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INTRODUCCIÓ



0. Introducció

El motiu que m’ha portat a dur a terme aquest treball rau en els meus
primers anys de vida, on la curiositat començava a manifestar-se com a un dels
meus trets característics.

Des de ben petita, els meus interessos personals han estat dirigits envers
les  ciències.  Sempre  m’ha  agradat  la  natura  i  totes  les  incògnites  que  se’m
plantejaven respecte d’aquesta i per a les quals buscava una resposta. Amb els
anys, em vaig anar interessant cada cop més per les endevinalles i els reptes, per
les preguntes que em plantejava sobre el món que m’envoltava.

Al  llarg del  temps,  he hagut  de prendre decisions,  algunes més fàcils,
d’altres més difícils, però totes elles encertades i avui, estic disposada a trobar la
clau d’allò més important per a mi: els secrets de la vida.

El  meu  objectiu  és  estudiar  ciències  biomèdiques  per  tal  de  poder
investigar noves cures per a malalties que cada dia arrabassen milions de vides
innocents, que a poc a poc he vist passar davant els meus ulls.

Inicialment, la meva intenció era realitzar un treball d’investigació centrat
en els verins i les seves capacitats al·lelopàtiques per tal de poder ser utilitzat com
a  possible  inhibidor  de  les  masses  tumorals.  Tot  i  que  aquesta  proposta
m’entusiasmava, em va sorgir l'oportunitat de participar en un projecte cooperatiu
amb una organització de malalts de càncer que m’oferia la possibilitat de treballar
amb l’Institut de Recerca Biomèdica si era una candidata escollida.

Per  desgràcia  no  vaig  ser  seleccionada  i  em  vaig  veure  una  mica
desanimada, ja que havia hagut de donar al  meu projecte una temàtica i  una
perspectiva totalment diferents. Ara ja no tractava del càncer sinó que es centrava
en la problemàtica actual de les resistències a antibiòtics per part dels patògens
bacterians. El problema que em va sorgir era que en no haver sigut seleccionada,
em trobava sola (evidentment amb la meva tutora) amb una nova temàtica i sense
cap idea pràctica per desenvolupar el meu treball.

Per sort i casualment, vaig llegir un article de Vegara et al. (1) sobre els
bacteris resistents trobats als gavians de Barcelona  escrit, entre d’altres, per un
Dr.  en farmacologia i  especialista  en microbiologia i  parasitologia de l’Hospital
Clínic (Barcelona). Em va sorprendre que fos tan relativament a prop, així que
vaig decidir contactar amb ell a través del seu correu del campus.
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Per a la meva sorpresa, la seva resposta va ser afirmativa i amable, i em
va convidar a una reunió al seu despatx per parlar-ne més a fons. El seu interès
en el  meu projecte em va fer pensar en alternatives i  camins per continuar el
treball, fins que després de diverses reunions amb ell i amb la meva tutora vam
arribar  a  un  disseny  experimental  molt  interessant  relacionat  amb  els  meus
interessos.

– Quan se’t tanca una porta se t’obra una finestra – em va dir la meva
tutora. Tenia tota la raó del món. Aquesta finestra va ser el meu punt de partida.
De fet, tot el que vaig anar fent abans de començar aquest escrit definitiu, em va
anar dirigint cap al que seria el meu projecte d’investigació durant gairebé dos
anys. Aquell projecte és el que ara mateix tens a les teves mans, resultat d’esforç
constant, decisions i canvis arriscats.

Per tal de poder abordar el tema des d’una perspectiva més clara, m’he
plantejat la següent hipòtesi:

«Potser als cotxes de metro de les línies que tenen parades a hospitals
importants  de  Barcelona,  podem trobar  més  quantitat  de  bacteris  resistents  a
antibiòtics que no pas a les que no hi passen per cap.»

Per tal de poder falsar o verificar la meva hipòtesi, he estructurat el meu
treball en diverses parts o objectius que aniré complint al llarg del projecte. Els
objectius que m’he plantejat són els detallats a continuació:

• Investigar quins són els mecanismes genètics bacterians que confereixen
resistència a aquests microorganismes i de la mateixa manera, entendre
també de quina forma actuen els antibiòtics.

• Conèixer en profunditat les línies d’investigació actuals sobre els gens de
resistència a antibiòtics i les noves tècniques que podrien emprar-se com a
mitjà per a minimitzar o solucionar els problemes ocasionats per aquestes
soques bacterianes.

• Idear un mètode nou que segueixi  les línies d’investigació actuals i  que
sigui  efectiu  contra  la  resistència  dels  bacteris  cap  a  certs  antibiòtics.
D’aquesta forma, els casos clínics per infeccions bacterianes podrien ser
solucionats  tractant  els  pacients  sense  risc  de  propiciar  una  selecció
artificial sobre els bacteris multiresistents mitjançant la pressió selectiva.
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• Recollir  mostres  de  les  soques  bacterianes  de  les  línies  de  metro
seleccionades,  així  com  realitzar  posteriorment  diverses  proves
d’identificació i  de selecció de bacteris resistents per tal  de determinar i
quantificar on es troba la major quantitat dels bacteris resistents estudiats.

• Intentar conscienciar la població, mitjançant la realització d’aquest treball,
de les greus conseqüències que pot comportar un abús (automedicació) o
una utilització  inadequada dels  antibiòtics.  Així  com,  advertir  de  la  gran
problemàtica  que  estan  esdevenint  els  casos  d’infeccions  per  soques
bacterianes multiresistents a escala global i de la necessitat d’investigar en
aquest camp per tal de solucionar-la.

Així  doncs,  per  tal  de  poder  procedir  a  investigar,  hauré  de  plantejar
prèviament una metodologia que em permeti acomplir els meus objectius. Quina
ha  de ser  doncs,  aquesta  metodologia  de  treball?  Els  passos a  seguir  per  a
cadascun dels objectius plantejats, seran els següents:

Per tal d’investigar sobre els mecanismes genètics bacterians i informar-
me sobre les noves línies de recerca dirigides a aquest àmbit,  tindré diverses
reunions amb el Jordi Vila, doctor en farmàcia i especialista en microbiologia i
parasitologia, catedràtic a la Universitat de Barcelona Campus Clínic.

D’altra banda, per tal de dur a terme la part experimental, tindré accés a
les instal·lacions del Centre Esther Koplowitz (CEK) proper a l’hospital Clínic, per
tal  de  realitzar  les  proves  pertinents  als  cultius  de  bacteris  estudiats.  Per  tal
d’acomplir aquest objectiu comptaré amb l’ajuda i supervisió de la Clara Ballesté
Delpierre, una investigadora pertanyent al grup de recerca del Dr. Vila.

Amb l’objectiu de deixar constància de la manera en què el meu treball
estarà estructurat, faré un petit resum de com l’organitzaré.

En primer lloc, hi haurà una part pràctica que consistirà en la realització
d’una enquesta, a partir dels resultats de la qual es basarà el meu projecte. D’altra
banda, el treball d’investigació constarà d’una part teòrica imprescindible per tal
de  poder  entendre el  contingut  de la  resta de capítols,  així  com d’un  mètode
hipotètic per tal de combatre els bacteris resistents a antibiòtics (ideat a partir dels
coneixements  adquirits  i  les  noves línies  d’investigació estudiades).  Finalment,
realitzaré una part experimental amb posterior anàlisi i interpretació de resultats,
que em permetrà verificar o falsar la meva hipòtesi inicial.
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CAPÍTOL 1: BASE SOCIOCIENTÍFICA
DEL TREBALL



1. Un primer dubte social: Què sabem dels antibiòtics?

En haver escollit la temàtica de què tractaria aquest projecte, vaig decidir
indagar  amb més profunditat  al  món social  prèviament a la presa decisiva de
quina seria la meva hipòtesi. L’objectiu era doncs, esbrinar si realment es tractava
d’un  tema  de  caire  actual  i  interessant  no  només  per  a  la  meva  satisfacció
intel·lectual sinó que també per a la societat present i els investigadors de primera
línia.

1.1. Sondeig poblacional

Així doncs, la meva idea consistí a realitzar un sondeig a quatre sectors
poblacionals principals, determinats en funció de les edats i separats en dos grups
més  generals  segons  el  seu  sexe.  Les  franges  d’edat  escollides  van  estar:
«menors de 18 anys», «entre 18 i 40 anys» i «entre 41 i 60 anys» i per últim
«majors de 60 anys». En veure que només un 1% dels enquestats pertanyia als
«majors de 60 anys» vaig decidir ampliar la franja «entre 41 i 60 anys» a «majors
de 40 anys».

En aquest sondeig es realitzaven diverses preguntes de cultura general
sobre els  medicaments i  de més específiques sobre els  antibiòtics,  per  tal  de
corroborar la premissa de la qual partia el meu treball, la qual deia que la societat
no  és  conscient  dels  greus  efectes  que  poden  causar  els  abusos  o  mala
administració d’antibiòtics a l’hora de la selecció artificial de bacteris resistents.

Tot seguit especificaré les preguntes realitzades al sondeig:

I. Quin  tipus  de microorganismes són aquells  contra  els  quals  actuen els
antibiòtics?

II. Prens medicines amb el més mínim mal de cap o per contra només prens
medicaments si un metge te'ls recepta?

III. Alguna  vegada  has  deixat  un  tractament  mèdic  a  mitges  perquè  ja  et
trobaves bé?

IV. Quina  creus  que  és  la  causa  principal  de  l'aparició  de  resistències  a
antibiòtics?

V. Sabies que es calcula que per al 2050 hi haurà més casos de mort per
infeccions associades a resistències a antibiòtics que per càncer?
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VI. Els  antibiòtics  no  són  caramels.  Ets  conscient  que  si  no  se  segueix  el
tractament mèdic, poden perjudicar la teva salut?

Possibles respostes:

I. A) Virus / B) Fongs / C) Bacteris / D) Paràsits / E) No ho sé

II. A)  Al  mínim dolor  prenc  medicaments  /  B)  Només en  prenc  si  no  puc
suportar el dolor / C) Només prenc medicaments sota prescripció mèdica

III. A) Sí / B) No, però ho faria / C) No, mai

IV. A) Perden efectivitat amb el temps / B) No sempre són efectius a tots els
pacients  /  C)  Les  mutacions  espontànies  poden  permetre  als  bacteris
l’adquisició de resistències / D) L’abús d’un antibiòtic fa que perdi efectivitat

V. A) Sí / B) No / C) No sabia que era tan greu, però sí que estava al cas

VI. A) No és per tant /  B) Sóc conscient però no hi faig gaire cas / C) Sóc
conscient dels efectes negatius que poden tenir sobre la meva salut

L’objectiu de la realització d’aquestes qüestions era fer una anàlisi de les
respostes obtingudes en funció de l’edat i el sexe. La seva finalitat era poder tenir
proves tangibles què la societat no està conscienciada dels perills a què cada dia
més freqüentment es veuen exposats i a les dificultats que poden sorgir en un
futur si aquesta problemàtica global no s’arriba a superar amb escreix.

Les  qüestions han estat  realitzades  a  200 individus i  els  resultats  del
sondeig han estat els detallats a continuació a la següent taula de dades:

Sexe Edat Pregunta I Pregunta
II

Pregunta III Pregunta IV Pregunta V Pregunta VI

A B C D E A B C A B C A B C D A B C A B C

♀
< 18 6 1 20 0 1 2 22 4 10 6 12 1 1 19 7 5 11 12 1 2 25

18 - 40 4 0 27 0 0 1 25 5 5 2 24 0 0 14 17 6 12 13 0 1 30

> 40 14 0 29 0 3 0 37 9 11 7 28 1 1 17 27 9 22 15 0 1 45

♂
< 18 16 0 25 0 3 2 33 9 18 9 17 2 20 20 2 7 24 13 1 9 34

18 - 40 8 0 25 0 2 0 22 13 18 2 15 1 1 19 14 1 21 13 1 3 31

> 40 6 0 10 0 0 0 12 4 8 2 6 0 0 5 11 1 8 7 0 3 13

Total 136 44 102 94 29 118

Taula 1
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Càlcul de percentatges

Menors de 18 anys

            I. Dones ⇒
20
28

⋅100=71,43 %

II. Dones ⇒
4

28
⋅100=14,29 %

III. Dones ⇒
12
28

⋅100=42,86 %

IV. Dones ⇒
19
28

⋅100=67,86 %

V. Dones ⇒
5
28

⋅100=17,86 %

VI. Dones ⇒
25
28

⋅100=89,29 %

I. Homes ⇒
25
44

⋅100=56,82 %

II. Homes ⇒
9
44

⋅100=20,45 %

III. Homes ⇒
17
44

⋅100=56,82 %

IV. Homes ⇒
20
44

⋅100=45,45 %

V. Homes ⇒
7

44
⋅100=15,91 %

VI. Homes ⇒
34
44

⋅100=77,27 %

Entre 18 i 40 anys

I. Dones ⇒
27
31

⋅100=87,10 %

II. Dones ⇒
5
31

⋅100=16,13 %

III. Dones ⇒
24
31

⋅100=77,42 %

IV. Dones ⇒
14
31

⋅100=45,16 %

V. Dones ⇒
6
31

⋅100=19,35 %

VI. Dones ⇒
30
31

⋅100=96,77 %

I. Homes ⇒
25
35

⋅100=71,43 %

II. Homes ⇒
13
35

⋅100=37,14 %

III. Homes ⇒
15
35

⋅100=42,86 %

IV. Homes ⇒
19
35

⋅100=54,29 %

V. Homes ⇒
1
35

⋅100=2,86 %

VI. Homes ⇒
31
35

⋅100=88,57 %

Majors de 40 anys

I. Dones ⇒
29
46

⋅100=63,04 % I. Homes ⇒
10
16

⋅100=62,50 %
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II. Dones ⇒
9
46

⋅100=19,57 %

III. Dones ⇒
28
46

⋅100=60,87 %

IV. Dones ⇒
17
46

⋅100=36,96 %

V. Dones ⇒
9
46

⋅100=19,57 %

VI. Dones ⇒
45
46

⋅100=97,83 %

II. Homes ⇒
4

16
⋅100=25,00 %

III. Homes ⇒
6

16
⋅100=37,50 %

IV. Homes ⇒
5

16
⋅100=31,25 %

V. Homes ⇒
1

16
⋅100=6,25 %

VI. Homes ⇒
13
16

⋅100=81,25 %

Total

I. 
136
200

⋅100=68,00 %

II.
44
200

⋅100=22,00 %

III.
102
200

⋅100=51,00 %

IV.
94
200

⋅100=47,00 %

V.
29
200

⋅100=14,5 %

VI.
118
200

⋅100=59,00 %

Taula resum

Percentatge de
respostes

correctes (%)

Menys de 18 anys Entre 18 i 40 anys Més de 40 anys
Total

Dona Home Dona Home Dona Home

Pregunta I 71,43% 56,82% 87,10% 71,43% 63,04% 62,50% 68,00%

Pregunta II 14,29% 20,45% 16,13% 37,14% 19,57% 25,00% 22,00%

Pregunta III 42,86% 56,82% 77,42% 42,86% 60,87% 37,50% 51,00%

Pregunta IV 67,86% 45,45% 45,16% 54,29% 36,96% 31,25% 47,00%

Pregunta V 17,86% 15,91% 19,35% 2,86% 19,57% 6,25% 14,50%

Pregunta VI 89,29% 77,27% 96,77% 88,57% 97,83% 81,25% 59,00%

Taula 2
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Anàlisi de resultats

Després d’organitzar les dades obtingudes al sondeig realitzat mitjançant
les  taules  anteriors  i  un  cop  fets  els  càlculs  estadístics podem observar  com
globalment les dones responen correctament més preguntes que els homes (a la
taula 1 es pot observar el nombre de preguntes encertades en funció del sexe i
l’edat i a la taula 2 es poden observar els percentatges màxims acolorits).

