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Introduccion

Uno de los objetivos principales de la asignatura Biotecnologia Farmacéutica es el
aprendizaje, tanto tedrico como practico, de los procesos de fermentacion microbiana que
tienen lugar durante la produccién de alimentos funcionales. La adquisicion de
conocimientos practicos sobre estos procesos va necesariamente ligada a la de destrezas
manuales adquiridas en el laboratorio, imprescindibles en el proceso de ensefianza-
aprendizaje de la Biotecnologia.

En el presente proyecto nos planteamos que los alumnos puedan llevar a cabo en el
laboratorio de préacticas un proceso de fermentacion, asi como un seguimiento a lo largo
del tiempo de las bacterias implicadas en dicho proceso. Uno de los procesos mas
sencillos es la fermentacion de la col para producir chucrut, que es llevada a cabo por
bacterias lacticas, cuyas poblaciones se pueden seguir a lo largo del proceso de
fermentacion.

El seguimiento de las poblaciones de bacterias lacticas se puede llevar a cabo por
diversas técnicas, pero en este caso, como se indico en la solicitud del presente
proyecto, se utiliz6 MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption ionization—time-
of-flight mass spectrometry), ya que permite de una manera facil y rapida la
identificacion de bacterias lacticas, debido a que en la base de datos Biotyper estan
incluidas la mayoria de sus especies. En los casos en los que no se pueda asegurar la
identificacion a nivel de especie utilizando MALDI-TOF MS, se llevé a cabo la
secuenciacion del gen ribosémico 16S.

En ambos procesos de identificacion hay partes que pueden ser realizadas en el
laboratorio de practicas, como es la preparacion del chucrut, el aislamiento de las
bacterias lacticas y la preparacion de las muestras para MALDI-TOF MS y secuenciacion
de genes, pero el resto de estos dos procesos ha de ser llevado a cabo en servicios
especializados, ya que este tipo de técnicas precisan de unas instalaciones y un
equipamiento imposibles de implementar en un laboratorio de préacticas, y a que han de
ser manejados por personal especializado.

Por lo tanto, para que los alumnos puedan adquirir los conocimientos sobre el proceso
completo de identificacion por ambas técnicas es necesario desarrollar materiales
didacticos para la ensefianza/aprendizaje del seguimiento de las poblaciones de bacterias
lacticas durante un proceso de fermentacion facil de ser realizado por los propios alumnos
en el laboratorio de practicas, como es el caso de la obtencion de chucrut a partir de la
col.

Estos materiales didacticos incluyen un video-tutorial en el que se explica a los alumnos
como es el proceso de fermentacion de la col para obtener chucrut y como se pueden
identificar a lo largo del tiempo las poblaciones de bacterias lacticas en dicho producto.
Estos video-tutoriales son muy Utiles en las practicas de las asignaturas que requieren el
manejo de microorganismos, ya que permiten a los alumnos observar la forma correcta de
manipularlos y aprender diferentes técnicas basicas para su identificacion. Ademas, se
pueden subir a plataformas informaticas, como Studium, desde las que los alumnos
pueden acceder a ellos facilmente y desde cualquier lugar.



Desde la implantacién del Grado de Farmacia, con el apoyo de varios proyectos de
innovacion docente, se han implementado diferentes practicas en la asignatura
Biotecnologia Farmacéutica encaminadas a la identificacion de los microorganismos
responsables de los procesos de fermentacion en alimentos probidticos como yogur y
kefir. En estas practicas se parte de probidticos comerciales y la identificacion se lleva a
cabo en el producto final que se adquiere ya preparado. La innovacion que supone el
presente proyecto es la realizacion en el laboratorio de précticas de un proceso de
fermentacion completo y el seguimiento de las poblaciones implicadas en el mismo a lo
largo del tiempo. Este proceso se ha grabado en un video-tutorial accesible a través de
Studium junto con un esquema para la identificacion de bacterias lacticas y un test que
permite la evaluacién de los conocimientos adquiridos por los alumnos.

