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Introduccion

En las Ciencias experimentales la adquisicion decimientos por parte de los alumnos
va necesariamente ligada a la de destrezas mampaalés que la realizacion de practicas
de laboratorio es imprescindible en el proceso dsef@anza-aprendizaje de estas
Ciencias.

Actualmente, existen un gran numero de técnicasrarpntales cuya realizacion es muy
compleja y que contienen fases que no se puedear lee cabo en el laboratorio de
practicas. Este es el caso, por ejemplo, del MALDF MS (matrix-assisted laser
desorption ionization—time-of-flight mass spectrinyey de la secuenciacion de acidos
nucleicos, dos técnicas complementarias para Hifei@cion de microorganismos.

El MALDI-TOF MS y la secuenciacién de acidos nuotes son técnicas que permiten la
identificacibn de microorganismos, pero precisan gleas instalaciones y un

equipamiento actualmente imposibles de implemeatarun laboratorio de practicas
debido a su costo y, ademas, han de ser manejadpsnsonal especializado.

En ambos casos hay partes del proceso que pueddgvadas a cabo en laboratorios de
practicas, como son la extraccién de proteinas gxteaccion y purificacion de acidos
nucleicos, pero el resto del proceso ha de seadl®a cabo en servicios especializados.

Por lo tanto, para que los alumnos puedan adquamio las destrezas manuales
correspondientes a la parte de ambas técnicas ltpse peieden llevar a cabo en el
laboratorio, como los conocimientos globales solae proceso completo de
identificacién, es necesario disponer de herraragenjue faciliten la ensefianza-
aprendizaje de este proceso.

Una de las herramientas fundamentales para estadéid son los tutoriales en los que
se graba en video la practica para ser visualizadas de su realizacion en el
laboratorio, y que se pueden subir a plataformaspgumiten a los alumnos acceder a
ellos tantas veces como deseen sin necesidadateepst! laboratorio.

Estos video-tutoriales son muy utiles en las prastide las asignaturas que requieren el
manejo de microorganismos, como es el caso dedi@@iologia Farmacéutica, ya que
permiten a los alumnos observar la forma correetendnipularlos y aprender diferentes
técnicas basicas para su identificacion.

En este proyecto hemos planteado la ensefianzadgajen de dos técnicas
complementarias de identificacion porque, aunquéMALDI-TOF MS permite la
identificacion de cualquier bacteria, algunos geuple bacterias estan escasamente
representados en su base de datos Biotyper, yusmgampletar la identificacién con la
secuenciacion del gen ribosdmico 16S, accesibleasas de datos publicas para todas
las especies de bacterias.

Uno de los grupos escasamente representados aesdaBimtyper es el de las bacterias
acéticas, que estan presentes en alimentos futesooamo el kefir. Por lo tanto, nos
planteamos incluir en la ensefianza de la asigndtiBiotecnologia Farmacéutica del
Grado en Farmacia una practica de identificaciénadebacterias acéticas aisladas a
partir de kefir comercial utilizando MALDI-TOF MS ysecuenciacion del gen
ribosdmico 16S.

Parte de esta practica, concretamente el aislaméentas bacterias a partir de kefir, se
implementé como préctica de laboratorio y el redtb proceso de identificacion se



grabd en forma de video-tutorial que se mostrGalomnos en el laboratorio de clases
practicas. Los resultados de la identificacidnadeldacterias acéticas aisladas a partir de
kefir se explicaron a los alumnos en el laboratdespués de la visualizacion del video-
tutorial del proceso completo. En el caso del MAIIIMF MS su propio sistema
muestra las especies mas préximas y unos valoresinditud que nos indican la
fiabilidad de la identificacion, y en el caso desécuenciacion del gen ribosémico 16S
el usuario recibe una secuencia que ha de serzadalen bases de datos externas.

Una vez que los alumnos habian visualizado el pmwde identificacion completo y el
modo en que se analizaban los resultados de ardbaisds en el video-tutorial, se
disefid un seminario virtual sobre el contenido m&mo a través de la plataforma
Studium, junto con una serie de esquemas y videdspobceso completo de
identificacién y unas preguntas que los alumnodatebontestar sobre cada parte de
dicho proceso.