D’altra banda, les preguntes es poden organitzar en dues classes segons
la naturalesa de les seves possibles respostes. La classificació es pot determinar
de la següent manera:

• Preguntes de coneixement: Preguntes I, IV i V

• Preguntes de responsabilitat: Preguntes II, III i VI

Les  del  primer  tipus  es  poden  descriure  com  aquelles  que  permeten
comprovar el grau de coneixement de la societat sobre els antibiòtics. En canvi,
les  preguntes  de  responsabilitat  són  aquelles  que  permeten  identificar  els
individus que fan un bon ús dels antibiòtics i són conscients dels seus efectes.

Abans de fer una anàlisi més exhaustiva és convenient observar la gràfica
següent, construïda a partir de les dades (en tant per cent) de la taula resum de
les respostes correctes o vàlides (taula 2).
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Interpretació de resultats

Un cop observada la  gràfica 1  podem constatar que a les preguntes de
coneixement (I, IV, V) les dones demostren en tots tres casos un percentatge més
elevat de respostes encertades que no pas els homes, distant els dos valors d’una
mitjana del 10,97%, un nombre considerable de diferència entre dones i homes.

A més, podem observar que els rangs d’edat són molt dispars, essent a la
pregunta I el d’entre 18 i 40 anys, en el cas de la pregunta IV el de menys de 18
anys  i  finalment  a  la  pregunta  V el  de  més de  40  anys,  cosa  que indica  un
coneixement superior sobre els antibiòtics al sexe femení i a més una distribució
per edats relativament equitativa.

Si observem ara les preguntes de responsabilitat, podem inferir que tot i
que a la pregunta II predominen els homes pel que fa a encerts, superant a les
dones  en  un  percentatge  del  17,57%  (diferència  entre  els  màxims  dels  dos
sexes),  globalment  tornen  a  destacar  les  respostes  vàlides  per  part  del  sexe
femení, superant als homes a les preguntes III i VI en un percentatge mitjà del
14,93%, de nou un percentatge molt elevat de diferència.

Mirant el  detall,  podem observar com els màxims de les preguntes de
responsabilitat es troben principalment concentrats en dos rangs d’edat, el que va
dels 18 als  40 anys i  el  de més de 40 anys,  predominant  al  primer dels  dos
esmentats.

Això últim es pot deure al fet que aquest rang d’edat entre els 18 i els 40
anys se situa a l’etapa de la maduresa on la responsabilitat mèdica sembla ser
més alta que a altres etapes, tot i que també hem de tenir en compte altres factors
com ara l’educació rebuda, el poder adquisitiu i la situació social, per exemple.
Durant l’adolescència no es té pràcticament sentit de la responsabilitat en el sentit
mèdic (pel que es pot observar als resultats) i d’altra banda a l’etapa de l’adultesa
– vellesa es va perdent a poc a poc també aquest sentit de la responsabilitat.

Podem concloure doncs, segons aquestes dades, que les dones tenen
generalment  un  major  sentit  de  la  responsabilitat  mèdica  així  com  un  major
coneixement sobre els antibiòtics i d’altra banda, podem afirmar que tot i que els
coneixements  sobre aquest  tema estan distribuïts  equitativament  per  edats,  el
tema de les responsabilitats rau més a l’etapa de la maduresa i escasseja durant
l’adolescència i la vellesa.
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1.2. Eurobaròmetre 2016: Una gran comparativa

L’eurobaròmetre és un seguit d’enquestes realitzades per la Unió Europea
a tots els països que en formen part, per tal de conèixer l’opinió pública sobre un
tema d’interès general. L'abril del 2016 es va realitzar un eurobaròmetre sobre els
coneixements que es tenen sobre els antibiòtics i el seu ús.

En  aquest  apartat  faré  una  comparativa  dels  resultats  obtinguts  a
l’eurobaròmetre l’any 2016 amb els resultats del meu sondeig realitzat el maig del
2017, tretze mesos després de la realització de l’enquesta a la Unió Europea.
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Podem  observar  a  la  gràfica  de  l’eurobaròmetre  que  l'any  2016  el
coneixement sobre la utilitat dels antibiòtics a Espanya era del 37% i que a poc a
poc el percentatge ha anat augmentant fins a superar la meitat de la població
enquestada.  Actualment,  com  es  pot  veure  al  sondeig  realitzat  el  2017,  el
percentatge de respostes correctes ha incrementat fins al 68%, essent aquesta
una xifra important.

Un dels motius que pot haver causat aquesta gran diferència de resultats,
a més del temps transcorregut entre un estudi i l’altre, ha sigut el fet que tot i estar
realitzat a Espanya, aquest sondeig ha sigut més local centrant-se principalment
en dues comunitats autònomes: Catalunya i Comunitat de Madrid. Un altre fet que
ha pogut provocar variació als resultats, ha estat el nombre total d’enquestats, que
en aquest treball  ha estat de 200 persones mentre que a l’eurobaròmetre van
estar  1053  els  enquestats  espanyols  que  van  participar-hi.  Així  i  tot,  podem
verificar  clarament  la  tendència  positiva  que ha seguit  el  país,  amb una gran
millora en els coneixements sobre el tema.

Aquests resultats demostren que a poc a poc és més notable la tendència
dels  diferents  països  a  tenir  més coneixement  sobre  l’ús  dels  antibiòtics  i  els
organismes sobre els quals actuen.

A la pregunta número 3 del  sondeig i  a la 5 de l’eurobaròmetre, se’ns
planteja un nou dubte. Que en sap la gent de la medicació amb antibiòtics? Això
ens ho planteja l’enquesta de la Unió Europea, que qüestiona en quin moment
s’han de deixar de prendre els antibiòtics d’un tractament.
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D’altra banda tenim l’aplicació directa d’aquesta pregunta en el sondeig
realitzat  en  aquest  treball,  que  ens  planteja  el  següent:  Quin  percentatge
d’individus segueix aquest imperatiu?

Com es pot observar a les dues gràfiques, a la pregunta 5 de l’enquesta
Europea,  els  resultats  confirmen  que  el  84%  de  la  població  espanyola  és
conscient del que suposa deixar un tractament amb antibiòtics a mitges. 

Així i tot, només el 51% de la població segueix aquesta recomanació, de
manera que hi ha un 33% dels espanyols que són conscientment irresponsables.
Aquests últims afirmen que algun cop han deixat un tractament a mitges o ho
farien.  De  fet,  un  35%  dels  espanyols  han  deixat  un  tractament  quan  ja  es
trobaven millor i fins a un 14% ho deixarien en cas que es trobessin en aquesta
situació.

A continuació, presento una gràfica de l’eurobaròmetre on es mostra la
mitjana de preguntes encertades (sobre un màxim de 4) per la població Europea
separada  per  països.  Podem  comparar  doncs,  el  nivell  de  coneixement  als
diferents països Europeus sobre els antibiòtics i el seu ús responsable.
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Com  es  pot  observar  a  la  gràfica  anterior  a  Espanya  la  mitjana  de
preguntes encertades ha estat de 2,4 sobre 4 preguntes, és a dir, un 60%. Tot i
que certament és un bon percentatge, es troba entre els més baixos d’Europa,
essent el més alt Finlàndia amb 3,1 sobre 4, que equival a un 77,5%.

A què es deuen aquestes diferències entre els diversos països i per què hi
ha alguns que tenen un major coneixement o responsabilitat per sobre d’altres, és
una qüestió que sorgeix fàcilment observant els resultats anteriors.

Per tal de respondre a aquesta pregunta prèviament hem d’observar quin
patró segueixen aquests països, és a dir, identificar si hi ha alguna característica
comuna entre els països que encerten amb un percentatge més alt les qüestions
plantejades anteriorment.

Els  tres  països  que  més  preguntes  encerten  són  en  ordre  decreixent
Finlàndia, Països baixos i  Suècia. De fet, si  continuem amb els tres següents,
trobarem  que  són  Luxemburg,  Regne  Unit  i  Dinamarca.  Analitzant  aquests
resultats podem observar que els sis països amb un percentatge més elevat de
coneixement  respecte  als  antibiòtics,  coincideixen  amb  els  situats  al  nord
d’Europa  i  encara  més;  quatre  d’aquests  països  (Països  baixos,  Suècia,
Dinamarca i Regne Unit) coincideixen amb els que es troben entre els 7 països
més rics d’Europa (Vegeu taules a l’apartat «1.1.» de l’annex digital).
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Aquests  resultats  ens  mostren el  nivell  de  coneixement  que hi  ha  als
països Europeus, destacant més en aquells situats al nord i aquells més rics. La
riquesa dels països permet una major inversió en sanitat i educació, de manera
que també estan més instruïts els seus habitants.

Espanya es troba per sota de la mitjana europea en relació a coneixement
dels bacteris, els antibiòtics i les resistències bacterianes. És per aquest motiu
que després d’haver realitzat aquest petit estudi sobre coneixement del tema a
escala nacional, he decidit basar el treball d’investigació redactat en els següents
capítols en aquesta observació.

Existeix un nivell molt baix de conscienciació respecte a l’ús d’antibiòtics i
això pot conduir a un mal ús o abús d’aquests, que poden propiciar una selecció
artificial de bacteris resistents cada cop més perillosos dintre de l’àmbit sanitari.

És  també per  aquest  motiu  que  a  posteriori de  la  realització  d’aquest
projecte,  m’agradaria  dur  a  terme  al  meu  institut  una  petita  campanya  de
sensibilització per a pares i alumnes sobre el consum responsable dels antibiòtics.
D’aquesta manera, tot i que a gran escala no suposarà un canvi gaire significatiu
quant a les dades anteriorment analitzades, serà la meva forma d’aportar el meu
granet de sorra.
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CAPÍTOL 2: BACTERIS. UN MICRO-MÓN
COMPARTIT



2. Els bacteris: Què són?

Els  bacteris  són  microorganismes  unicel·lulars  de  tipus  procariota  que
acostumen a mesurar entre 0,5 i 5 micròmetres (tot i que hi ha molta diversitat en
la seva mida) i  que poden tenir diferents formes. Els bacteris no presenten un
nucli diferenciat ni orgànuls membranosos al seu interior. A més presenten una
paret cel·lular especial formada per glicopèptids i es reprodueixen asexuadament
mitjançant la bipartició, també anomenada escissió primària.

Aquests microorganismes són els més abundants del planeta Terra i es
poden  trobar  en  tots  els  hàbitats  terrestres  i  aquàtics.  Poden  créixer  en  les
condicions més extremes com aigües a temperatures més elevades que cap altre
lloc  i  amb  pH  extremadament  àcids  (hipertermòfils),  a  medis  estrictament
anaerobis (metanògens), a medis amb índexs de salinitat que superen els dels
mars i oceans (halòfils) i a les profunditats més grans de l’escorça terrestre.

2.1. Classificació taxonòmica dels procariotes

Existeix  un  sistema  de  tres  dominis  segons  el  qual  podem dividir  els
organismes en tres grups diferents: Eukarya – Archaebacteria – Eubacteria. En el
context  dels  bacteris,  els  dos  dominis  més  importants  són  els  dos  últims
mencionats, que alhora poden divergir en altres subgrups.

Archaebacteria

Archaebacteria són un domini  d’organismes microscòpics unicel·lulars i
procariotes  pertanyent  al  grup  dels  bacteris.  No  presenten  cap  orgànul
membranós i la seva membrana cel·lular està formada per glicerols units per èters
a  àcids  grassos  ramificats.  Una  de  les  seves  singularitats,  que  els  permeten
diferenciar-se  d'Eubacteria és  la  seva  absència  de  peptidglicà  a  la  paret
bacteriana. D’altra banda, els seus ribosomes, igual que els de l’altre grup, tenen
un coeficient d’Svedberg de 70S i cap dels organismes d’aquest domini realitza la
fotosíntesi.

Archaebacteria  és  el  grup  d’organismes  més  primitiu  de  la  Terra  i  és
també en conseqüència un dels dominis que habitava més medis extrems de tot
el planeta. Podem considerar els següents subgrups d’Archaebacteria segons el
tipus de medi al qual poden viure. S’anomenen com a bacteris extremòfils:
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• Hipertermòfils: Bacteris que viuen en condicions extremes de temperatura i
usualment també en zones on el pH és molt baix. Els que suporten baixes
temperatures  poden  viure  per  sota  dels  0 °C  fins  als  -20ºC
aproximadament,  gràcies a unes molècules que presenten i  que actuen
com a anticongelants. D’altra banda, els de temperatures elevades poden
viure fins i  tot  entre els 60 °C i  els 120ºC, ja que el seu metabolisme a
aquestes temperatures es molt estable i els permet el creixement. Habiten
els volcans i  les aigües termals i  solen utilitzar el  sofre com a acceptor
d’electrons durant la respiració cel·lular.

• Metanògens: Bacteris  que  viuen  en  medis  totalment  anaerobis  i  que
desprenen  metà  (CH4)  durant  el  seu  metabolisme;  aquest  s’acumula  a
l’ambient  i  acaba  formant  grans  reserves  de  gas  natural.  La  seva  font
energètica és l’H2 i la seva font de Carboni per al creixement és el CO2.

• Halòfils: Bacteris que viuen en condicions extremes de salinitat, on aquesta
supera amb escreix la concentració salina dels mars i oceans. Poden viure
en concentracions del 25% de NaCl i utilitzen la sal per a la formació de les
seves parets i el catió Na+ per a l’estabilització d’alguns enzims.

Eubacteria

Eubacteria  són  un  domini  d’organismes  microscòpics  unicel·lulars  i
procariotes, pertanyent al grup dels bacteris pròpiament dits. No presenten cap
orgànul membranós i la seva membrana cel·lular està formada per glicerols units
per  èsters  a  àcids  grassos  lineals.  La  paret  bacteriana  està  formada  per
peptidglicà, entre els quals el més habitual és la mureïna. D’altra banda, els seus
ribosomes, igual que els de l’altre grup, tenen un coeficient d’Svedberg de 70S i
en canvi alguns dels organismes d’aquest domini realitzen la fotosíntesi mentre
que d’altres no ho fan.