Metodologia aplicada

Se grabd en video el proceso completo de fermentacion del chucrut a partir de col que
se cortd y se sumergid en agua, sal y/o vinagre manteniéndose en un bote de vidrio bien
cerrado durante una semana. Se tomaron muestras a lo largo del tiempo de las que se
prepararon diluciones decimales seriadas sembrandose en medio MRS comdnmente
utilizado para el recuento y aislamiento de bacterias lacticas. Las colonias con diferente
morfologia macroscépica se pasaron a placas nuevas conteniendo el mismo medio y se
hizo un recuento de las colonias a diferentes tiempos. La identificacion de las bacterias
aisladas se llevé a cabo mediante MALDI-TOF MS y secuenciacion del gen ribosémico
16S utilizando la metodologia convencional cuya descripcion, que ya se ha incluido en
otros proyectos de innovacion docente previamente financiados, se resume a
continuacion.

Para llevar a cabo MALDI-TOF MS las colonias aisladas se resuspendieron en 300 ul
de agua MiliQ esteril y se afadieron 900 ul de etanol, centrifugdndose a 15.500 g
durante 2 min. El precipitado se secd al aire durante 1 h y se le afiadieron 50 pl de acido
férmico (70% v/v), mezclandose cuidadosamente antes de afiadir 50 pl de acetonitrilo.
Se centrifugd de nuevo a 15.500 g durante 2 min y 1 pl del sobrenadante se coloco
sobre la placa de acero dejandose secar a temperatura ambiente antes de proceder al
analisis mediante MALDI-TOF MS. Los resultados de la identificacion se basan en una
escala de valores que proporciona la casa comercial (Bruker en este caso). Valores entre
2.3 y 3.0 indican buena identificacion a nivel de especie; valores entre 2.0 y 2.299
indican buena identificacion a nivel de género y una posible buena identificacién a nivel
de especie, valores entre 1.7 y 1.999 indican buena identificacion a nivel de genero,
pero no de especie y valores menores de 1.7 indican no identificacion.

Para llevar a cabo la secuenciacion de acidos nucleicos se partio de colonias en cultivo
puro que se suspendieron en 100 ul de una solucién sarkosyl al 0,1% y se centrifugd a
12000 rpm durante 6 min. Se retir0 el sobrenadante, se resuspendio el pellet en 100 pl
de NaOH 0,05M utilizando vortex y se mantuvo a 96°C durante 5 min para lisar las
células. Posteriormente se centrifugd a 6000 rpm durante 4 minutos y se separ6 el
sobrenadante que se diluyo diez veces con agua milliQ estéril. Con el DNA extraido se
llevé a cabo la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) utilizando los primers
universales que permiten la amplificacion del gen ribosomico 16S en todas las bacterias
y una mezcla comercial que contiene la DNA polimerasa (Taq) y los nucledtidos. Una
vez finalizada la PCR, que se llevd a cabo utilizando los ciclos adecuados para



amplificar el gen ribosdmico 16S, los productos se sometieron a electroforesis en un gel
horizontal de agarosa al 1% durante 2h a 6v/cm que se tifié en una solucion de bromuro
de etidio. Las bandas correspondientes a dicho gen se cortaron del gel y se purificaron
utilizando unas columnas que contienen un filtro que retiene la agarosa y permite filtrar
el DNA que queda listo para la secuenciacion. Para ello se utiliza este DNA molde y
una serie de primers universales para la secuenciacion de este gen y se lleva a cabo otra
PCR utilizando nucleétidos marcados con fluorocromos de diferentes colores lo que
permite la lectura automatica por una camara CDC incorporada en el secuenciador
automatico.

La grabacion del video se realizé utilizando una camara Réflex Nikon D5300 con un
sensor de imagen de 24,2 megapixeles y objetivo AF-P 18-55 /3.5-5.6G para fotografia
y grabacién y un objetivo AF-S DX MICRO nikkor 40m f/2.8G para microfotografia, y
una videocamara Sony DCR-SR77E con zoom Optico de 50x y sistema de grabacion en
alta definicion. A continuacion, se utilizo el programa informatico Windows Live
Movie Maker 14.0.8091.0730 en un ordenador HP a6641es con procesador Intel Core 2
Quad Q8200 a 2,33GHz. Tras la edicion y maquetado del archivo de video se procedio
a realizar la grabacién en formato CD haciendo uso del programa informatico
CyberLink PowerStarter 7.0.2216

Se han disefiado materiales didacticos interactivos con la aplicacion de Moodle que se
han volcado a la plataforma Studium incluyendo todo el proceso de fermentacion de la
col y de identificacion de las bacterias lacticas implicadas en este proceso, asi como un
test que permite la evaluacion de los conocimientos adquiridos por los alumnos.

