu No actiu No actiu No actiu | No No
coli actiu | actiu

*Resultats del primer dia que vam observar resultats: 26/06/2019

**Només apunto si és actiu o no ja que com no es va aplicar una quantitat concreta

d’antibiotic no havia manera de comparar els resultats entre si.

Fotografies del primer dia (26/06/2019):

-Serratia marcescens:

Figura 38: Resultats de Serratia marcescens (columna 1: placa control; columna 2: plaques amb claritromicina i
amoxicil-lina (cada substancia a un costat, en aquest ordre); columna 3: plaques amb all i [limona (en aquest
ordre); columna 4: plaques amb Aloe vera i eucaliptus (en aquest ordre)).
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-Escherichia coli:

Figura 39: Resultats d'Escherichia coli (columna 1: placa control; columna 2: Figura 40: Resultats
plagues amb claritromicina i amoxicil-lina (en aquest ordre); columna 3: d'Escherichia coli (d'Aloe vera
plagues amb all i llimona (cadascuna a un costat, en aquest ordre, a excepcid i eucaliptus) tallats en la
de la primera placa que les substancies estan invertides); columna 4: plaques Figura 39

amb Aloe vera i eucaliptus (en aquest ordre)).

Figura 41: Ampliacié d'una de les Figura 42: Ampliacié d'una de les
plaques amb all i llimona per plaques amb els antibiotics
poder apreciar l'accié de I'all

-La primera recollida de resultats va ser set dies després del cultiu i van apareixer certes
anomalies (que es poden veure clarament en les fotografies d’E. coli en les plagues amb

Aloe vera i eucaliptus, en les dels antibiotics i en I'all que seran comentades a les
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discussions), rad per la qual vaig contactar amb I'lsidre Gibert i el Daniel Yero (assessors de

la UAB del Projecte Argd) i em van oferir repetir I'experiment en condicions més

controlades.

6.2.2-Recollida de resultats (UAB)

ALL | LLIMONA EUCALIPTUS oLl ALOE | Al | A2
EUCALIPTUS VERA
Serratia ND ND ND 0,7cm ND ND | ND
marcescens
Escherichia coli | ND | No ND 0,8 cm ND ND | 1,8
conclusiu cm
Acinetobacter ND ND ND 0,8cm ND ND | ND
baylyi
Staphylococcus | ND ]0,9cm ND (canvi de| ND ND 1,5 12,2
epidermidis coloracio) cm | cm

*Les mesures son els diametres del disc més I'al-lus. ND: no es detecta accié (equival a 0,6

cm, el diametre del disc)

Al: Claritromicina ; A2: Amoxicil-lina
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Fotografies dels resultats (24/07/2019):

Figura 43: Imatge de totes les plaques

-Serratia marcescens:

Figura 44: Plaques de Serratia marcescens
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Figura 45: Ampliacié de placa de S. Figura 46: Ampliacié de placa de S.
marcescens amb les substancies 1, 2,314 marcescens amb les substancies 5,
6i7

-Escherichia coli:

Figura 47: Plaques d'Escherichia coli

Figura 48: Ampliacié de placa Figura 49: Ampliacio de placa
d'Escherichia coli amb les d'Escherichia coli amb les substancies
substancies 1,2,3i4 56i7
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-Acinetobacter baylyi:

Figura 50: Plaques d'Acinetobacter baylyi

Figura 51: Ampliacié de placa
d'Acinetobacter baylyi amb les
substancies 1,2,3i4

-Staphylococcus epidermidis:

Figura 53: Plaques de Staphylococcus epidermidis

Figura 52: Ampliacié de placa
d'Acinetobacter baylyi amb les
substancies 5,67
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Figura 54: Ampliacié de Figura 55: Ampliacié de placa de S.
Staphylococcus epidermidis amb les epidermidis amb les substancies 5,
substancies 1,2,3i4 6i7

6.3-Discussions

Tota investigacio i tot experiment (sigui de les dimensions que sigui) requereix una seccié
d’analisi de dades o resultats que permeti extreure unes conclusions a partir de les quals
poder confirmar o rebutjar la hipotesi, en definitiva, I'objectiu del treball. Per tant, aquest

apartat és un dels més importants del treball.

En concret, la part experimental d’aquesta investigacio ha donat resultats que donen peu a
comentar-los. S’ha de tenir en compte que els resultats i tots els comentaris es fan en base
al procediment de “preparacions antibiotiques” utilitzats (un diferent procediment podria

portar a diferents resultats).

Per comencar, en el primer cultiu (cultiu realitzat a I'institut) es podia observar que I'all era
efectiu contra tots dos bacteris, que la llimona només ho era amb la S. marcescens, els
antibiotics només contra la Serratia i la resta eren inefectius. Pero també, van aparéixer

certes anomalies.

La primera a comentar es troba en una placa de S. marcescens (veure Figura 56) on podem
observar que dintre dels al-lus formats pels antibiotics (al centre dels al-lus) hi ha una

substancia blanquinosa. En totes les plaques amb antibiotics va succeir el mateix. La meva
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primera suposicio va ser que podrien ser les restes de les dissolucions d’antibiotics

comercials.

La segona anomalia (veure Figures 57 i 58) seria la formacié groguenca que trobem alla on

va ser aplicat I’Aloe vera.

| la tercera anomalia (veure Figura 59) és, també, I'observacié d’algun tipus de creixement

en la posicié de I'all.