Existeixen  altres  subgrups  de  bacteris  en  funció  de  si  tenen  paret
bacteriana o no i de com és aquesta en cas que la presentin. Són els següents:

- Amb paret cel·lular:

• Bacteris Gram positius: Presenten una capa gruixuda de peptidglicà
per la part exterior de la membrana.

• Bacteris Gram negatius:  Presenten una capa prima de peptidglicà i una
altra doble membrana lipídica sobre aquesta.
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- Sense paret cel·lular:

• Micoplasmes: Són els únics bacteris que no presenten paret bacteriana.

2.2. Morfologia externa dels procariotes

Els bacteris són microorganismes molt senzills, però, tot i això existeix una
varietat relativament considerable de mides i formes de procariotes, en funció de
les quals s’han establert criteris de classificació d’espècies.

Els següents paràmetres són alguns dels que es tenen en compte a l’hora
de classificar els procariotes, però també existeixen altres mètodes com la tinció
de gram o la localització dels flagels, a més d’altres proves bioquímiques.

Mida

Els bacteris poden mesurar des de 0,2 µm – 0,3 µm fins a 20 µm de
longitud  en  el  cas  de  les  espiroquetes  i  altres  tipus  de  bacteris  de  formes
allargades. Tot i així, la mida més freqüent és d’1 µm a 3 µm aproximadament.
Són microorganismes més grans que els virus, però més petits que les cèl·lules
eucariotes.

Forma

Tot  i  que no  existeix  una  gran  varietat  de  formes  bacterianes,  s’han
establert alguns criteris per tal de poder classificar els bacteris en diversos grups:

• Cocs: Presenten una forma esfèrica o lleugerament ovalada.

• Diplococs: Cocs agrupats de dos en dos.

• Estreptococs: Cocs agrupats formant una cadena o filament.

• Estafilococs: Cocs agrupats en forma de raïm.

• Tètrades: Cocs agrupats de quatre en quatre.
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• Sarcines: Cocs agrupats formant un cub.

• Bacils: Presenten una forma allargada com la d’un bastó.

• Diplobacils: Agrupació de dos bacils.

• Estreptobacils: Agrupació de bacils en forma de filaments.

• En «V»: Agrupació de dos bacils que formen una «V».

• En «empallissada»: Agrupació de bacils en paral·lel.

• Lletres xineses: Bacils agrupats formant caràcters xinesos.

• Espirals: Presenten una forma allargada i helicoidal en major o menor grau.

• Vibris: Tenen forma de coma.

• Espirils: Tenen forma helicoidal amb flagels als dos extrems.

• Espiroquetes: Tenen forma de tirabuixó i presenten uns flagels
especialitzats  anomenats  filaments  axials  que  permeten  produir  un
moviment giratori del bacteri anàleg al d’un llevataps. Poden tenir des de 2
a 100 flagels, depenent de l’espècie de què es tracti.

• Cocobacils: Bacils molt curts que es poden confondre amb cocs.

• Altres formes: Filamentoses, estrellades, quadrades...

• Pleomòrfiques: alguns bacteris  poden  presentar  pleomorfisme (diversitat
morfològica que presenten alguns organismes en funció de les condicions
ambientals a les quals són sotmeses).
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2.3. Elements estructurals dels bacteris

Les cèl·lules procariotes estan formades per un gran nombre d’estructures
proteiques  internes  i  externes.  Encara  que  en  comparació  amb  les  cèl·lules
eucariotes, podem dir que pràcticament no presenten orgànuls al seu interior, és
ben cert que disposen d’altres estructures externes que les fan diferir d’altres tipus
d’organismes.

Una de les estructures cel·lulars més importants que les diferencia és la
paret  bacteriana,  una coberta exterior  formada per  glicopèptids  o  mureïna,  un
disacàrid compost per N-acetil-glucosamina (NAG) i àcid N-acetil-muràmic (NAM)
que es va repetint i va formant una llarga cadena.

La  paret  bacteriana  té  diverses  funcions  importants,  entre  les  quals
destaquen les següents:

• Dóna forma al  bacteri  gràcies  a  la  seva rigidesa.  Si  es  trenca la  paret
bacteriana,  el  bacteri  adquireix  una  forma  esfèrica  i  no  manté  la  seva
morfologia habitual que li proporciona la paret.

• Protegeix la cèl·lula dels possibles canvis de pressió osmòtica causats per
les concentracions de proteïnes i altres molècules, molt més elevades a
l’interior de la cèl·lula que al medi extern.

• Protegeix el bacteri de l’acció mecànica, tant interna com externa.

• Evita la dessecació del bacteri impedint les pèrdues d’aigua a través de la
membrana cel·lular i permet en conseqüència colonitzar medis secs, com
per exemple la pell.

Una altra estructura de gran importància i present a totes les cèl·lules és
la  membrana  cel·lular  o  plasmàtica,  una  coberta  que  embolcalla  la  cèl·lula  i
separa el citoplasma del medi extracel·lular. Està formada per una bicapa lipídica
semipermeable amb proteïnes perifèriques i integrals que permeten l’intercanvi de
certes  molècules  amb  l’exterior. A més  aquesta  membrana  presenta  un  altre
element estructural específic de les cèl·lules procariotes, els  mesosomes,  unes
invaginacions irregulars de la membrana plasmàtica que tot i que se li han arribat
a atribuir diverses funcions, ara per ara se sap que no són orgànuls reals sinó
malformacions  produïdes  a  causa  de  una  tècnica  de  fixació  utilitzada  a  la
microscòpia electrònica.
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A més de la paret bacteriana i la membrana citoplasmàtica trobem altres
estructures  externes  en  els  procariotes.  Aquestes  estructures  són  elements
facultatius,  és  a  dir  que  es  troben  només  en  algunes  soques  d’una  mateixa
espècie, mentre que d’altres no la presenten. El motiu pel qual poden ser-hi o no
és  perquè  no  són  elements  imprescindibles  per  viure.  Algun  d’ells  són  els
següents:

• Càpsula:  És una coberta  glucoproteïca molt  compactada que envolta  el
bacteri proporcionant-li resistència als canvis del medi extern i fins i tot en
alguns casos es tracta del factor de virulència. És difícil d’eliminar i separar
de la paret bacteriana i té la mateixa forma que el propi bacteri.

• Llim: És una estructura molt més laxa que es sintetitza en grans quantitats.
Es desprèn molt fàcilment del cos bacterià i és una capa molt gruixuda on
poden  viure  individus  d’espècies  diferents  formant  el  que  s’anomenen
biofilms,  estructures  com  la  placa  bacteriana,  capaces  d’adherir-se  a
diferents superfícies.

Tant  la  càpsula  com  el  llim  són  formes  del  glucocàlix,  una  matriu
extracel·lular formada principalment per polisacàrids.

-  Les  funcions  principals  del  glucocàlix  són  l’adherència  a  mucoses  o
capes cel·lulars o artificials importants en la virulència, ja que només els bacteris
amb capacitat d’adhesió podran colonitzar; i també la inhibició de fagocitosi degut
als polisacàrids que formen el glicocàlix, ja que aquests dificulten el procés.

• Fímbries  o  pili:  Estructures  filamentoses  petites  necessàries  per  dur  a
terme la conjugació bacteriana. Estan compostes per pilina i n’existeixen
dos tipus:

- D’una banda trobem les fímbries comunes, que aporten adherència a la
cèl·lula, ja que a l’extrem de les fímbries hi ha molècules que s’uneixen a
receptors de la cèl·lula de l’hoste, les adhesines, de manera que a poc a
poc, la van colonitzant.

-  D’altra  banda,  trobem  les  fímbries  o  pèls  sexuals,  que  permeten  la
conjugació bacteriana, un procés que consisteix en l’intercanvi de material
genètic entre dos bacteris a través del pèl sexual com a pont d’unió.

• Flagels:  Són  estructures  proteiques  i  filamentoses  constituïdes  per
microtúbuls  envoltats  per  la  membrana  plasmàtica.  Aquestes,  formen
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prolongacions  citoplasmàtiques  filiformes  d’entre  10  µm  i  20  µm   que
proporcionen motilitat a la cèl·lula. La seva composició (totalment diferent
de la dels flagels de les cèl·lules eucariotes) es basa principalment en la
flagelina.  També el  seu moviment  és diferent,  ja que en els bacteris  és
helicoidal  a diferència de a les cèl·lules eucariotes,  on és un moviment
ondulatori repetitiu.

Els  flagels  són  també  un  element  taxonòmic  que  permet  identificar  i
diferenciar les espècies bacterianes. Segons el nombre i la seva disposició  es
poden distingir els següents tipus de bacteris.

• Àtric: Bacteris que no presenten cap tipus de flagel.

• Monòtric: Presenten un sol flagel a un dels dos pols cel·lulars.

• Anfítric: Aquests bacteris presenten un flagel a cada pol cel·lular.

• Lofòtric: Presenten grups de flagels en un o en els dos pols de la cèl·lula.

• Perítric: Presenten flagels distribuïts sobre tota la superfície del bacteri.

D’altra  banda trobem diversos elements  situats  al  medi  intracel·lular  o
matriu citoplasmàtica. En primer lloc, la matriu és un fluid compost bàsicament per
aigua, molècules orgàniques i inorgàniques, DNA, ribosomes i vacúols, que es
troba embolcallat per la membrana citoplasmàtica. Els orgànuls que conté són els
següents, tot i que alguns poden variar en funció de la cèl·lula:

• Ribosomes: Són orgànuls esfèrics, d’entre 15 i 25 nm de diàmetre amb un
coeficient  de  Svedberg  de  70S.  Estan  compostos  per  molècules  d’àcid
ribonucleic ribosòmic (rRNA) i per proteïnes i els formen dues subunitats
que  es  troben  dissociades  pel  citoplasma  mentre  no  estan  sintetitzant
proteïnes, que és la seva funció principal. De vegades es poden trobar en
grups,  formant  rosaris  anomenats  polisomes  o  poliribosomes  que
s’encarreguen  de  sintetitzar  una  mateixa  proteïna  específica
simultàniament.

• Vacúols o inclusions citoplasmàtiques: Són vesícules de diferent mida que
contenen material  de reserva per a la cèl·lula com per exemple sofre o
carboni. De vegades s’utilitzen per degradar certes substàncies nocives per
a la cèl·lula.

• Nucleoide o fals nucli bacterià: És una molècula de DNA molt recargolada i
empaquetada a l’interior de la matriu citoplasmàtica. El nucleoide conté el
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DNA del  cromosoma  bacterià.  Tot  i  així,  els  bacteris  poden  presentar
plasmidis, que són molècules de DNA extracromosòmic de doble cadena.

• Endospora o espora bacteriana (facultatiu): Són unes estructures formades
només per alguns tipus de bacteris que els confereixen més resistència a
l’hora de viure en certes condicions ambientals adverses.

2.4. Tinció de gram

La tinció de Gram és una tècnica molt comuna que va ser desenvolupada
el 1884 per Hans Christian Gram. S'utilitza per diferenciar dos grans grups de
bacteris  basant-se  en  les  diferents  substàncies  que  formen  les  seves  parets
cel·lulars. Es basa, doncs, en la diferent afinitat als colorants bàsics (violeta de
genciana, violeta cristall, violeta de metil, etc.) dels bacteris.

El procés de la tinció de Gram és el següent:

I. Fixació de les cèl·lules amb calor.

II. Colorant  primari:  Violeta  de  Genciana,  també  anomenat  cristall  violeta
(durant 1 minut). Tots els bacteris es tenyeixen d’un color blau.

III. Fixador:  Lugol  (durant  30 segons).  Permet que el  color  no desaparegui
fàcilment.

IV. Decolorant:  Alcohol/Acetona  (durant  3-4  segons).  Penetra  a  la  paret
bacteriana d’alguns bacteris i elimina el violeta de Genciana; en altres no el
podrà eliminar perquè no penetra.
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V. Tinció de contrast: Fucsina diluïda o safranina (durant 1 minut). Dóna una
coloració rosada o vermella.

-  Després  de  cada  aplicació  de  producte  es  renta  amb  aigua  el
portaobjectes per tal de treure l’excés.

Els  bacteris  Gram
positius  es  tenyeixen  de  color
violeta o blau primari pel fet que
la seva capa de pèptidglicans és
gruixuda i  reté el  cristall  violeta.
De forma alternativa els bacteris
Gram negatius  es  tenyeixen  de
vermell o rosat perquè la capa de
peptidglicà  de  la  seva  paret  és
més  prima,  no  reté  el  cristall
violeta i es tenyeixen de vermell
amb la safranina.

26

Figura 4

Figura 5



Bacteris Gram+

La  paret  bacteriana  dels  Gram+  està  formada  per  moltes  capes,  pot
arribar  a  tenir  fins  a  100  capes.  Aquestes,  constitueixen  una  estructura
extraordinàriament rígida i resistent.

Bacteris Gram-

La paret bacteriana dels Gram- està formada per una sola capa, o dues
de  glicopèptid.  La  membrana  externa  és  asimètrica,  té  fosfolípids  i
lipopolisacàrids. A la part interna de la membrana hi ha les lipoproteïnes de Braun,
que estableixen els enllaços amb el glicopèptid. També trobem les porines, que
permeten el pas de determinades substàncies.
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CAPÍTOL 3: ANTIBIÒTICS. UNA ARMA
DE DOBLE TALL



3. Un primer apropament als antibiòtics

Els  antibiòtics  són  substàncies  químiques  que  acostumen  a  ser
inofensives per a l’hoste i que són produïdes per microorganismes, o bé tenen un
origen sintètic. Aquestes substàncies són capaces d’inhibir el creixement o produir
la mort dels bacteris quan són administrades a baixes concentracions i s’utilitzen
per tractar o prevenir malalties infeccioses.

Els antibiòtics poden ser de dos tipus:

• Acció  bactericida: L’agent  químic  causa  directament  la  mort  dels
microorganismes.

• Acció bacteriostàtica: L’agent químic inhibeix el creixement bacterià de
manera que només facilita el treball al sistema immunitari, que l’acabarà
eliminant.

Segons l’espectre d’activitat dels antibiòtics trobem els antibiòtics d’ampli
espectre, que poden actuar tant sobre bacteris Gram+ com sobre Gram- i els de
curt espectre, que només poden actuar sobre un dels dos tipus de bacteris, ja
siguin els Gram+ o els Gram-, en funció de l’antibiòtic de què es tracti.

Normalment  existeix  una  proteïna  diana  contra  la  qual  va  dirigida  un
antibiòtic i que pot ser essencial per al bacteri o important per al seu creixement.