Metodologia aplicada

Se grabo en video el proceso completo de identibcamediante MALDI-TOF MS y
secuenciacion del gen ribosomico 16S de las basteagisladas a partir de kefir
comercial. Estas bacterias se aislaron en un meoliounmente utilizado para el
aislamiento de bacterias acéticas.

Para llevar a cabo MALDI-TOF MS las colonias aiglade resuspendieron en 300
de agua MilliQ estéril y se afadieron 9QDde etanol, centrifugandose a 15.590
durante 2 min. El precipitado se seco al aire derarh y se le afiadieron 50 ul de acido
férmico (70% v/v), mezclandose cuidadosamente aeeafiadir 50 pl de acetonitrilo.
Se centrifugd de nuevo a 15.50durante 2 min y 1 pl del sobrenadante se coloco
sobre la placa de acero dejandose secar a temperatibiente antes de proceder al
andlisis mediante MALDI-TOF MS. Los resultados dedentificacion se basan en una
escala de valores que proporciona la casa com¢Brigter en este caso). Valores entre
2.3 y 3.0 indican buena identificacion a nivel dgpexie; valores entre 2.0 y 2.299
indican buena identificacion a nivel de género & paosible buena identificacion a nivel
de especie, valores entre 1.7 y 1.999 indican bidaraificacion a nivel de género,
pero no de especie y valores menores de 1.7 indizastentificacion.

Para llevar a cabo la secuenciacion de acidosinaslse partié de colonias en cultivo
puro que se suspendieron en 10de una solucion sarkosyl al 0,1% y se centrifago
12000 rpm durante 6 min. Se retir6 el sobrenadaeteesuspendio el pellet en 300
de NaOH 0,05M utilizando vortex y se mantuvo a®@trante 5 min para lisar las
células. Posteriormente se centrifugé a 6000 rpnarde 4 minutos y se separo el
sobrenadante que se diluy6 diez veces con agui@raskéril. Con el DNA extraido se
llevdo a cabo la PCR (reaccion en cadena de la pddisa) utilizando los primers
universales que permiten la amplificacién del gbonsomico 16S en todas las bacterias
y una mezcla comercial que contiene la DNA polirsar@laq) y los nucleotidos. Una
vez finalizada la PCR, que se llevd a cabo utilizaros ciclos adecuados para
amplificar el gen ribosémico 16S, los productos@metieron a electroforesis en un gel
horizontal de agarosa al 1% durante 2h a 6v/cnsquéio en una solucion de bromuro
de etidio. Las bandas correspondientes a dichcsgarortaron del gel y se purificaron
utilizando unas columnas que contienen un filtre tptiene la agarosa y permite filtrar
el DNA que queda listo para la secuenciacion. BHoase utiliza este DNA molde y



una serie de primers universales para la secuédcide este gen y se lleva a cabo otra
PCR utilizando nucleétidos marcados con fluorocrerde diferentes colores lo que
permite la lectura automatica por una camara CDrporada en el secuenciador
automatico.

La grabacion del video se realizé utilizando unmad@ Réflex Nikon D5300 con un
sensor de imagen de 24,2 megapixeles y objetiv® AB-55 /3.5-5.6G para fotografia
y grabacion y un objetivo AF-S DX MICRO nikkor 40¥2.8G para microfotografia, y
una videocamara Sony DCR-SR77E con zoom Optic®xle Sistema de grabacion en
alta definicion. A continuacién, se utilizé el pragha informéatico Windows Live
Movie Maker 14.0.8091.0730 en un ordenador HP a&&4bn procesador Intel Core 2
Quad Q8200 a 2,33GHz. Tras la edicién y maquetatiardhivo de video se procedio
a realizar la grabacion en formato CD haciendo dsb programa informatico
CyberLink PowerStarter 7.0.2216

Resultados

Los resultados obtenidos en funcion de los objstprevistos en el presente proyecto se
exponen a continuacion:

1. Se ha elaborado un tutorial en video digitalredla identificacion de bacterias
acéticas aisladas a partir de un alimento prolp®t kefir, utilizando MALDI-TOF
MS y secuenciacion del gen ribosomico 16S que yeclu

- El aislamiento de los microorganismos en mediecaddo para bacterias
aceéticas y la preparacion de las muestras parauwredde los dos analisis.

