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Introduccion

En el caso de las ciencias experimentales, se gamblirecuentemente innovaciones
metodoldgicas que deben ser incorporadas a la amsfpractica en el laboratorio y
precisan de la utilizacion de herramientas quelitexci el proceso de ensefianza-
aprendizaje, tanto en lo que respecta a la ad@uisole conocimientos como a la de
destrezas manuales por parte de los alumnos.

Una de las herramientas fundamentales son losdl&®en los que se graba en video la
practica para ser visualizada antes de su reaizaen el laboratorio. Estos video-
tutoriales pueden también subirse a plataformaspgumiten a los alumnos acceder a
ellos tantas veces como deseen sin necesidadadesestl laboratorio.

Los video-tutoriales son muy Utiles en las prastida las asignaturas que requieren el
manejo de microorganismos, como es el caso dedi@@iologia Farmacéutica, ya que
permiten a los alumnos observar la forma correetandnipularlos y aprender diferentes
técnicas basicas en el proceso de ensefanza-gajend las asignaturas.

También son muy Uutiles cuando los experimentos meden llevarse a cabo en el
laboratorio, ya sea total o parcialmente. Estd eas® del MALDI-TOF MS, una técnica
gue permite la identificacion de microorganismagdarocariotas como eucariotas, pero
que es actualmente inaccesible en laboratoriossiEianzas practicas debido al costo de
las instalaciones y equipamiento necesarios, gemasl ha de ser manejado por personal
especializado.

Debido a que esta metodologia permite la identifica de microorganismos tanto

procariotas como eucariotas, puede ser utilizada padentificar los presentes en

probidticos que contienen bacterias (procariotagvgduras (eucariotas). Por lo tanto,
nos planteamos incluir en la ensefianza de la dsignde Biotecnologia Farmacéutica
del Grado en Farmacia una practica de identificad&los microorganismos aislados a
partir de kefir comercial utilizando MALDI-TOF MS.

Parte de esta practica, concretamente el aislamngentos microorganismos a partir de
kefir y la preparacion de las muestras, se impléneomo practica de laboratorio y el

resto del proceso de identificacion utilizando MAEDDF MS se grabo en forma de

video-tutorial que se muestré a los alumnos eratsbriatorio de clases préacticas. Los
resultados de la identificacion de los aisladosadimpde kefir se explicaron a los

alumnos en el laboratorio después de la visuafimadel video-tutorial del proceso

completo.

Metodologia aplicada

Se grabo en video el proceso completo de iderntibcamediante MALDI-TOF MS de
los microorganismos aislados a partir de kefir cmmé Estos microorganismos se
aislaron en medio MRS (medio Man, Rogosa y Shargeg es especial para el
aislamiento de bacterias lacticas y permite tamblérecimiento de levaduras, por lo
que es muy adecuado para el aislamiento a parélirdentos probioticos que contienen
ambos tipos de microorganismos.

Las colonias aisladas se resuspendieron enuB86 agua MilliQ estéril y se afiadieron



900 ul de etanol, centrifugandose a 15.59durante 2 min. El precipitado se secoé al
aire durante 1 h y se le anfadieron 50 pl de addmi€o (70% v/v), mezclandose
cuidadosamente antes de afadir 50 pl de aceton®e centrifugé de nuevo a 15.590
durante 2 min y 1 ul del sobrenadante se coloctedalplaca de acero dejandose secar
a temperatura ambiente antes de proceder al analsiiante MALDI-TOF MS. Los
resultados de la identificacion se basan en uralade valores que proporciona la casa
comercial (Bruker en este caso). Valores entreyB3 indican buena identificacién a
nivel de especie; valores entre 2.0 y 2.299 indibaana identificacion a nivel de
género y una posible buena identificacién a niwekdpecie, valores entre 1.7 y 1.999
indican buena identificacion a nivel de géneropper de especie y valores menores de
1.7 indican no identificacion.

La grabacién del video se realiz6 utilizando umaa@ Sony HandyCam DCR-SR77E.
A continuacion, se utilizd6 el programa informatit@indows Live Movie Maker
14.0.8091.0730 en un ordenador HP a6641es congaaoeIntel Core 2 Quad Q8200
a 2,33GHz. Tras la edicién y maquetado del archzwideo se procedio a realizar la
grabacion en formato CD haciendo uso del program@rmatico 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 digitalredha identificacion de bacterias y
levaduras aisladas a partir de un alimento pratwoel kefir, utilizando MALDI-TOF
MS que incluye.