3.1. Com funcionen els antibiòtics?

Els antibiòtics s’utilitzen per tractar infeccions bacterianes. Alguns estan
altament especialitzats i  només són efectius contra certs  bacteris,  mentre que
d’altres, els antibiòtics d’ampli espectre, ataquen a un rang molt ampli de bacteris,
incloent-hi aquells beneficiosos per a nosaltres.

Aquests agents químics actuen unint-se a molècules situades a diferents
zones  de  la  cèl·lula  que  tenen  funcions  específiques  relacionades  amb  el
creixement  del  bacteri  o  són  essencials  en  el  dogma  central  de  la  biologia.
Aquestes molècules a les quals s’uneixen els antibiòtics són imprescindibles en
algun procés vital del bacteri, de manera que en actuar sobre aquestes, inhibeixen
el procés en el qual estan involucrades provocant així la mort o debilitació parcial
del  bacteri,  que  acabarà  essent  eliminat  completament  pel  propi  sistema
immunitari.
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En funció de quin sigui el procés que inhibeixen, existeixen diversos grups
d’antibiòtics amb diferents proteïnes o molècules diana. A continuació s’expliquen
els diferents grups genèrics d’antibiòtics, així com els diversos subgrups que s’hi
inclouen.

3.1. Grups d’antibiòtics

Existeixen cinc  grans grups d’antibiòtics  en  funció  del  seu mecanisme
d’acció. Els podem classificar de la següent manera:

› Paret bacteriana: Inhibició de la síntesi de peptidglicà. Gràcies al fet que

les  cèl·lules eucariotes no presenten paret  cel·lular,  la  toxicitat  d’aquest
grup d’antibiòtics és baixa per als humans:

◦ ß-lactàmics / Glicopèptids / Fosfomicina

› Síntesi de proteïnes: Inhibició de la síntesi de proteïnes:

◦ Tetraciclines  /  Aminoglicòsids  /  Cloramfenicol  /  Macròlids  /
Estreptogramines / Clindamicina

› Síntesi d’àcid fòlic: Inhibició de la síntesi d’àcid fòlic.

◦ Sulfonamides / Trimetoprim

› Síntesi d’àcids nucleics: Inhibició de la síntesi d’àcids nucleics.

◦ Metronidazol / Quinolones / Rifampicina

› Membrana cel·lular: Desestabilització de la membrana cel·lular. Degut a

que la cèl·lula eucariota també presenta una membrana cel·lular similar a
la dels bacteris, la toxicitat d’aquest grup d’antibiòtics és elevada per als
humans.

◦ Polimixines:  Desestabilitzen  les  membranes  interna  i  externa  dels
bacteris Gram-.

◦ Daptomicina: Desestabilitzen l'única membrana plasmàtica dels bacteris
Gram+.
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3.2. Característiques dels diferents antibiòtics

Paret bacteriana

• ß-lactàmics:  Les  proteïnes  diana  d’aquest  grup  d’antibiòtics  són  les
transpeptidases  i  les  carboxipeptidases.  Es  tracta  d’uns  enzims  que
catalitzen  la  formació  de  ponts  peptídics  entre  cadenes  de  mureïna
adjacents  i  participen  en  els  últims  estadis  del  procés  de  síntesi  del
peptidglicà. (Bactericida)

Alguns dels ß-lactàmics més coneguts són:

◦ Penicil·lines,  cefalosporines,  cefamicines,  monobactames  i
carbapenems

• Vancomicina: Es  tracta  d’un  glucopèptid  sintetitzat  per  Streptomyces
orientalis. Aquests, són antibiòtics de curt espectre perquè només actuen
sobre  Gram+,  ja  que  la  membrana  externa  dels  Gram-  impedeix  la
interacció amb els pèptidglicans de la paret. Quan té lloc la polimerització,
la  vancomicina  bloqueja  la  interacció  que  permet  formar  el  polímer,  de
manera que s’acumulen uns precursors de peptidglicà al  citoplasma i  la
membrana cel·lular, que no poden ser polimeritzats.  (Aquest antibiòtic no
penetra dins de la cèl·lula per dur a terme la seva acció). (Bactericida)

• Fosfomicina: És un antibiòtic sintetitzat per Streptomyces orientalis i la seva
proteïna  diana  és  la  fosfoenolpiruvat  transferasa.  Funciona  inhibint  una
reacció  química  important  per  a  la  síntesi  de  la  paret  bacteriana.
(Bactericida)

Síntesi de proteïnes

• Tetraciclines: Són antibiòtics sintetitzats per  Streptomyces aureofaciens i
Streptomyces rimosus. Poden entrar a la cèl·lula per transport actiu unides
a Mg2+.  S’uneixen de forma reversible a la subunitat 30S del ribosoma i
bloquegen la  unió del  tRNA-aa al  lloc acceptor  del  ribosoma,  cosa que
impedeix  l'elongació  de  la  cadena peptídica  en formació.  També poden
unir-se a la subunitat 50S i interferir en la traducció. (No interfereixen en els
ribosomes de les  cèl·lules  eucariotes  perquè els  hi  costa  penetrar  dins
d’aquestes). (Habitualment bacteriostàtiques, però poden ser bactericides a
altes dosis)
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• Aminoglicòsids: Són antibiòtics sintetitzats per  Streptomyces griseus, que
s’uneixen  de  manera  irreversible  a  la  subunitat  ribosomal  30S,
concretament a la proteïna 12S, inhibint així el complex d’iniciació per a
formar  unions  peptídiques.  Permeten  l’aparició  d’errors  de  lectura  de
l’mRNA implicant una alteració en el procés de traducció. També, poden
arribar a alterar la integritat de la membrana plasmàtica. (Bactericida)

Alguns aminoglicòsids coneguts són:

◦ Gentamicina i estreptomicina

• Cloramfenicol: És  sintetitzat  per  Streptomyces  venezuelae i  inhibeix  la
formació d’unions peptídiques mitjançant la unió a la subunitat ribosomal
50S. El seu espectre d’acció és ampli, però pot arribar a ocasionar toxicitat
a la medul·la òssia. (Bacteriostàtic)

• Lincosamides: Són sintetitzats per Streptomyces lincolnensis i inhibeixen la
formació d’enllaços peptídics per una unió a la subunitat ribosomal 50S. La
seva administració causa una ràpida destrucció dels poliribosomes. (Poden
ser bacteriostàtics o bactericides)

Algunes de les lincosamides més conegudes són:

◦ Lincomicina i clindamicina

• Macròlids: Són sintetitzats per Streptomyces erythreus. Impedeixen que el
tRNA abandoni el lloc P (lloc situat enmig de la subunitat 50S) del ribosoma
mitjançant la unió reversible a la subunitat ribosomal bacteriana 50S. Es
bloqueja,  doncs,  la  translocació  del  ribosoma  i  no  es  pot  sintetitzar  la
proteïna. (Usualment bacteriostàtics però poden actuar com a bactericides)

Alguns dels macròlids més coneguts són:

◦ Eritromicina i azitromicina

• Linezolid: És dels antibiòtics que han sortit al mercat més recentment i es
tracta d’un pertanyent al grup de les oxazolidinones (antibiòtics sintètics).
Forma un complex que bloqueja la síntesi de proteïnes mitjançant la seva
fixació a la subunitat 50S, que bloqueja la formació del complex d’iniciació.
Les oxazolidinones són els únics antibiòtics que actuen sobre l’inici de la
traducció. (Poden ser bacteriostàtics o bactericides)
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Síntesi d’àcid fòlic

• Sulfamides:  Són  sintètics  que  s’uneixen  al  centre  actiu  d’un  enzim
(dihidropteratoat sintetasa) per tal d’inhibir la síntesi de l’àcid fòlic i per tant
la síntesi d’àcids nucleics i d’alguns aminoàcids. (Bacteriostàtic)

• Trimetoprim: És un antibiòtic sintètic que actua com a inhibidor de l’enzim
hidrofolat reductasa i permet així la inhibició de la síntesi d’àcid fòlic i per
tant també la d’àcids nucleics i alguns aminoàcids. (Bacteriostàtic)

Síntesi d’àcids nucleics

• Quinolones: Són d’origen sintètic i actuen sobre la síntesi d’àcids nucleics.
Es va trobar per casualitat intentant sintetitzar un antibiòtic antipalúdic (que
no va funcionar com a tal). La seva acció consisteix a formar un complex
DNA – DNA girasa – Quinolona amb intervenció de Mg2+ que bloqueja la
replicació i la transcripció. Les seves proteïnes diana són la topoisomerasa
IV  i  la  DNA girasa.  No  són  gaire  tòxiques  per  als  humans,  ja  que  les
cèl·lules eucariotes presenten topoisomerasa II en comptes de DNA girasa
i la topoisomerasa IV dels procariotes és força diferent de la dels eucariotes
estructuralment parlant. (Bactericida)

Alguns exemples de quinolones són:

◦ Ciprofoxacina i àcid nalidíxic

• Rifampicina: És sintetitzat per Amycolaptosis rifamycinica i la seva proteïna
diana és la RNA polimerasa, a la qual inhibeix. La diferència entre les RNA
polimerases eucariota i  procariota rau en la subunitat  beta i  és aquí  on
actua la rifampicina mitjançant una unió que inhibeix la síntesi de mRNA.
Aquesta petita diferència fa que aquest sigui un antibiòtic no gaire tòxic per
humans. (Bactericida)

Estabilitat de la membrana cel·lular

• Polimixines:  Són  sintetitzats  per  Bacillus  polymyxa  que  actuen
desestabilitzant  la  membrana  interna  i  externa  dels  bacteris  Gram-.  El
fàrmac interacciona amb els fosfolípids de la cara externa de la membrana
fent que aquesta es desorganitzi provocant-li una major permeabilitat i en
conseqüència una alteració de les propietats osmòtiques. No pot afectar els
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bacteris Gram+ degut a la gruixuda capa de peptidglicà que presenten que
impedeix la interacció amb la membrana.

• Daptomicina: És un lipopèptid produït per Streptomyces roseosporus que
actua només sobre bacteris  Gram+.  Actuen despolaritzant  la  membrana
plasmàtica dels bacteris Gram+, de manera que perden ions i electròlits i
es  detenen  ràpidament  els  processos  de  síntesi  de  proteïnes  i  àcids
nucleics.
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CAPÍTOL 4: RESISTÈNCIES
BACTERIANES. UNES ARMADURES

IMPENETRABLES



4. Resistències bacterianes

Les resistències bacterianes són el procés natural mitjançant el qual els
bacteris  deixen  de  ser  sensibles  als  fàrmacs  que  s’utilitzaven  usualment  per
tractar-los. Cada cop més freqüentment té lloc aquesta situació i s’està tornant
amb el temps, una de les preocupacions més grans de la medicina actual, atès
que està guanyant importància l’aparició de bacteris multiresistents.

Existeixen  diversos  tipus  de  resistències  bacterianes,  però  és  molt
important destacar un fet clau que de vegades pot donar lloc a una confusió del
terme. Les resistències a fàrmacs no s’adquireixen voluntàriament ni tampoc les
fem aparèixer per abusar dels antibiòtics. En realitat, el motiu més comú pel qual
apareixen les resistències és degut a una mutació arbitrària del genoma bacterià,
que d’alguna manera  proporciona a  la  cèl·lula  un  mecanisme de resposta  en
enfront de l’exposició del fàrmac al que inicialment era susceptible.

4.1. Mutacions

Les mutacions són canvis espontanis o induïts per certs agents mutàgens
en la seqüència primària de nucleòtids del DNA i en conseqüència poden suposar
també una alteració de la síntesi d’algunes proteïnes codificades pel genoma.

Els bacteris són microorganismes unicel·lulars; això significa que durant la
reproducció,  en  produir-se  mitjançant  una bipartició,  tot  el  material  genètic  és
heretat pels descendents, incloent-hi les mutacions. En el moment en què s’ha
produït una mutació a un bacteri d’una espècie concreta coneguda (wild type o
salvatge), aquest passa a denominar-se mutant.

Les  mutacions  es  poden  agrupar  en  letals  i  no  letals.  Les  letals  són
aquelles que afecten l’expressió de proteïnes essencials per a la vida del bacteri.
D’altra banda, les mutacions no letals només afecten l’expressió de proteïnes que
no són essencials per a la vida del bacteri. Aquestes últimes mutacions poden
tenir diversos efectes. Existeix la possibilitat que no suposi cap canvi substancial
en el  bacteri  i  que per tant tot  continuï de la mateixa manera que inicialment;
també pot ser que la mutació perjudiqui al bacteri de forma que la seva vida es
vegi dificultada però no mori en conseqüència d’aquesta; i  per últim existeix la
possibilitat que la mutació sigui beneficiosa i permeti al bacteri obtenir diferents
mecanismes  útils  per  a  sobreviure.  Un  exemple  d’aquestes  mutacions
beneficioses són les resistències.
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4.2. Transferència de gens

Tota cèl·lula procariota es divideix en algun punt del seu cicle vital per tal
de donar lloc a altres cèl·lules que siguin portadores del seu genoma. Aquest és el
cicle de tot ésser viu, passar el seu DNA a una descendència que pugui fer créixer
en nombre l’espècie a la qual pertany.

Sigui com sigui, els bacteris tenen la facultat d’encomanar els seus gens i
per tant, també les seves mutacions a altres bacteris. Aquest procés s’anomena
transferència de gens i pot ser realitzat de dues maneres diferents. D’una banda
poden transferir els gens mitjançant la transferència vertical,  que és el  mètode
més senzill  i  habitual; tanmateix,  poden fer servir  altres mètodes característics
dels bacteris que anomenem en conjunt transferència horitzontal de gens.

A continuació s’expliquen detalladament els dos mètodes de transmissió
genètica, així com els mecanismes específics dintre del grup de la transferència
horitzontal.

4.2.1. Transferència vertical de gens

La  transferència  vertical  de  gens  consisteix  en  la  transmissió  de  la
informació genètica del bacteri, de cèl·lules mare a cèl·lules filles. Aquestes, seran
còpies idèntiques de les anteriors i per tant heretaran el genoma bacterià de la
cèl·lula progenitora en la seva totalitat.

Quan  es  produeix  una  mutació  esporàdica  beneficiosa  per  al
microorganisme, com per exemple una resistència a un fàrmac al qual prèviament
era  sensible,  aquesta  mutació,  que  forma  part  de  la  informació  genètica  del
bacteri,  es transmet a la següent generació de cèl·lules, encomanant  així  una
herència important per a la seva supervivència i  que permetrà a aquella soca
presentar un avantatge en enfront de la resta de bacteris sempre que es trobin en
un medi en presència de l’antibiòtic al qual és resistent.

4.2.2. Transferència horitzontal de gens

La  transferència  horitzontal  de  gens  consisteix  en  la  transmissió  d’un
fragment de DNA bacterià, d’una cèl·lula procariota a una altra que pot ser de la
mateixa generació que la original. Això es pot donar gràcies a l’existència de tres
mecanismes bacterians que ho permeten: transformació, conjugació i transducció.