- El analisis mediante MALDI-TOF MS, que nos peitia identificacion de
algunas de las cepas aisladas.

- La amplificacion, secuenciacion y analisis deh ggosémico 16S, que nos
permitié completar la identificacion de todas lapas aisladas.

2. Se ha implementado esta préactica en la asigndtuBiotecnologia Farmacéutica de
cuarto curso del Grado de Farmacia.

- En las practicas en laboratorio real se ha llevactabo la primera fase del

proceso que consiste en el aislamiento de las ieclale las bacterias acéticas a
partir del kefir después de ser visualizados ottidgo-tutoriales, que se han

realizado en el transcurso de varios proyectosigievacion docente previos, en

los que los alumnos aprenden a realizar dilucicsesmales seriadas y el

aislamiento de bacterias presentes en alimentdsqgbiaps.

- Posteriormente, a los alumnos se les ha mosehsameo-tutorial completo,
que se grabo utilizando las colonias aisladas fios &n el laboratorio y
finalmente les ha mostrado el video-tutorial contplexplicandoles los
resultados obtenidos utilizando MALDI-TOF MS y sewcaiacion del gen
ribosdmico 16S.

- Finalmente, se ha se ha disefiado un seminati@l/gobre la identificacion de
bacterias acéticas utilizando las dos metodologidaegavés de la plataforma
Studium, incluyendo una serie de esquemas Y vidats con preguntas que los
alumnos debian contestar sobre cada parte dekbgwate identificacion.



A continuacion se exponen los puntos basicos digovtutorial correspondientes a la
identificacion mediante MALDI-TOF mediante captudespantalla del mismo.

1. Para aislar las bacterias se utilizd un kefimerial (A). Después de realizar

diluciones decimales seriadas del kefir hastd, &0partir de cada una de las diluciones
placas se inocularon las placas de un medio wdizzominmente para el aislamiento
de bacterias acéticas y se aislaron colonias @eedife morfologia macroscopica para
llevar a cabo la identificacion (B).
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2. Las colonias se pasaron a tubos eppendorfessespendieron en agua MiliQ estéril
para proceder a la extraccion de las proteinay &&)centrifugaron (B).

3. El precipitado se sometié a un tratamiento addoéférmico y acetonitrilo (A). La
muestra de cada cepa se coloco en la placa de aeedej6 secar, y se cubrio con la
matriz (B).
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4. La placa se lee en el equipo de MALDI-TOF MS @i obtiene los espectros de
proteinas de cada una de las muestras (B).
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5. Después de comparar los espectros de cada oppdascdepositados en la base de
datos Biotyper, se ofrecen los resultados marcadogerde para valores superiores a
2.0.
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Los resultados de la identificacion mediante MALDDF mostraron que en el kefir
estan presentes bacterias acéticas y que algunias depas aisladas pertenecian a la
especieGluconobacter oxydans, pero otras no se pudieron identificar. Estassatepas
fueron identificadas mediante el andlisis del geosdmico 16S.

A continuacion se exponen los puntos basicos didovtutorial correspondientes a la
identificacibn mediante secuenciacion del gen dbuso 16S mediante capturas de
pantalla del mismo.



6. Para la extraccion del DNA las células de lgsmsese resuspendieron en 10@le
NaOH 0,05M (A) y la suspensién se mantuvieron 5 emnermoblock a 96°C (B).

A

7. Después de la lisis, el sobrenadante contief@Né| total de las cepas (A) que se
mezcla con la reaccion de PCR (B)

A B

8. Después de llevar a cabo la PCR (A) se llewdaleo la electroforesis de sus
productos (B)

A




9. La banda correspondiente al gen ribosomico 2§Ssg corto directamente del gel y
se purificd antes de su secuenciacion (B)