- El aislamiento de los microorganismos en medio9MRa preparacion de las
muestras para ser analizadas mediante esta tetaolog

- La lectura de los resultados después del andlises nos permitieron la
identificacion de los microorganismos aislados (Vala 1).

2. Se ha implementado esta préactica en la asigndtiBiotecnologia 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 iesl@partir del kefir después
de ser visualizados otros video-tutoriales, quaaerealizado en el transcurso
de varios proyectos de innovacion docente prewos]os que los alumnos
aprenden a realizar diluciones decimales seriadalsajslamiento de bacterias
presentes en alimentos probioticos.

- Posteriormente, a los alumnos se les ha mosthdaeo-tutorial completo
que se grabo utilizando las colonias aisladas fios &n el laboratorio y
finalmente se le ha explicado los resultados obdtenutilizando MALDI-TOF
MS.

- Finalmente se les ha realizado una encuesta aallomnos sobre sus
percepciones sobre la consecucion de objetivos 1fvés adelante en esta
Memoria) y un cuestionario sobre los conocimiengdsjuiridos después de
realizar la préactica.



A continuacion se exponen los puntos basicos didovtutorial mediante capturas de
pantallas del mismo:

1. Para aislar los microorganismos se utilizé ufir kemercial y el medio MRS (A).

Después de realizar diluciones decimales seriaglakefir hasta 18 se inocularon las

placas de MRS a partir de cada una de las dilusignse aislaron colonias (B) de
diferente morfologia macroscopica para llevar aocdd identificacion mediante

MALDI-TOF MS.

2. Se obtuvo un cultivo puro a partir de cada uméad colonias aisladas en placa (A) y
se pasaron a tubos eppendorff para proceder arkceidn de las proteinas (B).




4. El precipitado (A) se someti6é a un tratamiertto &cido férmico y acetonitrilo (B)
A B

5. La muestra de cada cepa se colocé en la plaageede (A), se dejo secar, y se cubrié
con la matriz (B).

B

6. La placa se lee en el equipo de MALDI-TOF MS ¢ obtiene los espectros de
proteinas de cada una de las muestras (B).

B




7. Después de comparar los espectros de cada eedascdepositados en la base de
datos Biotyper, se ofrecen los resultados marcadogerde para valores superiores a
2.0.

Bruker Daltonik MALDI Biotyper “Bruker Loga
Hesultados de la identificacion
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Los resultados de la identificacion mediante MALDBD¥F mostraron que en el kefir
estan presentes bacterias y levaduras y los rdegltie la identificacidon utilizando esta
técnica mostraron que todas las cepas de levagerésnecian a la especie Candida
kefir, mientras que las bacterias fueron identdfac como Lactococcus lactis,
Lactobacillus plantarum y Leuconostoc mesenteoides, todas ellas pertenecientes al
grupo de las bacterias lacticas.

Al finalizar las practicas se llevo a cabo una esta de percepcion de objetivos que se
muestra a continuacion.

Encuesta de percepciones sobre consecucion de objes

A Totalmente de acuerdo

B De acuerdo

C Dudoso

D En desacuerdo

E Totalmente en desacuerdo

1. Después de la realizacién de la practica meidermscapaz de realizar un aislamiento
de microorganismos para identificarlos mediante MALOF MS

A B C D E
2. Después de la realizacion de la practica meiderscapaz de interpretar los resultados
obtenidos en el MALDI-TOF MS

A B C D E
3. Después de la realizacion de la practica meidemscapaz de comprender la utilidad
del sistema MALDI-TOF MS para la identificacion miécroorganismos

A B C D E



4. La realizacion de esta practica no me ha déstamada que no conociera ya

A B C D E
5. La préctica me ha permitido conocer aspectds tadricos como practicos a los que no
hubiera podido acceder por los métodos conven@eri# ensefianza practica.