Una vegada a l’interior del bacteri el DNA exogen pot degradar-se i per
tant no suposar cap modificació en el procariota, circularitzar-se, és a dir tancar-se
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sobre si mateix adquirint una forma circular i donant lloc a un plasmidi, o integrar-
se en el cromosoma bacterià, de manera que les cèl·lules filles heretaran la nova
informació.

4.2.2.1. Transformació bacteriana

La transformació és un procés mitjançant el qual els bacteris capten DNA
exogen,  és  a  dir  que  es  troba  lliure  al  medi  en  el  qual  es  troben.  Durant
l’experiment d’un bacteriòleg anglès anomenat Frederick Griffith (en el qual es van
emprar dos tipus de pneumococs) es va poder observar aquesta transformació.
Griffith  va  introduir  en  diversos  grups  de  ratolins  uns  pneumococs  en  les
condicions següents:

Al primer grup va introduir uns bacteris no virulents R (sense càpsula) i
com  a  resultat,  els  ratolins  no  van  morir.  Al  segon  grup  va  injectar  uns
pneumococs virulents S (amb càpsula) i tots els ratolins van morir. Al tercer grup
se li van introduir pneumococs virulents S sotmesos prèviament a molta calor, de
manera que quedaven inactivats i per tant, els ratolins no van morir. Per últim va
introduir  al  quart  grup una barreja  de  bacteris  virulents S atenuats  (inactius)  i
bacteris  no  virulents  R vius.  Sorprenentment,  els  ratolins  van morir  i  quan va
observar al microscopi mostres de sang, va trobar que els bacteris no virulents
havien  desaparegut  i  que  els  únics  que  quedaven  eren  els  bacteris  S,  però
estaven vius.

L’explicació  a  aquest  fenomen  és  que  els  bacteris  tenen  la  capacitat
d’adquirir DNA lliure del medi. Els bacteris no virulents R, van adquirir el DNA lliure
provinent dels pneumococs virulents S, que contenien gens que codificaven per la
càpsula. D’aquesta manera els pneumococs no virulents, van  transformar-se en
virulents, matant així el quart grup de ratolins.

Aquesta  capacitat  la  presenten  algunes  espècies  com  Streptococcus
pneumoniae o Haemophilus  influenzae.  Aquests  bacteris  presenten  unes
proteïnes en la paret cel·lular que els permeten captar DNA exogen. Les cèl·lules
amb aquesta capacitat  s’anomenen competents i  poden veure’s  condicionades
per factors com la densitat cel·lular, la temperatura o el pH.
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4.2.2.2. Transducció bacteriana

La transducció és la  transferència de material  genètic  entre un bacteri
donador  i  un  receptor  mitjançant  un  virus  intermediari  que  infecta  el  bacteri
portador (bacteriòfag).

Existeixen dos tipus de transducció:  la transducció generalitzada, en la
qual qualsevol gen pot ser transferit d’un bacteri donador a un de receptor; i la
transducció  especialitzada,  la  qual  només  té  lloc  quan  l’intermediari  és  un
bacteriòfag anomenat Lambda, la informació genètica del qual sempre s’insereix
entre  dos gens específics,  anomenats  Gal  i  Bio.  D’aquesta  manera,  els  gens
transferits en la transducció especialitzada sempre són els mateixos (un dels dos
mencionats anteriorment).

Durant el procés de la transducció el bacteriòfag infecta el bacteri i el seu
material genètic s’introdueix a la cèl·lula. Una cop el material genètic víric s’hagi
replicat i les proteïnes de la càpsida hagin estat sintetitzades tindrà lloc el cicle
lític, on el genoma bacterià es destruirà en petits fragments que quedaran lliures i
dispersos pel citoplasma. A continuació, es produeix el procés d’empaquetament o
encapsidació, on la càpsida capta el material genètic i forma els nous fags.

Si  durant l’encapsidació es capta genoma bacterià en lloc de víric,  els
bacteriòfags  generats,  que  indistintament  infectaran  de  nou  altres  cèl·lules,
transmetran el DNA bacterià a un altre de nou. Si aquest DNA és un gen que
codifica per una proteïna o enzim relacionats amb una resistència bacteriana, el
receptor adquirirà la resistència. Per descomptat, això només succeeix en cas que
el  DNA s’integri  al  genoma,  però  també existeix  la  possibilitat  que  aquest  es
circularitzi de manera que el gen només es transmetrà a una de les cèl·lules filles
o fins i tot que es degradi i doni lloc, doncs, a una transducció abortiva.

4.2.2.3. Conjugació bacteriana

La  conjugació  és  la  transferència  horitzontal  de  material  genètic  per
contacte directe entre un bacteri donador i un de receptor. El material genètic que
es transfereix és el plasmidi conjugatiu.

 El plasmidi conté diversos gens implicats en la conjugació. Conté el gen
de la pilina, que s’encarrega de la formació d’un pili o fímbria sexual que connecta
el  bacteri  donador amb el  receptor;  un gen de nucleasa,  que reconeix un lloc
anomenat origen de transferència i trenca una de les dues cadenes del plasmidi,
que es va introduint al bacteri conjugat i al mateix temps es va sintetitzant una
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cadena complementària (succeeix el mateix al bacteri donant); per últim conté un
gen de proteïna transportadora, que capta la cadena trencada per l’origen i  la
transporta cap a la cèl·lula receptora.

4.3. Mecanismes de resistència als antibiòtics

Existeixen quatre mecanismes de resistència als  antibiòtics,  dels  quals
cada espècie resistent en pot presentar més d’un (no són excloents entre ells) que
sigui més o menys específic en funció de l’antibiòtic al qual són resistents.

• Disminució  de  la  permeabilitat  de  la  membrana:  Els  bacteris  Gram-
tenen una membrana interna, un espai periplasmàtic (espai que hi ha entre
les  dues  membranes)  i  una  membrana  externa.  Els  antibiòtics  més
hidrofílics travessen la membrana externa a través d’uns canals proteics
anomenats porines. Si hi ha mutacions en el gen que codifica per la porina,
aquesta  no  s’expressarà  o  ho  farà  de  forma  anòmala  i  l’antibiòtic  no
penetrarà  a  l’espai  periplasmàtic,  de  manera  que  el  bacteri  esdevindrà
resistent.

• Increment  de l’expressió  de bombes d’expulsió  activa: Les  bombes
d’expulsió activa dels Gram- estan constituïdes per tres proteïnes mentre
que les dels Gram+ ho estan per una sola proteïna a nivell de membrana.
Quan  hi  ha  una  sobreexpressió  dels  sistemes  d’expulsió  activa  (hi  ha
massa  bombes d’expulsió),  s’expulsen  els  substrats  naturals  necessaris
per al bacteri, però també s’expulsa l’antibiòtic; d’aquesta manera el bacteri
esdevé resistent.

• Canvi conformacional a la proteïna diana: El canvi de conformació de la
proteïna diana fa que aquesta segueixi activa però que l’antibiòtic no s’hi
pugui unir a ella, d’aquesta manera l’antibiòtic no pot funcionar i el bacteri
esdevé resistent.

• Hidròlisi  o modificació de l’antibiòtic: L’antibiòtic entra al  bacteri  però
ràpidament és hidrolitzat per un enzim. Això pot passar per mutacions i
adquisició de material genètic (principalment de plàsmids).
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4.4. Tipus de resistència bacteriana

Existeixen diferents tipus de resistència bacteriana en funció de quines
siguin les seves característiques. A continuació es detallen quines són:

• Resistència  intrínseca: Es  dóna  quan  un  bacteri  produeix  de  forma
normal un mecanisme de resistència.

• Resistència  natural: Es  dóna  quan  el  bacteri  no  presenta  l’estructura
sobre la qual actua un antibiòtic.

• Resistència creuada: Es dóna quan el mecanisme de resistència afecta a
diferents antibacterians d’una mateixa família.

• Multiresistència: Es dóna quan el  bacteri  presenta resistència a dos o
més antibiòtics de diferents famílies.

• Resistència pleiotròpica: Es dóna quan la resistència està ocasionada
per un mecanisme que afecta a més d’un antibiòtic.
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• Resistència induïble: Es dóna quan el determinant genètic de resistència
està controlat  per  un sistema de regulació  que reprimeix l’expressió del
gen.

• Resistència constitutiva: Es dóna quan el determinant de resistència no
presenta cap sistema de regulació.

• Resistència  extesa:  Es  dóna,  no  només  quan  un  patogen  presenta
resistència a múltiples agents antimicrobians,  sinó també quan presenta
una elevada probabilitat de ser resistent a tots els antibiòtics aprovats.

• Panresistència: Es dóna quan un patogen és específicament resistent a 7
agents antimicrobians diferents que són: cefepima, ceftazidima, imipenem,
meropenem, piperacilina-tazobactam, ciprofloxacina i levofloxacina. També
s’acostuma a utilitzar aquest terme quan un bacteri presenta resistència a
una gran quantitat d’antibiòtics.

4.5. Pressió selectiva als antibiòtics

A partir  d’una colònia inicial  bacteriana sensible a un antibiòtic,  es pot
arribar a generar una població sencera resistent si s’aplica la pressió selectiva
necessària perquè això es produeixi. Si en aquesta població sensible inicial, es
produeix una mutació favorable que confereix resistència a un dels individus per
l’acció de l’atzar, però no hi ha cap mena de pressió selectiva, probablement amb
el pas del temps la població bacteriana acabarà essent tota com la inicial, sensible
a l’antibiòtic.

Tanmateix, si donada la suposada mutació, afegíssim al medi l’antibiòtic
contra  el  qual  un  dels  seus  individus  és  resistent,  només  aquell  individu
sobreviuria. Al cap del temps, com que aquest individu disposaria de tot l’espai i
els nutrients necessaris per viure, es podria reproduir fins a donar lloc a una nova
població resistent en la seva totalitat  a l’antibiòtic present  al  medi.  Per aquest
motiu, quan abusem dels antibiòtics, estem propiciant (en cas que tinguem algun
bacteri  resistent  a  aquell  antibacterià)  la  proliferació  dels  bacteris  resistents  i
atacant la nostra pròpia flora de manera contraproduent i en favor dels bacteris.
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CAPÍTOL 5: CRISPR/CAS. MODIFICANT
EL GENOMA



5. CRISPR/Cas com a mètode d’evasió de resistències

Cada cop més freqüentment  es  donen casos de morts  a  causa de la
resistència a antibiòtics que presenten alguns dels bacteris anomenats resistents.
La resistència bacteriana a alguns antibiòtics està esdevenint un problema global
en el món actual i fa anys que s’han començat a investigar maneres de revertir o
evitar aquest fenomen amb un desenllaç, sovint, fatal.

Un  bacteri  és  capaç  d’incorporar  gens  de  resistència  segons  diversos
mètodes com són la transferència vertical de gens (transferència de gens heretats
a les cèl·lules filles mitjançant la reproducció) i la transferència horitzontal de gens
(a  través  de  diversos  mecanismes  com  la  conjugació,  la  transformació  i  la
transducció) segurament aquest segon, el més important. Tot i això, s’ha de tenir
en compte que habitualment, les resistències a antibiòtics presents als bacteris
són degudes a mutacions espontànies.

Sovint  fem  un  abús  innecessari  dels  antibiòtics  o  no  seguim  els
tractaments estipulats pels metges, moltes vegades recorrem a l’automedicació
davant de símptomes lleus, provocant així una pressió selectiva involuntària sobre
aquells  bacteris  més  resistents  i  facilitant  així  l’aparició  d’una  colònia  de
«superbacteris» a l’interior del nostre organisme.

Algunes de les premisses més alarmants són aquelles que estimen que
l'any 2050 hi haurà més morts per malalties causades per bacteris resistents a
antibiòtics que per càncer, o aquelles que afirmen l’existència de casos de mort a
causa de «super-bacteris» resistents a més de 26 antibiòtics i per tant gairebé
impossibles  de  tractar.  S’han  descrit  bacteris  multiresistents  de  les  espècies
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter
baumannii, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae i Escherichia coli.
De fet, segons un estudi (1) soques d’aquest últim bacteri, van ser trobades a les
mostres fecals de gavians de potes grogues a Barcelona en un estudi sobre E.
coli resistent a dos tipus d’antibiòtic, els carbapenems i els ß-Lactàmics. Les aus
migratòries són una de les principals causes de la disseminació de bacteris que
poden presentar fàcilment gens de resistència a certs antibiòtics, fet preocupant
tenint  en  compte  la  facilitat  amb  què  podem  establir  contacte  amb  aquests
organismes degut a la seva presència evident en el nostre entorn habitual.

S’ha de fer recerca en el camp de la microbiologia per tal d’entendre bé el
funcionament d’aquests organismes i els mecanismes genètics que els permeten
evitar la susceptibilitat als antibiòtics. En cas contrari, les conseqüències en pocs
anys poden ser fatals.
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Primerament, per tal de poder tenir el criteri d’algú més proper a les noves
línies  d’investigació  i  a  tot  el  relacionat  amb el  món de  la  microbiologia  i  les
resistències  bacterianes,  he  parlat  amb  l’investigador  Jordi  Vila,  doctor  en
farmàcia i especialista en microbiologia i parasitologia, catedràtic a la Universitat
de Barcelona Campus Clínic.

Per tal d’acomplir l’objectiu de realitzar un disseny experimental teòric que
pugui ser factible, actual i que estigui basat en els meus coneixements sobre el
tema,  prèviament  he  hagut  de  cercar  informació.  Finalment,  he  arribat  a  una
metodologia que considero que podria servir per tal de solucionar la problemàtica
que tracta aquest treball.

El primer pas per tal de poder administrar els antibiòtics pertinents sense
risc  de  provocar  (mitjançant  la  pressió  selectiva)  una  selecció  artificial  dels
bacteris  resistents,  seria  esbrinar  per  quin  bacteri  és  causada la  infecció  que
pateix el pacient. Això es podria realitzar per mitjà de l’extracció d’una mostra de
la soca virulenta de l’interior de l’individu i fent un cultiu en una placa de petri per
tal de determinar posteriorment a quina espècie pertany.

Un cop identificada l’espècie bacteriana s’aplicaria al cultiu una petita dosi
de l’antibiòtic que s’utilitza usualment per tal d’eliminar-lo (antibiograma) i en veure
que no és sensible a aquest i que per tant presenta un gen de resistència a aquell
determinat antibiòtic, passaríem al següent pas.

A continuació,  es  procediria  a  cercar  quin  és  el  gen  que  confereix  al
bacteri  una  resistència  a  aquell  determinat  antibiòtic,  de  manera  que
posteriorment fos possible sintetitzar la cadena de DNA complementària del gen
(guide RNA) i a partir d’aquesta, introduir el complex CRISPR/Cas al bacteri per
tal que aquest pogués eliminar el gen de resistència desitjat. El problema em va
sorgir  a  l’hora  de  pensar  com  introduir  el  complex  CRISPR/Cas  a  l’interior
únicament dels bacteris diana.