Resultados

Los resultados obtenidos en funcion de los objetivos del presente proyecto se exponen a
continuacion:

1. Elaboracion de un tutorial en video digital sobre el proceso de obtencion de chucrut a
partir de col y el seguimiento de poblaciones de bacterias lacticas utilizando MALDI-
TOF MS y secuenciacion del gen ribosdomico 16S que recoge:

- La preparacion del chucrut a partir de col fresca (Brassica oleracea var
capitata)

- El aislamiento y recuento de bacterias lacticas en medio MRS

- La preparacion de las muestras para cada uno de los dos procesos de
identificacion.

- El anédlisis mediante MALDI-TOF MS, que permitio la identificacion de la
mayoria de las cepas aisladas.

- La amplificacién, secuenciacion y analisis del gen ribosémico 16S, que
permitio la identificacion a nivel de especie de las cepas que no se identificaron
a ese nivel utilizando MALDI-TOF MS.

2. En las practicas en laboratorio real se implementaran unicamente los tres primeros
pasos (ver abajo), ya que el resto del proceso los alumnos deben visualizarlo una vez
grabado en video.

- La preparacion del chucrut a partir de col fresca (Brassica oleracea var



capitata)
- El aislamiento y recuento de bacterias lacticas en medio MRS
- La preparacion de las muestras para cada uno de los dos procesos de
identificacion.
3. Elaboracion de un material docente accesible a traves de Studium sobre el proceso de
identificacion de bacterias lacticas en chucrut que incluye:

- El video-tutorial sobre el proceso de fermentacion del chucrut, asi como el
aislamiento, recuento e identificacion de bacterias lacticas mediante MALDI-TOF MS 'y
secuenciacion del gen ribosomico 16S.

- Un test de 11 preguntas sobre la informacidn ofrecida en el video-tutorial que
permita evaluar el grado de aprendizaje de los alumnos.

A continuacion, se exponen los puntos béasicos del video-tutorial sobre la fermentacion
de la col para obtener chucrut y sobre el aislamiento, recuento e identificacion de las
bacterias lacticas.

1. Materiales para la preparacion del chucrut y para el aislamiento de las bacterias (A) y
el resultado final de la fermentacion (B)

A B

2. Para preparar el chucrut la col se corta en juliana y se afiade sal al agua para la
fermentacion




fermentacion, se aprieta bien la col para que no quede aire y se le puede afiadir un poco
de vinagre suave (A) antes de cerrar bien el bote (B), que se mantendra en oscuridad
durante una semana.

B

4. A diferentes tiempos se tomaron muestras del chucrut con y sin vinagre para aislar las
bacterias lacticas en medio MRS después de hacer diluciones seriadas (A ) y proceder al
recuento de las mismas (B).

A B

5. Se seleccionaron las colonias con diferente morfologia macroscopica (A) y se
extrajeron las proteinas para identificarlas mediante MALDI-TOF MS.

A B




6. Después de comparar los espectros de cada cepa con los depositados en la base de
datos Biotyper, el sistema ofrece los resultados marcados en verde para valores
superiores a 2.0, que implican una buena identificacion a nivel de especie si son
superiores a 2.3 y una buena identificacion a nivel de género y muy probable a nivel de
especie si los valores estan entre 2.0 y 2.3. Los valores marcados en amarillo, que estan
entre 1.7 y 2.0, indican una buena identificacién a nivel de género, pero no se puede
asegurar la especie.

{€ Bruker Daltonik MALDI BiotyperResultados de la identi. .
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Los resultados de la identificacion mediante MALDI-TOF mostraron que en el chucrut
hay bacterias lacticas que pertenecen las especies Lactobacillus plantarum y
Lactococcus lactis (marcadas en color verde). En el caso de Leuconostoc mesenteroides
para algunas de las cepas aisladas la identificacion a nivel de especie no se puede
asegurar (marcadas en color amarillo). Estas cepas fueron identificadas mediante el
analisis del gen ribosémico 16S.

7. Una vez extraido el DNA y amplificado el gen ribosomico 16S, las bandas se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa y se cortaron (A), para
posteriormente purificarse y secuenciarse en un secuenciador automatico (B).