A

10. La secuenciacién se llevd a cabo en un se@dwrciautomatico (A) cuyos
resultados se obtienen como cromatogramas que ssenblan utilizando programas
informaticos (B).
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Las secuencias de los genes correspondientes eef@s que no se identificaron
mediante MALDI-TOF MS se compararon frente a lapadéadas en bases de datos
publicas como el Genbank en cuya base de datas &stécenadas las secuencias de
los genes ribos6micos 16S de todas las especigeribaas, lo cual convierte a la
secuenciacion de este gen a la herramienta masnita identificacion de bacterias,
pero no en la mas rapida. En cuanto a la rapidazdataja el MALDI-TOF MS que, si
bien para bacterias clinicas es la técnica hoy nlés segura y rapida, tiene el
inconveniente de que hay especies bacterianas @estan en su base de datos. Esto
ocurre en el caso de las bacterias acéticas dgulasolo unas pocas especies estan
incluidas en la base Biotyper, mientras que lasesezias del gen ribosomico 16S estan
disponibles para todas las especies. En este loasmesultados de la identificacion se
obtienen en forma de porcentajes de similitud elasesecuencias testadas y las de la
base de datos, de modo que similitudes cercanat0@% indican una buena
identificacion a nivel de especie.



11. En la imagen se muestran los resultados paraleras cepas que no se pudieron
identificar por MALDI-TOF MS denominada KA 4, ya gua especiéAcetobacter
orientalis a la que pertenece esta cepa (similitud del 10@8@sta incluida en la base
de datos Biotyper utilizada para analizar los esps®btenidos mediante MALDI-TOF
MS.
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[ Acetobacter orientalls strain 21F-2 168 ribosomal RINA dene. paial sequence 2586 2586 100% 0.0 100% MR 0286251
O orientalis strain NBRC 16606 168 rihasomal RNA aene partial sequence 2545 2545 98% 00 99% MR 1138521
[ Acetobacter cit strain NBRC 16605 168 ribosamal RNA gene, partial sequence 2473 2473 98% 00 99% NR 1138511
O Ac strain 4H-1 168 RMA gene. parfial sequence 2468 2460 98% 0.0 99% NR 0247711
[ acetobacter tropicalis strain Ni-6b 165 rib | RIA gene, parlial sequence 2459 2459 100% 00 98% MR 1120061
F tropicalis strain Ni-8b 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2457 2457 100% 0.0 98% NR 0388811
O orl sirgin NBRC 13752 165 RINA gene, partial 2453 2453 100% 00 98% MR 0285141
[ nsis strain 5H-1 185 ribosomal RNA gene, pariial sequence 2446 2446 100% 00 98% NR 0286161
O cerevisiae strain JCM 17272 16S ribosomal RMA gene, partial 2444 2444 98% 00 99% MR 1135521
O A cerevisiae strain LMG 1525 168 RNA gene, partial sequence 2444 2444 98%

[ tropicalis strain NBRC 16470 165 RNA gene, partial
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El video-tutorial completo se mostré a los alumeasel laboratorio de practicas y se
subiod a la plataforma Studium. Finalmente, se disefiseminario virtual utilizando la
aplicaciéon de Moodle para el disefio de seminantseaaluables con caracteristicas
interactivas y videos didacticos que se subio témlai la plataforma Studium, desde
donde los alumnos pueden realizar un test, que ifp@rda evaluaciéon de los
conocimientos adquiridos.

12. En la imagen se presenta la primera pantalla guoe se le indica al alumno cémo
proceder para realizar el seminario virtual.

* s e e S e =

Identificacion de bacterias acéticas presentes en productos probidticos
mediante el andlisis de dcidos nucleicos y proteinase

Esguema 1

MUESTRA DE KEFIR =N



A partir de este momento se ofrecen al alumno werée sle esquemas sobre el
procedimiento global sobre el que versaran lasymtag del test junto con la parte del
video-tutorial de cada paso del proceso. A contidmael alumno debe responder una
serie de preguntas sobre cada paso del procesdedéficacion siguiendo dichos
esguemas, que se exponen a continuacion:

13. En la siguiente figura se muestra la pantallle&ue aparece el esquema 1
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Pregunta del esquema 1

1. El kefir es un alimento que contiene: a) baatelacticas b) bacterias acéticas ¢)
levaduras d) todas son correctas.

14. En la siguiente figura se muestra la pantalll&ue aparece el esquema 2
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Preguntas del esquema 2

1. El MALDI-TOF MS se basa en: a) la obtencion dedas de proteinas en un gel b)
la obtencion de espectros de proteinas mediantectesmetria de masas c¢) la
obtencion de secuencias de proteinas d) la w@for@uantitativa de proteinas totales
mediante espectrometria UV