Després  de  reflexionar-hi,  vaig  pensar  a  introduir-lo  mitjançant  els
bacteriòfags concrets  de  l’espècie  a  la  qual  pertany el  bacteri,  cosa no  gaire
complicada degut a que cada bacteriòfag és específic d’una espècie concreta de
bacteris. Així doncs, s’alteraria el material genètic del bacteriòfag i s’introduiria el
complex amb el guide RNA necessari per dirigir la proteïna al gen de resistència.

Faré a continuació, un petit incís per tal de detallar el funcionament del
mètode CRISPR/Cas per a l’eliminació i/o inserció de nous gens. És un mètode
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que  encara  s’està  desenvolupant,  és  molt  nou  i  es  troba  en  les  línies
d’investigació actuals com a tècnica de modificació genètica i per a altres àmbits.
Tot i que encara no es coneixen totes les seves possibles aplicacions, es preveu
un futur prometedor en camps molt diversos de la ciència per a aquesta nova
tècnica descoberta als bacteris.

CRISPR  en  anglès  Clustered  Regularly-Interspaced  Short  Palindromic
Repeats són com el seu nom indica, seccions curtes de DNA palindròmic que
estan separades per un DNA anomenat espaiador (no té cap relació amb el DNA
linker dels eucariotes) que consisteix en còpies de DNA o RNA viral que va ser
introduït algun cop per un virus en el moment d’infectar la cèl·lula.

Existeixen  també uns  gens  codificadors  de  les  proteïnes  anomenades
Cas de l’anglès CRISPR-associated (hi ha diversos tipus com per exemple la 1 i la
9). Existeixen una sèrie de proteïnes, com per exemple la Cas 1, que s’encarrega
de copiar aquests DNA o RNA introduïts al bacteri pel virus de manera que es
pugui inserir més tard al cromosoma bacterià, entre aquestes seccions de DNA
palindròmic a mode de memòria o registre del material genètic perjudicial per a la
cèl·lula i per tant, que cal eliminar.

Quan un virus (el material genètic del qual es troba inserit a la seqüència
CRISPR) infecta un bacteri, aquest material exogen que introdueix, és detectat
per la cèl·lula. En aquest moment, es duu a terme la síntesi d’un altre tipus de
proteïnes, les Cas 9, a més del fragment de DNA memòria complementari al del
virus, que es transcriu a RNA anomenat ara crRNA o crisper RNA. La proteïna
Cas 9, el crRNA i un altre tipus anomenat tracrRNA o transactivating crRNA, que
serveix per a subjectar tot plegat, formen el complex, ara sí, CRISPR/Cas.

La proteïna Cas 9 és un enzim del tipus helicasa i nucleasa, de manera
que  aquesta,  mitjançant  el  guide  RNA (format  pels  dos  RNA anteriors)  podrà
dirigir-se  fins  a  la  seva  cadena  complementària  (la  introduïda  pel  virus).
Posteriorment, pot unir-s’hi gràcies a l’acció de l’helicasa, que permetrà separar
les dues cadenes de manera que la Cas 9 (amb la important funció de nucleasa)
podrà tallar els enllaços fosfodièster que unien els nucleòtids que formaven l’àcid
nucleic.  En  conseqüència,  s’inutilitza  el  material  genètic  (hidrolitzat).  Aquest
sistema  anàleg  al  sistema  immunitari  humà,  va  ser  adaptat  i  sintetitzat
artificialment al laboratori, de manera que, actualment es pot fer servir canviant un
sgRNA (RNA sintetitzat artificialment amb bifuncionalitat:  crRNA i tracrRNA) pel
gen desitjat i permetent l’eliminació d’un gen determinat i també possibilitant en
conseqüència, la inserció del gen escollit al genoma bacterià.
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En el meu cas, aquest mètode seria utilitzat de manera que l’RNA guide
fos el complementari al gen de resistència a l’antibiòtic al qual no fos sensible el
bacteri,  de manera que un cop introduït  el  complex CRISPR/Cas mitjançant el
bacteriòfag  específic,  seria  capaç  de  silenciar  el  gen.  En  aquest  moment  la
cèl·lula esdevindria de nou sensible a l’antibiòtic i fent novament un cultiu i tornant
a aplicar l’agent antibacterià es podria comprovar. D’aquesta manera, els bacteris,
que  ara  tornarien  a  ser  sensibles,  podrien  ser  eliminats  com  ho  serien
normalment, sense perill de seleccionar els resistents i exposar l’individu a un risc
innecessari.

D’altra banda, una altra solució diferent per tal de no haver d’administrar
cap antibiòtic,  seria  introduir  amb el  mateix mètode CRISPR/Cas, un gen que
provoqués apoptosi a la cèl·lula en ser expressat, de manera que els mateixos
bacteris s'autoeliminessin de manera anàloga a la forma d’actuar d’una malaltia
autoimmune.

Aquesta segona opció,  directament  evitaria  l’ús dels  antibiòtics,  ja que
faria que els mateixos bacteris programessin la seva mort amb l’avantatge que, en
induir una apoptosi i per tant quedar el material genètic clausurat a l’interior d’una
vesícula, aquest no es dispersaria pel medi extracel·lular i no esdevindria així un
punt clau per a la transformació dels bacteris.

Tot i que sembla un mètode factible, només es troba encara en el marc
teòric i fa falta molta recerca per arribar a aconseguir un tractament efectiu amb
aquest  mecanisme.  Només estic  aportant  una idea sense tenir  els  medis  per
poder portar-la a terme i si mai algú interessat llegís aquestes línies, potser podria
arribar a descobrir alguna cosa important, que fes d’aquesta hipòtesi, una eina per
salvar vides.

19 d’abril de 2017
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CAPÍTOL 6: DE LA HIPÒTESI AL
DISSENY EXPERIMENTAL. VIATGERS

SENSE BITLLET



6. Disseny experimental

Aquest  projecte  de  recerca  ha  estat  tractant  fins  ara  les  resistències
bacterianes d’una manera molt teòrica, ja que es tracta d’un camp que requereix
uns  coneixements  previs  per  tal  de  poder  entendre  la  importància  que  té  en
realitat a nivell global. Tanmateix, l’objectiu principal d’una recerca rigorosa com la
realitzada i constatada en forma de paraules escrites en aquest document, és la
verificació de la hipòtesi inicial.

Per  aquest  motiu,  aquest  capítol  està  dedicat  a  l’explicació  de  la  part
experimental del projecte, en la qual ha estat ideat un experiment que requereix
un meticulós treball de camp, posteriors proves al laboratori i anàlisi de dades.

El  disseny  experimental  es  basa  en  una  replicació  d’un  estudi  de
Conceição  et  al.  (2) realitzat  a  Lisboa  (Portugal),  sobre  la  contaminació  al
transport públic (concretament a les línies d’autobús) per part de Staphylococcus
aureus resistent a meticil·lina.

En  el  meu  cas,  l’estudi  s’ha  realitzat  en  quatre  línies  del  metro  de
Barcelona, concretament l'L5 i l'L1 com a objectes d’estudi i l'L2 i L10 com a grups
control.  La  particularitat  de  les  dues línies  estudiades és  que al  llarg  del  seu
recorregut, realitzen parades a un nombre concret d’hospitals amb alta afluència
de pacients. En el cas de l'L5, els centres hospitalaris són Vall d’Hebron,  Sant
Pau/Dos de maig i Hospital Clínic; en canvi, en el cas de la L1 només trobem un
hospital amb elevada afluència de persones, l’Hospital de Bellvitge. Per contra, les
línies escollides com a grups control, no compten amb cap hospital proper al llarg
del seu recorregut.
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Figura 8: Línia objecte d'estudi (1)



La recollida de mostres ha estat realitzada en diferents horaris i durant
dos  dies,  un  dia  lectiu  i  un  de  festiu.  Els  dies  escollits  han  estat  Dimecres  i
Diumenge. Quant a horaris, per tal de poder establir diverses hores de recollida,
prèviament  he  hagut  de contactar  amb Transports  Metropolitans de Barcelona
(TMB) per tal de recollir certa informació necessària per al control de les variables
de l’experiment. Aquestes variables han estat les següents:

• Els  combois  del  metro  es  netegen cada dia  a  la  nit  (durant  el  període
d’inactivitat de les xarxes de metro).

• Els productes de neteja utilitzats són els següents:

◦ Desengreixant general bàsic (Overlim): (metil-2-metoxietoxi) propanol
al  2,5  -  <10%,  Alcohol,  C12-C18,  etoxilat  (7EO)  a  l'1  -  <2,5%  i  2-
aminoetanol al <1%.

◦ Brill-lim Detergent netejador manual (Jusmer S.L.): No s’ha trobat la
composició

◦ Neteja terres over amoniacal (Overlim): Tensioactius aniònics <5%,
perfum limonene <5%, alcohols, C12-14, etoxilats <2,5% (EO), sulfats i
sals de sodi.

Les  recollides  s’han  realitzat  de  05:00  AM  –  06:00  AM  (hora  de
començament del servei), per tal de tenir mostres amb el comboi net, una segona
recollida de les 10:30 AM – 11:30 AM, just després de l’hora punta i finalment una
última recollida de les 07:00 PM – 08:00 PM, quan el flux de passatgers torna a
ser més baix. Per tal de poder dur a terme el recull de mostres, he hagut d’idear
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un recorregut curt i efectiu que pugui ajudar-me a acomplir aquest objectiu en el
menor temps possible, ja que les mostres han d’estar agafades de la manera més
meticulosa possible. El recorregut ha estat el següent:

Al llarg d’aquest recorregut he hagut d’establir diverses parades (una per
línia) en les quals he dut a terme la recollida de mostres per tal de seguir sempre
el mateix patró. A més, el mostreig s’ha realitzat en el cotxe central del comboi per
tal  de  ser  el  més  neutral  possible.  Les  parades  a  les  quals  s’han  agafat  les
mostres han estat aquestes:

• L5: La Sagrera

• L1: Clot

• L2: Badalona - Pompeu Fabra

• L10: Gorg

El criteri a seguir ha estat ben senzill. S’ha agafat la primera parada de
cada línia dins del recorregut marcat, de manera que la mostra s’ha agafat en el
moment immediat a pujar al comboi de cada línia de metro.
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6.1. Metodologia de l’experiment

Primerament, per a la realització del mostreig he utilitzat gases estèrils
que posteriorment han sigut impregnades amb una solució salina al 9‰ (9 g de
NaCl  per  1L d’aigua).  Aquesta  solució  salina permet  que els  microorganismes
s’adhereixin més fàcilment a la gasa.

Un cop, es tenen les gases impregnades amb la solució, he procedit a
fregar-les amb la superfície escollida per al mostreig. En el meu cas, he escollit
les baranes metàl·liques verticals que hi ha al centre dels cotxes de metro. He
recollit  la  mostra  del  cotxe  central,  ja  que  d’aquesta  manera  la  densitat  de
passatgers és intermèdia i per tant no varia tant respecte el principi o el final del
comboi. Com que hi havia cinc cotxes, la mostra ha estat agafada del tercer i a
més com que hi havia set baranes verticals he agafat la mostra de la quarta, és a
dir  la  central,  pel  mateix  motiu.  En el  cas de la  línia  5 (on hi  havia només 4
baranes per cotxe) he agafat la mostra de les baranes centrals, és a dir de la
segona i la tercera aleatòriament.

Quan  s’han  recollit  les  mostres  i  un  cop  portades  a  laboratori,  s’han
introduït les gases en un medi de cultiu ric, en aquest cas Brain Heart Infusion
(BHI)  durant  un  període  de  24 h  i  a  una  temperatura  de  37 °C  amb  agitació
constant, condicions que permeten accelerar el metabolisme dels bacteris i per
tant el seu ritme de creixement. El BHI és un tipus de medi d’ús general i adequat
per al cultiu d’una àmplia varietat de microorganismes. Un cop preparat el medi de
cultiu,  s’ha  esterilitzat  amb un autoclau,  que escalfa  els  microorganismes que
pugui haver-hi a 121 °C durant 20 minuts i a una pressió de 100kPa.

A continuació, un cop passades les 24 h, s’ha sembrat del medi incubat en
3 tipus de plaques diferents (100 µL a ESBL i MRSA2 i només 5 µL a Agar Sang).
Aquests són els tres medis juntament amb les seves característiques:

• Agar Sang: És un medi sòlid ric no selectiu, de manera que hi creixerà tot
tipus de microorganismes,  sense distinció  entre resistents a antibiòtics i
sensibles.

• Cebrianenc  ESBL  agar  (marca  Oxoid):  Creixen  microorganismes
resistents  a  beta-lactàmics  (per  ser  portadors  d'enzims  del  tipus  beta-
lactamases  d'espectre  estès,  en  anglès  extended  spectrum  beta-
lactamases o ESBL).
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• Brilliance  MRSA2 agar  (marca  Oxoid): Creixen  microorganismes  com
Staphylococcus aureus resistents a meticil·lina.

Els 2 medis selectius utilitzats s'han seleccionat per tal de poder cobrir la
majoria  de  microorganismes  resistents  responsables  d'infeccions,  sobretot  en
l'àmbit hospitalari, ja que és on més fàcilment es subministren els antibiòtics com
la meticil·lina.

Per últim, després d’haver crescut els diferents microorganismes en els
medis escollits, es procedeix a realitzar la identificació d’espècies a partir de les
colònies crescudes mitjançant la tècnica d’espectrometria de masses MALDI-TOF.

6.1.1 Tècnica d’espectrometria de masses: MALDI-TOF

El  MALDI-TOF  és  una  tècnica  de  detecció  d’espècies  bacterianes
mitjançant  l’espectrometria  de  masses.  Va  ser  desenvolupada  el  1987  per
l’enginyer japonès Koichi Tanaka i el seu nom deriva de les seves sigles en anglès
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization i pel detector d’ions que s'acobla a la
màquina i el nom del qual procedeix també de les seves sigles en anglès Time-
Of-Flight.

Per  tal  de  realitzar  la  tècnica  d’espectrometria  de  masses MALDI-TOF
hem d’agafar una mostra d’una colònia bacteriana aïllada i la introduïm en una
placa amb 96 pouets. Podem dipositar un bacteri diferent en cada pou de manera
que podem realitzar la prova amb moltes colònies diferents alhora. A continuació,
s’ha  d’afegir  una  matriu  formada  per  àcid  α-cyano-4-hidroxicinnamic  en
acetonitril/TFA o per àcid 2,5-dihidroxibenzoic en aigua/etanol/acetonitril (tot i que
de vegades pot variar) i s’ha de deixar assecar durant un període de 5 minuts. Un
cop transcorregut aquest temps, hem d’introduir la placa a l’espectrofotòmetre i
això ens generarà un perfil proteic dels bacteris seleccionats.