Vaig consultar aquestes observacions amb els meus assessors de la UAB per veure si ells en
sabien el motiu, enviant fotografies de les plaques seguides del protocol que vaig fer servir.
En respondre, em van explicar que malgrat el procés dut a terme al laboratori era correcte,
era probable que aquests creixements fossin deguts a que les preparacions no estaven
filtrades (és a dir, la matéria prima podria haver contingut algun tipus de fong o
microorganisme que al no ser filtrat va ser introduit a la placa o es podrien haver
contaminat pels recipients no esterils utilitzats). També, van comentar que les plaques no es
podien deixar tant de temps perqué es deixava marge per altres tipus de creixement. |, a
més, van observar que I’Escherichia coli, en algunes plaques semblava no haver crescut
(veure Figura 58) (I’Escherichia creix millor en una estufa a 372 C). Com a solucid, van oferir
repetir I'experiment al seu laboratori canviant el protocol pel qual el risc de contaminacid

fos el minim i fent créixer els bacteris en condicions optimes.

En el segon experiment (a 'UAB), es van afegir dos bacteris més el Staphylococcus
epidermidis i I’Acinetobacter baylyi. Els resultats d’aquest cultiu no van mostrar cap de les
anomalies anteriors (cap creixement estrany). Encara que en la placa d’E. coli (veure Figura
60) hi havia dos al-lus a prop del disc 7 (perd no a sobre), és a dir, és probable que la placa

fos esquitxada per algun dels antibiotics formant aquests al-lus d’inhibicid.

Els resultats d’aquest experiment van ser molt diferents als esperats (esperava trobar
activitat inhibidora en les mateixes substancies “antibiotiques” que la vegada anterior). Va
sortir tot el contrari que el primer cop, ni I’all ni la llimona van ser efectius ni en |’ E. coli ni
en la Serratia marcescens. L’amoxicil-lina va afectar I’Escherichia (quan en |'altre experiment
no) i cap antibiotic va afectar la Serratia (quan en l'altre cas si). La resta de resultats no els
puc comparar amb cap altre perqué a l'institut no teniem els bacteris A. baylyi ni S.

epidermidis (encara que esperava que |'all, que havia estat la substancia natural que més
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accido havia mostrat els afectés). Respecte I’Aloe vera i I'eucaliptus imaginava que no
tindrien efecte perqué el primer cop no el van tenir (i, efectivament, aixi va ser). Lol
essencial d’eucaliptus, per una altra banda, és dificil de saber si és efectiu o no, la rad per
aixo és que, segons els assessors de la UAB, aquestes solucions a vegades es fan amb alcohol

i, en aquest cas, seria I'alcohol el que eliminés els bacteris no I'oli essencial.

Aquesta diferéncia de resultats (sobretot en el cas la llimona i I'all) podria ser causat per
diversos motius: al filtrar-se tant les substancies, els principis actius es podrien haver quedat
al filtre; el fet que les preparacions fossin d’un altre dia (encara que van ser guardades al
frigorific) podrien haver perdut part de les seves propietats (en el cas de I'all aquesta no pot
ser la rad perqueé va ser preparada de nou aquell dia); la quantitat en que els “antibiotics”
van ser aplicats a les plaques va ser molt menor que en I'experiment a l'institut i, per tant,

I’all i la llimona (o qualsevol altre substancia) podrien només ser actius en majors quantitats.

A posteriori, investigant més, m’he assabentat de que els principis actius de l'all s’han
d’extreure amb éeter i no pas amb aigua; i que els de la llimona es troben, majoritariament, a
la pell, per aquest motiu és probable que els meus resultats hagin estat diferents dels

esperats.

Figura 57: Escherichia coli
(mostra anomalies)

Figura 56: S. marcescens
(mostra anomalies)
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Figura 58: E. coli (mostra Figura 59: E. coli (mostra
anomalies) anomalies)

6.4-Conclusions

En aquest Ultim apartat, hauria de determinar si la meva hipotesi (per la qual vaig dissenyar

aquest treball) és o no encertada.

Primer de tot la hipotesi “Els remeis naturals séon una bona alternativa als farmacs
antibiotics davant I'amenaca que suposa la resisténcia bacteriana” és, en perspectiva, una
suposicié massa pretensiosa ja que avarca tots els bacteris quan, de cap manera, podria

comprovar-se tant amplia hipotesi (en un treball d’aquestes caracteristiques).

A més, el fenomen de la resisténcia bacteriana als antibiotics esta molt estudiat i el fet que
els remeis naturals no estiguin acceptats podria haver derivat d’investigacions més
exhaustives que haguessin descartat aquesta possibilitat o dels interessos econdmics de la
industria farmacéutica que, al cap i a la fi, és una empresa que busca vendre els seus
productes i si, socialment, els remeis naturals estiguessin acceptats la venta de farmacs
disminuiria.

Per una altra banda, centrant-me de nou, Unicament, en el meu treball, els resultats dels
experiments realitzats son tan diferents que no podem extreure’n cap conclusié clara
(malgrat hem discutit les possibles raons d’aquesta diferéncia de dades). Per poder fer-ho,

s’hauria de, potser, tornar a repetir I'experiment realitzat a la UAB (seguint el mateix

protocol i amb les mateixes condicions de seguretat i esterilitat) augmentant la quantitat de
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les substancies “antibidtiques”, preparant de nou totes les preparacions el dia de
I’experiment (perqué potser a I'haver passat tant de temps des que es van preparar van
perdre efectivitat), incorporant metodes d’extraccié dels principis actius més adients i
analitzant les solucions filtrades per tal de saber si els principis actius continuen, o no,

estant-hi en les preparacions.

Encara que la hipotesi hagi quedat inconclusa puc assegurar que la resta d’objectius els he
aconseguit complir ja que ara conec molt millor el mén de la investigacié (encara que sigui a
petita escala), he adquirit molt més coneixement respecte la resisténcia als antibiotics del
gue tenia i he aprés a realitzar un cultiu de bacteris i a analitzar els resultats que se’n

deriven.
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