A B C D E
6. Considero la enseflanza basada en sistemas igudles un complemento
imprescindible de la ensefianza practica tradicional

A B C D E
7. La realizaciéon de esta practica me ha permpiddundizar en el conocimiento de los
alimentos probioticos

A B C D E
8. La préactica me ha ayudado a conocer las patdidis del sistema de identificacion de
microorganismos MALDI-TOF MS

A B C D E
9. La préctica permite familiarizarse con los pasagguir en un proceso de identificacion
de microorganismos a partir de una muestra de iobs

A B C D E

Los resultados mostraron que la mayoria de los radgnse consideraban capaces al
finalizar la practica de realizar un aislamiento miécroorganismos e interpretar los
resultados del MALDI-TOF MS comprendiendo su u&tidy posibilidades (preguntas 1 al
3 y 8). Ademas consideraban que la practica lestam conocimientos no adquiridos
anteriormente (preguntas 4 y 5), profundizando kemroaocimiento de los alimentos
probiéticos y de la identificacion de los microangamos presentes en ellos (preguntas 7 y
9). Finalmente la mayoria de los alumnos considardos sistemas audiovisuales un
complemento imprescindible de la ensefianza précédaional (pregunta 6).
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En cuanto al cuestionario sobre los conocimientlogii@idos sobre la identificacion de
microorganismos utilizando MALDI-TOF MS, se realiab igual que la encuesta de
forma andénima y las preguntas formuladas se mueatcantinuacion:

Cuestionario sobre los conocimientos adquiridos sob MALDI-TOF MS

1. EI MALDI-TOF MS es una técnica basada en elisisatle: a) acidos nucleicos b)
lipopolisacéaridos c) poliaminas d) acidos gsase) proteinas

2. Permite identificar: a) soOlo procariotas  b)oséucariotas c) procariotas y
eucariotas d) bacterias y levaduras e) lé&acdyson correctas

3. Las limitaciones de la técnica: a) es un proceés lento que la secuenciacion b)
la base de datos contiene muchos microorganism&® po todos c) permite
identificar todas las especies clinicas, pero daddas especies ambientales d) laay
la b son correctas e)la b yla c son correctas

4. EI 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 \@for@uantitativa de proteinas totales
mediante espectrometria UV e) todas son correctas

5. La identificacién se basa en: a) la comparad@rsecuencias de proteinas frente a
una base de datos b) la comparacion de los espeatt proteinas de una muestra
problema frente a los espectros de una base de da}@l calculo de similitudes que se

traducen a una puntuaciéon numeérica d) la a ydarccorrectas e) la b yla ¢ son

correctas

6. Los valores de similitud indican: a) buena idfaatcion a nivel de especie cuando

oscilan entre 2.3y 3 b) probable identificacgnivel de especie cuando oscilan entre
2 y 2.3 c¢) buena identificacion a nivel de genemando oscilan entre 2 y 2.3 d)

probable identificacién a nivel de especie cuansdlan entre 2 y 2.3 €) todas son

correctas

7. Es una técnica especialmente util para: a) iiiteant las bacterias y levaduras
ambientales b) identificar las bacterias patogeoaidentificar bacterias y levaduras
presentes en alimentos d) laay lab son cosgece la by la c son correctas

8. El kefir es un alimento que contiene: a) sOlaid@as b) sélo levaduras c) bacterias
y levaduras d) procariotas y eucariotas e) ldacd/son correctas.

9. Utilizando MALDI-TOF MS se ha identificado en lafir: a) Candida parapsilosis
b) Candida kefir c¢) Kluyveromyces lactis d) la a y la b son correctas e€) la b y la ¢ son
correctas

10. Utilizando MALDI-TOF MS se han identificado exl kefir: 1= Lactobacillus
plantarum 2= Lactococcus lactis 4= Leuconostoc paramesenteroides 8=
Streptococcus thermophilus  16=Lactobacilluscasei:a) 7 b)3 ¢)6 d)5 e) 19 f) 11



Los resultados obtenidos mostraron que mas de tadnde los alumnos (52%)
contestaron de forma correcta a 8 6 mas preguetasudstionario, y que casi un 90%
de los alumnos contestaron correctamente a 7 gregantas.
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Teniendo en cuenta estos resultados se puede rogaok el video-tutorial sobre
MALDI-TOF MS vy su aplicacién a la identificacién aeicroorganismos fue muy (util
para la adquisicion de conocimientos sobre estasic@deniendo en cuenta tanto las
apreciaciones de los propios alumnos como lostesisd del cuestionario, ya que la

totalidad de los alumnos fue capaz de respondeeatamente a mas de la mitad de las
preguntas de dicho cuestionario.