Dins de la màquia, es fa incidir un làser sobre la placa. La matriu que hi
ha a cada pouet lisa i cristal·litza els bacteris continguts a la placa i posteriorment
el làser ionitza i evapora les proteïnes resultants després de la lisi  bacteriana.
Degut a la diferència de potencial entre els dos extrems de la placa, es genera un
pol positiu i un de negatiu, que permetran la acceleració de les proteïnes, que les
farà entrar a un tub de buit on es desplaçaran en funció de la seva mida.

El Time-Of-Flight és el temps que triga una proteïna a arribar al detector
situat  al  final  del  tub de buit  a  través del  qual  es desplacen.  Aquest  detector
permetrà  anar  generant  un  perfil  proteic  de  cada  bacteri  a  mesura  que  van
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arribant  totes les proteïnes que el  conformen. El  temps de migració (Time-Of-
Flight) dependrà de diversos factors com la mida, el pes molecular, etc. Com més
gran sigui el pes molecular de la proteïna, major serà el temps que trigui a arribar
al detector.

Depenent del perfil generat per l’espectrofotòmetre podem identificar de
quina espècie es tracta, ja que el perfil obtingut s’envia a una base de dades que
té en compte els pics grans del perfil i que en uns 10 minuts haurà comparat el
perfil  amb  el  de  totes  les  espècies  que  té  registrades  i  ens  dirà  per  ordre,
l’homologia del bacteri que hem escollit amb els de les altres espècies.

Principals limitacions del MALDI-TOF

• Baix volum de la mostra

• Mostres amb densitats elevades

• Baixes concentracions bacterianes

• Contaminació per bacteris de la flora

Principals usos del MALDI-TOF

• Identificació fúngica i bacteriana

• Detecció de BLEEs (Beta-Lactamases d’Espectre Estès) i carbapenemases

• Tipificació de diferents microorganismes

• Detecció de factors de virulència

• Detecció directa de mostres clíniques, usualment en orina i líquid amniòtic
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6.2. Identificació d’espècies, resistències i anàlisi de resultats

Nom espècie Patogen Ambiental
Resistent

MRSA2 ESBL

L2

Bacillus cereus x x

Staphylococcus aureus x

Pantoea agglomerans x x

Hafnia alvei x

Acinetobacter pittii x

L10

Staphylococcus haemolyticus x x x

Enterococcus faecium x

Bacillus weihenstephanensis x

Bacillus cereus x x

Staphylococcus epidermidis x x

Pantoea septica x

Pantoea calida x

L5

Staphylococcus aureus x x

Staphylococcus epidermidis x x

Bacillus cereus x x

Staphylococcus haemolyticus x x

Pantoea calida x

Providencia rettgeri x

Pantoea agglomerans x x

Bacillus circulans x x

L1

Bacillus cereus x x

Staphylococcus haemolyticus x x

Staphylococcus aureus x

Lactobacillus plantarum x x

Pantoea agglomerans x x

H

Staphylococcus aureus x

Bacillus cereus x x

Staphylococcus haemolyticus x x
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Per tal de recollir totes les dades sobre les espècies bacterianes trobades
a  cada  línia  de  metro  analitzada,  he  realitzat  la  taula  anterior  en  la  qual  es
classifiquen els diferents bacteris identificats (Vegeu arxiu excel i base de dades
completa als annexos digitals).

Abans de realitzar cap estudi estadístic, faré una petita interpretació de
les  dades  obtingudes,  sobre  les  diferents  espècies  bacterianes  trobades.
Aquestes espècies, així com les seves resistències a antibiòtics, varien en funció
de la línia de metro a la qual es van recollir les mostres.

Primerament,  és  fàcilment  observable  el  fet  que  la  immensa  majoria
d’espècies bacterianes identificades són patògenes (excepte dues:  Hafnia alvei i
Lactobacillus plantarum). A més, podem veure el gran contrast que existeix entre
el nombre de resistències a meticil·lina enfront de les resistències a ß-lactàmics,
essent les primeres molt més nombroses.

Una altra dada a destacar, és l’evident predominància de resistències a
antibiòtics  a  bacteris  pertanyents  a  poblacions  de  les  línies  que  passen  per
hospitals (L5 i L1) en contraposició amb les que no en passen per cap (L2 i L10),
on  el  nombre  d’espècies  resistents  respecte  del  nombre  total  d’espècies
identificades és molt menor. Aquest fet, tot i que no és decisiu per a corroborar la
hipòtesi inicial del treball, és un bon principi del qual partir, ja que, si menys no,
ens proporciona una idea de quina serà la tendència seguida per les diferents
poblacions.

Tanmateix,  per  poder  parlar  amb  seguretat  d’aquests  resultats,  és
necessari  fer un estudi que permeti  l’extrapolació d’aquesta petita mostra, a la
resta de població, és a dir, a cadascuna de les línies de metro completes.

A continuació, faré un petit parèntesi abans de realitzar l’anàlisi completa
en el qual explicaré de manera simplificada les bases de l’estadística i del mètode
ANOVA, que és el que jo he utilitzat en aquest estudi.
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6.3. Introducció a l’estadística del mostreig

Un cop obtinguts els resultats del Maldi-TOF, vaig efectuar una base de
dades on figuraven totes les espècies identificades i trobades en cadascuna de
les plaques sembrades, classificades per línia de metro i horari de recull de la
mostra, així com per medi de cultius en el  qual estaven sembrats (Agar sang,
ESBL i MRSA).

De  totes  aquestes  dades  vaig  fer-ne  un  recompte  i  diversos  càlculs
estadístics amb l’ajuda del Dr. Jaume Llopis, professor d’estadística de la Facultat
de Biologia UB, que em va proporcionar les eines adequades per a la correcta
anàlisi dels resultats del mostreig.

Per tal de poder fer aquesta anàlisi, vam realitzar una ANOVA (ANalysis
Of Variance), que té com a objectiu principal la comparació de les mitjanes de més
de dues poblacions. Les tècniques comparatives sempre analitzen tres elements:
dispersió,  diferència  de  mitjanes  i  mida  de  la  mostra.  Per  tant  sota  el  nom
d’ANOVA englobem l’anàlisi d’aquests tres elements.

La realització d’aquest mètode estadístic ens permet comprovar que el
nostre experiment, juntament amb els seus resultats, han estat significatius i per
tant, podem extrapolar-los a tota la població per tal d’extreure unes conclusions
fiables. Per aquest motiu, es requereix la realització de dues proves estadístiques
que ens permeten saber si les dades recollides compleixen els requisits per tal
d’aplicar l’ANOVA. Aquestes proves són la prova de normalitat per a residus i la
verificació de variància.

Les  proves  mencionades  anteriorment  tenen  dues  funcions  molt
importants que ens permeten assegurar que el nostre test estadístic és aplicable.
La prova de normalitat per a residus o test de Shapiro-Wilk consisteix en l’anàlisi
de la distribució dels valors, és a dir, volem comprovar que els valors mostrals
presentin una distribució normal i que per tant segueixin la forma de campana de
Gauss; mentre que la verificació de variància o test de Bartlett permet comprovar
que la distribució dels valors respecte de la mitjana siguin similars a les diferents
poblacions i per tant comparables entre ells.

A tota prova estadística es parteix de dues hipòtesis: la hipòtesi nul·la i la
hipòtesi alternativa. La hipòtesi nul·la (H0) indica que un paràmetre de població (la
mitjana, la desviació típica, etc.) és igual a un valor hipotètic. Aquesta sol ser una
afirmació inicial que es basa en anàlisis prèvies o en coneixement especialitzat.
La hipòtesi  alternativa (H1),  en canvi,  indica que un paràmetre de població  és
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diferent del valor hipotètic de la hipòtesi nul·la. Aquesta és el que s’espera provar
que és cert.

A partir de la realització de les anàlisis estadístiques obtenim uns valors
anomenats P, en funció dels quals podrem optar per la hipòtesi nul·la inicial o bé
decantar-nos per l’alternativa. Aquests valors, per definició (tot i que depenent del
tipus de mostra pot variar) si són iguals o superiors a 0.05, hem d’acceptar la
hipòtesi nul·la; en canvi si el p-valor és menor a 0.05, hem d’acceptar la hipòtesi
alternativa.

En el meu cas, com que els dos p-valors de la prova de normalitat per a
residus i la  verificació de la variància han sigut superiors a 0.05, hem d’acceptar
la hipòtesi nul·la, que ens permet confirmar que en aquest cas és aplicable la
tècnica de l’ANOVA.

A continuació presento dues taules on es mostren els resultats dels tests
estadístics mencionats:

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS
Prueba Estadístico Valor-P
Estadístico W de Shapiro-Wilk 0,950704 0,412204

Verificación de Varianza
Prueba Valor-P

de Bartlett 1,01953 0,34543
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6.3.1. Anàlisi estadística de les dades experimentals

Per tal de poder fer una anàlisi de dades exhaustiva, s’han seleccionat
unes  variables  específiques  per  analitzar  per  separat  en  diferents  ANOVAs.
Aquestes variables han estat el «Tipus de dia» (lectiu o festiu) i el «Tipus de línia»
(control o problema), per a les quals s’ha fet una anàlisi completa separadament.
A  més,  també  s’han  estudiat  independentment  els  diferents  tipus  de  placa,
anomenats «Rèpliques».

Tot i així, hi ha hagut una rèplica de la qual no s’ha pogut realitzar aquest
test estadístic, ja que no hi havia dades suficients. Aquesta placa era on creixien
els  organismes  resistents  a  Beta-lactàmics  (ESBL),  on  amb  prou  feines  van
proliferar els bacteris. D’altra banda, l’anàlisi es va realitzar amb les altres dues
rèpliques, tenint en compte en un primer cas l’àrea de població per espècie i en un
segon cas el nombre d’espècies diferents que es van trobar. D’aquesta manera, el
que aconseguim són els resultats de vuit ANOVAs diferents, comparables entre
elles (tots els resultats en forma de gràfiques i taules del test estadístic ANOVA es
poden consultar a l’apartat «1.2» de l’annex digital i a l’apartat «9.1» de l’annex
del treball respectivament).

1ª i 2ª ANOVA: AGAR SANG – TIPUS DIA / LÍNIA (àrea per espècie)

El primer que podem observar en aquestes dues ANOVAs, respecte al p-
valor, és que a la gràfica de la variable «tipus de dia», aquest és molt inferior a
0.05  de manera  que podem descartar  la  hipòtesi  nul·la  i  acceptar  la  hipòtesi
alternativa  que  ens  indica  que  es  tracta  de  dues  poblacions  significativament
diferents.

En canvi,  com a gran contrast  trobem que si  ens fixem en la  variable
«tipus de línia», quant a agar sang, és indiferent si es tracta d’una línia control o
problema, ja que el p-valor es manté molt per sobre del 0.05 amb un 0.4803, de
manera  que  hem  d’acceptar  la  hipòtesi  nul·la,  ja  que  les  dues  mostres  es
consideren pertanyents a la mateixa població.

3ª i 4ª ANOVA: MRSA2 – TIPUS DIA / LÍNIA (àrea per espècie)

El  primer  que podem comprovar  és  que els  p-valors,  en  el  cas  de la
gràfica de la variable «tipus de línia» és superior a 0.05, tot i que amb un valor de
0.0938 no dista massa del límit. En estadística, podem dir que tot i que aquest
valor hauríem de considerar-lo no significatiu, com que el valor està  molt poc per
sobre del límit, es pot observar una clara tendència a la significació i per tant a la
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quasi acceptació de la hipòtesi alternativa, que ens indicaria que aquestes dues,
són poblacions diferents.

Faig èmfasis en aquest punt, ja que els estudis científics moltes vegades
mostren tendències que poden acabar conduint a una més exhaustiva recerca.
Aquesta aproximació tan elevada però insuficient al límit de significació del p-valor
(0.05) es deu usualment a una petita quantitat de mostra. És a dir, potser aquest
estudi  amb  una  recollida  més  extensa,  hauria  mostrat  uns  resultats  en  què
aquestes poblacions esmentades fossin clarament dues diferents.

En el cas de la gràfica de la variable «tipus de dia» podem veure com el
p-valor  es  situa  molt  per  sobre  de  0.05  i  per  tant  podem  observar  com  les
poblacions es consideren una de sola, ja que hem d’acceptar la hipòtesi nul·la.
Això queda clarament reflectit a la gràfica on la major part de la línia de valors és
compartida entre el tipus de dia festiu i problema.

5ª i 6ª ANOVA: AGAR SANG – TIPUS DIA / LÍNIA (nº d’espècies)

En aquestes dues ANOVAs, en les quals es tornen a analitzar les dades
de les variables rèplica (Agar sang) i  tipus de dia/línia, hem agafat però, unes
altres dades d’espècie que no corresponen amb l’àrea de placa colonitzada per
una espècie concreta (com en els quatre casos anteriors), sino que el que tenim
en compte és el nombre d’espècies diferents trobades a una mateixa placa.

Com podem veure a la gràfica del «tipus de dia», sembla bastant evident
que la tendència que segueix és la de l’existència de dues poblacions diferents,
cosa que ens faria acceptar la hipòtesi alternativa.

En canvi, si ens fixem en el p-valor, ens trobem que aquest és 0.0723 i
que en realitat  no arriba a estar  per  sota del  p-valor  límit.  De totes maneres,
podem dir com en el cas anterior (MRSA2 – Tipus de línia – àrea per espècie) que
existeix  una tendència  cap a l’acceptació  que en realitat  són dues poblacions
totalment diferents. Això, de nou, es deu a la mida de la mostra recollida i al tipus
de dada de què es tracta, que no ens dóna tanta informació com l’àrea.

En el cas de la variable «tipus de línia», tornem a veure com en el medi
Agar sang es mostra una coincidència total de poblacions, fins al punt que podem
afirmar amb seguretat, que es tracta de la mateixa població en tots dos casos
(acceptació de la hipòtesi nul·la). Podem comprovar, encara que es vegi menys
clar que en el cas de la variable «àrea per espècie», que el patró és el mateix tant
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si es tracta de la variable ja mencionada, com de l’estudiada en aquest cas, «nº
d’espècies».

7ª i 8ª ANOVA: MRSA2 – TIPUS DIA / LÍNIA (nº d’espècies)

En aquest cas, la similitud entre aquests resultats i els de les ANOVAs
pertanyents a les variables MRSA2 – Tipus de dia/línia – àrea per espècie, són
menys evidents quant als p-valors, ja que el que consideraríem que presenta una
tendència cap a la hipòtesi alternativa (poblacions diferents) seria el de la variable
tipus de línia, que té un valor de 0.1542. Tot i que sembla un valor massa gran per
confirmar una tendència, a la gràfica podem comprovar com en realitat sí que es
pot distingir la diferència de poblacions.

En canvi, com podem observar tant a la gràfica com al p-valor (0.7702) de
«tipus  de  dia»,  es  tracta  clarament  de  la  mateixa  població  i  per  tant  podem
acceptar la hipòtesi nul·la.