2. La identificacion utilizando MALDI-TOF MS se lma%n: a) la comparacion de
secuencias de proteinas frente a una base de datds comparacién de los espectros
de proteinas de una muestra problema frente adpscgos de una base de datos
(Biotyper) c) el calculo de similitudes que saltreen a una puntuacion numeérica d) la
b y la c son correctas

3. Los valores de similitud indican: a) buena idewtcion a nivel de especie cuando
oscilan entre 2.3y 3 b) probable identificacégnivel de especie cuando oscilan entre
2 y 2.3 c¢) buena identificacion a nivel de genemando oscilan entre 2 y 2.3 d)
probable identificacion a nivel de género cuandulas entre 1.7 y 2

4. Utilizando MALDI-TOF MS se han identificado ea inuestra de kefir analizada la
especie de bacterias acéticas: Axetobacter aceti b) Acetobacter oeni c)
Guconobacter oxydans d) Acetobacter pasteurianus

15. En la siguiente figura se muestra la pantalllague aparece el esquema 3
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Preguntas del esquema 3

1. El DNA se extrae habitualmente con soluciongacaosas a pH acido b) acuosas a
pH neutro c) acuosas a pH basico d) organicas

2. La PCR permite: a) la amplificacion de proteindg la amplificacion de RNA c¢) la
amplificacion de DNA d) de todas ellas

3. La Taq polimerasa es una enzima que copia: 83 BNDNA b) DNA a RNA ¢)
RNA a DNA d) RNA a proteina.



16. En la siguiente figura se muestra la pantallla@ue aparece el esquema 4
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Preguntas del esquema 4

1. Los amplicones obtenidos tras la PCR: a) seraepmediante electroforesis
horizontales b) se separan utilizando geles deosga c) se separan a voltajes de
aproximadamente 6v/cm d) todas son correctas

2. Después de la electroforesis: a) el gen 16S rRdfesponde a una banda en el gel
b) las bandas se purifican mediante centrifugaatfizando columnas de purificacion
c) el producto purificado se utiliza para la secigrion del gen d) todas son correctas

3. La secuencia obtenida tras la secuenciaciogedell6S de la cepa KA 4 corresponde
a la especie: dcetobacter pasteurianus b) Acetobacter orientalis  ¢) Gluconobacter
oxydans d) Gluconacetobacter diazotrophicus

Para poder responder a esta ultima pregunta deédacios alumnos la secuencia del
gen ribosdmico 16S obtenido para la cepa KA 4 @sicclas instrucciones para analizar
esta secuencia en el Genbank.
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GTTGARACTCAAAGBAATTGACGEAGECCCGCACAAGCETBEAGCATATGATTTAATTCGAAGCAACC

GCAGAACCTTACCAGEGCTTGTATGGETAGGCTETGTCCAGAGATGEGCATTTCCCGCAAGGEACCTACT

GCACAGETECTGCATGGCTGTCGTCAGCTCATGTCETGAGATGTTGEET TAAGT CCCCAACGAGCGCAA

CCCCTATCTTTAGTTGCCAGCATGTTTGGATGAECAC TCTAGAGAGAC TGCCGATGACAAGCCGGAGGAA

GETEGEGATGACGTCAAGTCCTCATGECCCTTATGTCCTGG6CTACACACGTGCTACAATGECGETGACA

GTG6GAAGCTAGATGECEACATCGT GLTGATCTCTAAAAACCETCTCAGTTCGRATTGTACTCTGCAACT

CGAGTACATGAAGGTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCECGETGAATACGTTCCCGEECCTT

GTACACACCECCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTGACCT TAAGCCGATGAGCAAACCCECARGEEGCEC
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Una vez realizado el ejercicio de laboratorio \afflas notas obtenidas por los alumnos
se reflejan en la siguiente figura.

17. Porcentajes de notas situadas en diferentgesgrara los 59 alumnos que llevaron
a cabo el seminario virtual

Notas obtenidas

®10a9
mg9asg
8a7

 Menor de 8

Como se puede observar en la figura, la mayor phates alumnos obtuvieron una

nota entre 8 y 9 y fueron minoritarias las notderiares a 8. De acuerdo con estos
resultados podemos concluir que el grado de comjineriel proceso de identificacion

mediante MALDI-TOF MS y secuenciacion del gen ritrogco 16S fue muy elevado.