Per tal de sintetitzar els resultats estadístics he elaborat la següent taula:

Àrea de placa per espècie Nº espècies per placa

Tipus dia Tipus línia Tipus dia Tipus línia

Agar Sang
Diferents p. Mateixa p.

Diferents p.
(tendència)

Mateixa p.

MRSA2
Mateixa p.

Diferent p.
(tendència)

Mateixa p.
Diferent p.
(tendència)
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CONCLUSIONS



7. Conclusions

Si reprenem la pregunta que em vaig formular en començar aquest treball,
ens adonarem que en realitat el camí seguit durant tot aquest projecte de recerca,
m’ha portat a obtenir la clau que em permetrà verificar o falsar la meva hipòtesi
inicial. Aquesta, s’enunciava de la manera següent: «Potser als cotxes de metro
de les línies que tenen parades a hospitals importants de Barcelona, podem trobar
més quantitat  de  bacteris  resistents  a  antibiòtics  que no pas a  les  que no hi
passen per cap.»

Com he comentat prèviament a la part pràctica d’aquest treball, l’estudi
realitzat s’ha basat en una meticulosa recollida de mostres en diferents línies dels
transports metropolitans de Barcelona. Posteriorment, s’ha dut a terme un cultiu
de les mostres recollides en tres medis diferents (Agar sang, ESBL i MRSA2) i
finalment s’ha realitzat una identificació (mitjançant MALDI-TOF) i recompte de les
espècies bacterianes, així  com un estudi  qualitatiu de l’àrea de creixement de
cada espècie sobre la placa.

Les  dades  obtingudes  han  sigut  analitzades  en  una  primera  passada
mitjançant  una  taula  comparativa,  en  la  qual  figuren  totes  les  espècies
identificades  a  cada  línia  de  metro  estudiada.  Aquestes  dades,  prèviament
interpretades, ens permeten observar diferents fets ja esmentats.

D’una  banda  hem  pogut  comprovar,  que  un  85,7%  de  les  espècies
esmentades  (12/14)  són  patògenes,  mentre  que  només  un  14,3% d’aquestes
(2/14) són ambientals. Això significa, que quan viatgem en transport públic i més
en  concret  en  metro,  estem  constantment  exposats  a  un  nombre  ingent  de
patògens, dels  quals una gran part  acaba a la  nostra pell  i  per  tant  al  nostre
organisme.

Aquest  però,  no és l’únic  risc.  De fet,  el  fenomen més alarmant  és el
següent. De les 26 colònies de bacteris patògens identificades (pertanyents a 12
espècies diferents), 16 n’eren resistents a meticil·lina, beta-lactàmics o a tots dos
grups  d’antibiòtics  alhora,  el  que  representa  un  61,5%  del  total  de  colònies
patògenes.

Aquest fet, independentment de la línia a la qual es troba nombre més
gran de bacteris  amb resistències,  demostra l’exposició  constant  a què estem
sotmesos en el nostre dia a dia i el risc que pot suposar això per a nosaltres com
a societat.
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A més, si identifiquem les línies on es troba un major nombre de soques
de bacteris resistents, podrem contrastar que mentre que a les que no passen per
cap hospital trobem un 31,25% (5/16) del total de les colònies resistents, a les
línies que tenen parades a hospitals d’alta afluència de pacients i visites, aquest
nombre augmenta fins a representar el 68,75% (11/16) de les colònies patògenes
resistents identificades a laboratori.

 A  continuació,  vaig  analitzar  els  resultats,  ara  sí,  estadísticament
mitjançant la tècnica ANOVA (ja comentada anteriorment). A continuació, faré una
interpretació dels resultats que vaig obtenir per poder extreure’n unes conclusions
definitives i extrapolables a la resta de la població.

Fixem-nos,  doncs,  en  els  resultats  estadístics.  Primerament  podem
observar un patró comú a les ANOVAs realitzades amb ambdós tipus de dades
(àrea/sp  i  nº  d’espècies).  Això  ens  permet  assegurar  en  major  grau  que  els
resultats no han estat fruit de l’atzar.

Quant  a  patrons  significativament  destacables,  trobem  que  en  les
rèpliques «Agar sang» (on pot créixer qualsevol bacteri) no es troben diferències
entre les poblacions estudiades per a la variable «tipus de línia», de manera que
trobem la mateixa població a les línies control (L2 i L10) que a les línies problema
(L1 i L5). Aquest fet, en realitat té lògica, partint de la base que no estem aplicant
cap mena de selecció de colònies bacterianes concretes. Aquesta homogeneïtat
entre  línies,  ens  pot  portar  a  pensar  que les  xarxes  de transport  metropolità,
propicien la disseminació de possibles bacteris resistents entre la població.

En canvi, per a la variable «tipus de dia», trobem que sí que hi apareixen
dues poblacions significativament diferents, donant això a entendre que hi ha una
relació entre la quantitat de persones que fan servir el metro un dia lectiu i un dia
festiu i la quantitat de bacteris que proliferen a les seves baranes.

Si  ara  ens  centrem  en  les  dades  obtingudes  sobre  les  colònies
bacterianes resistents a beta-lactàmics que van créixer, ens adonem que hi ha
una quantitat  tan escassa que ni  tan  sols  es va  poder  realitzar  el  seu estudi
estadístic per la insignificança de la mida mostral. Tanmateix, això ens indica (si
seguim la  hipòtesi  plantejada)  que no hi  ha  gaires  bacteris  resistents  a  beta-
lactàmics provinents dels centres hospitalaris (o bé que simplement no n’hi ha).
Aquest fet, però, té una explicació i és que en realitat, com que els ß-lactàmics
són un grup d’antibiòtics d’ampli espectre d’ús clínic, és més complicada l’aparició
de resistències, ja que normalment, per un mecanisme o un altre, la majoria de
vegades els bacteris en seran sensibles.
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D’altra banda, la meticil·lina és també un antibiòtic d’ús clínic. Aquest cop,
però, es tracta d’un tipus concret de ß-lactàmic de curt espectre,  que per tant
facilitarà que els bacteris en puguin desenvolupar resistències.

Partint d’aquest fet, és raonable que d’aquesta rèplica n’obtinguem més
mida  mostral.  Així  doncs,  si  ens  centrem  en  les  rèpliques  «MRSA2»  podem
observar un patró invertit respecte a les plaques no selectives.

En  aquest  cas,  la  variable  «tipus  de  dia»  no  presenta  cap  evidència
significativa  que  ens  trobem  davant  de  dues  poblacions  diferents.  De  fet,  en
aquest cas trobem que es tracta d’una única població, sense importar si la mostra
ha estat recollida un dia festiu o un dia lectiu.

D’altra banda, les dades de la variable «tipus de línia» ens mostren una
tendència cap a la distinció de dues poblacions diferents, en funció de si la mostra
prové d’una línia control (L2 i L10) o una línia problema (L1 i L5), essent el valor
de bacteris resistents trobats a les línies problema molt superior a l'obtingut a les
línies control.

Aquest punt és clau per a la corroboració de la hipòtesi plantejada a l’inici
de l’estudi, ja que, tot i haver-ho comentat durant l’anàlisi estadística, el p-valor
ens mostra que les poblacions resistents de les línies problema i control no són
significativament diferents. En realitat, però, sí que hi ha una gran diferència, que
podríem evidenciar  si  tinguéssim més mida mostral.  Si  analitzem la  gràfica 9,
podrem observar  aquest  gran  abisme entre  ambdues  poblacions,  així  com la
diferència en nombre de colònies resistents trobades a un tipus i un altre de línia.

A continuació, em referiré a la part teòrica d’aquest treball (realitzada el
19/04/2017). Aquesta, consistia a idear un mètode efectiu, mitjançant la tècnica de
CRISPR, per tal d’eliminar els bacteris i que evités l’ús d’antibiòtics amb l’objectiu
de poder solucionar la problemàtica global de les resistències.

Sis mesos després d’elaborar aquest apartat del treball, vaig llegir que al
MIT  (Massachusetts  Institute  of  Technology),  està  essent  desenvolupada
actualment una tècnica per a l’eliminació de bacteris sense fer ús d’antibiòtics que
era  molt  similar  a  la  proposada  en  aquest  treball.  Tot  i  que  encara  no  hi  ha
resultats definitius, això prova que potser aquest mètode és una bona possibilitat
a tenir en compte per a futurs tractaments.

Tornant de nou a la hipòtesi inicial i un cop analitzades meticulosament les
dades del disseny experimental, podem concloure que tot i no haver obtingut uns
resultats  completament clarificadors en suport  de la meva hipòtesi,  degut a la
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mida de la mostra, sí que és evident la tendència a trobar una quantitat molt més
gran  de bacteris  resistents  a  antibiòtics  a  les  línies  que  passen per  hospitals
(problema) que no pas a les línies que no en passaven per cap (control).

Això no només podem corroborar-ho gràcies a l’anàlisi estadística, sinó
també gràcies a la simple observació i interpretació dels resultats obtinguts sobre
les diferents espècies que es van trobar, així com de la classificació d’aquestes en
resistents/no resistents i patògenes/ambientals.

En resum, podem dir que la hipòtesi ha estat, en bon grau, corroborada.
L’ideal,  seria fer-ne una investigació més exhaustiva i  amb un nombre mostral
més elevat, per tal de comprovar si aquesta tendència es tracta, en realitat, de
resultats que puguem considerar com a significatius. A més, podem concloure,
que les xarxes de transport públic, són també una important via de disseminació
de  bacteris,  així  com de  les  cada cop  més  freqüents  resistències  a  múltiples
antibiòtics.

Per acabar, m’agradaria extreure’n una conclusió més personal. Aquesta
és, que aquest projecte m’ha fet tenir, per primer cop, un contacte real amb la
realització d’una investigació entorn de una hipòtesi prèvia. Ha sigut un llarg camí
de  recerca  i  aprofundiment  de  coneixements  i  habilitats.  He  conegut  moltes
persones que han fet  possible aquest treball  de recerca i  que m’han ajudat  a
confirmar una de les meves hipòtesis més personals. «Potser algun dia, acabaré
investigant  com  a  científica  a  un  laboratori  en  un  estudi  molt  més  extens  i
meticulós que aquest».

Això, com he dit, és només una hipòtesi, però gràcies a la gent amb qui
he parlat i les experiències que he tingut la sort de poder viure, he pogut extreure
la conclusió més important de totes; que continuaré el meu camí fins a corroborar
aquesta  hipòtesi,  perquè  he  pogut  comprovar,  que  la  investigació  és  el  que
realment m’apassiona.
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8. Glossari

Antibiograma: És la prova microbiològica que es realitza per determinar la
sensibilitat d'un bacteri respecte a un antibiòtic o un grup d'antibiòtics.

Autoclau: És un recipient de pressió metàl·lic i hermètic que permet treballar
a elevades pressions. Gràcies a l’alta pressió, l’aigua pot arribar a temperatures
superiors als 100 °C, cosa que provoca la coagulació de les proteïnes essencials
per a la vida dels microorganismes i per tant la seva destrucció.

Bactericida: Agent que actua destruint bacteris. La més baixa concentració
d’aquesta substància és capaç de provocar la destrucció definitiva de la vitalitat
d'un bacteri.

Bacteriòfag: Virus que infecta exclusivament a bacteris. Hi ha bacteriòfags
específics de certs bacteris.

Bacteriostàtic: Agent que inhibeix el  desenvolupament dels bacteris i  es
basa  en els  mecanismes de  defensa de l'hoste  per  a  l'erradicació  final  de  la
infecció.

Biofilm: És una població de microbis associada a una superfície i embeguda
en una matriu de polímers extracel·lulars.

Dogma central de la Biologia molecular:  Es refereix als tres processos
duts a terme pels àcids nucleics,  tant  ADN com ARN: replicació,  transcripció i
traducció.  Il·lustra  els  mecanismes  de  transmissió  i  expressió  de  l'herència
genètica.

Exogen: Es refereix a una acció o objecte que ve de fora d'un sistema. És el

terme oposat a endogen.

Facultatiu:  Elements  prescindibles  que  poden  estar  presents  en  alguns
bacteris d’una mateixa soca però ser absent en altres.

Helicoidal: En forma d’hèlice, corbat com l’espira d’una closca univalva.

Motilitat: Facultat  dels  organismes  vius  que  els  permet  moure’s
espontàniament o en resposta a estímuls de diversa mena.

Pleomorfisme: Diversitat morfològica que presenten diferents organismes
en relació amb les condicions ambientals a les quals són sotmesos.

Superbacteris:  Bacteris  relativament  inofensius,  que  desenvolupen
resistència a múltiples antibiòtics i causen infeccions que poden posar en risc la
vida del pacient.
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9. Annex

9.1. Taules del test estadístic ANOVA

1ª i 2ª ANOVA: AGAR SANG – TIPUS DIA / LÍNIA (àrea per espècie)

Análisis de Varianza para Àrea per espècie - Suma de Cuadrados Tipo III
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
 A:Tipus línia 234,375 1 234,375 0,52 0,4803
 B:Tipus dia 3151,04 1 3151,04 6,95 0,0158
INTERACCIONES
 AB 26,0417 1 26,0417 0,06 0,8130
RESIDUOS 9062,5 20 453,125
TOTAL (CORREGIDO) 12474,0 23

3ª i 4ª ANOVA: MRSA2 – TIPUS DIA / LÍNIA (àrea per espècie)

Análisis de Varianza para Àrea per espècie - Suma de Cuadrados Tipo III
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
 A:Tipus línia 3889,66 1 3889,66 3,20 0,0938
 B:Tipus dia 648,92 1 648,92 0,53 0,4762
INTERACCIONES
 AB 37,8086 1 37,8086 0,03 0,8624
RESIDUOS 18229,2 15 1215,28
TOTAL (CORREGIDO) 22927,6 18

5ª i 6ª ANOVA: AGAR SANG – TIPUS DIA / LÍNIA (nº d’espècies)

Análisis de Varianza para Nº espècies - Suma de Cuadrados Tipo III
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
 A:Tipus línia 0 1 0 0,00 1,0000
 B:Tipus dia 1,5 1 1,5 3,60 0,0723
INTERACCIONES
 AB 0 1 0 0,00 1,0000
RESIDUOS 8,33333 20 0,416667
TOTAL (CORREGIDO) 9,83333 23

7ª i 8ª ANOVA: MRSA2 – TIPUS DIA / LÍNIA (nº d’espècies)

Análisis de Varianza para Nº espècies - Suma de Cuadrados Tipo III
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
 A:Tipus línia 1,04167 1 1,04167 2,19 0,1542
 B:Tipus dia 0,0416667 1 0,0416667 0,09 0,7702
INTERACCIONES
 AB 0,375 1 0,375 0,79 0,3848
RESIDUOS 9,5 20 0,475
TOTAL (CORREGIDO) 10,9583 23
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