A B

Las secuencias de los genes correspondientes a las cepas que no se identificaron a nivel
de especie mediante MALDI-TOF MS se compararon frente a las depositadas en bases
de datos publicas como el Genbank en las que estn depositadas las secuencias del gen

Resumen de resultados
Nombre de ID de Organismo - Organismo =
la muestra la muestra (mejor candidato) e (segundo mejor candidato) Rt
H1
Y Brul 03 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum
(++)(B) g - g -
E0R Brutv 04 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
(+)(A)
£l Brutv 02 Lactococcus lactis Lactococeus lactis
(+)(A)
2
( +}}H(.B ) Brulv 01 Leuconostoc mesenteroides 1.909 Leuconostoc mesenteroides 1786
( +%B ) Brutv 05 Leuconostoc mesenteroides 1948 Lenconostoc mesenteroides 1748
£k Brulv 06 Lactococcus lactis Lactococcus lactis
(+r)(A)
(+)(B) Brutv 07 Leuconostoc mesenteroides 1.825 identificacion poco fiable
R Brul 04 Lactobacillus plant Lactobacillus plant
Y 4 actobacillus plantarum actobacillus plantarum
(+++)(B) i i
=8 Brul 02 Lactobacillus plantarum Lactobacillus plantarum
(++)(B)
E Bt P— Cam — Cam
R YT actobacillus plantarum actobacillus plantarum
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ribosdmico 16S para todas las cepas tipo de las diferentes especies de bacterias. En este
caso, los resultados de la identificacion se obtienen en forma de porcentajes de similitud
entre las secuencias testadas y las de la base de datos, de modo que similitudes cercanas
al 100% indican una buena identificacion a nivel de especie.

8. En la imagen se muestran los resultados para una de las cepas que no se pudieron
identificar a nivel de especie por MALDI-TOF MS denominada Brulv05. Como se
puede apreciar se confirmé la identificacibn como Leuconostoc mesenteroides, una
especie que contiene varias subespecies que no estan incluidas en la base Biotyper, que
puede ser la causa de que para algunas cepas la identificacion a nivel de especie no
estuviera clara mediante MALDI-TOF MS.
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[ Leuconostoc subsp. dex strain DSM 20484, complete genome 2861 11446 100% 00 100.00% CPO120081

O L i senteroides strain ATCC 8293 163 ribosomal RNA, partial 2861 2861 100% 0.0 100.00% MNR 074957.1

O Leuconostoc subsp ATCC 8293, complete genome 2861 11446 100% 00 100.00% CPO0O4144

O It ides subsp. ic jil hii strain DRC1506 chromosome. complete genome 2856 11424 100% 0.0 99.94% CP0146111

O Leuconostoc mesenteroides subsp. |c nii strain DRC1506 168 ribosomal RMA, complete sequence 2852 2852 99% 00 9994% DNR 1578021

O It subsp. suionicum strain DSK 20241, complete genome 2850 11402 100% 0.0 99.87% CP015247.1

O Leuconostoc subsp. dex gene for 168 ribosomal RNA, partial sequence, strain: JCM 9700 2758 2758 96% 00 10000% LC03R223

O It Subsp. gene for 165 ribosomal RMNA, partial sequence, sirain: JCW 6124 2741 2741 95% 0.0 100.00%

0O it ides subsp. cremoris gene for 165 ribosomal RNA partial sequence. strain: JCM 16943 2730 2730 95% 00 9987% LC097081.1

O Leuconostoc subsp. dex strain NBRC 100495 168 ribosomal RNA, partial sequence 2726 2726 95% 00 100.00% NR 1139111

O Leuconostoc pseude oides gene for 163 ribosomal RNA, partial sequence, strain: JCM 9696 2724 2724 96% 0.0 99.66% LC098220.1

O It strain JCM 6124 165 ribosomal RNA, partial sequence 2721 2721 95% 0.0 100.00% MR 1132511

0O toc gasicomitatum LIG 18811 complete genome, type strain LG 18811T 2704 10812 100% 00 9819% FNW822744.1

O Leuconostoc gelidum subsp. gasicomitatum strain TB 1-10 16S ribosomal RNA, complete sequence 2700 2700 99% 00 9819% NR 074997.2

O toc gelidum subsp i strain POUF4d 165 ribosomal RNA, partial sequence 2693 2693 99% 0.0 98.19% NR 133769.1

O Leuconostoc kimchii IMSNU 11154, complete genome 2662 10729 100% 00 9793% CPO017584

O L toc kimchii strain IMSNU 11154 165 ribosomal RNA, complete sequence 2678 2678 99% 0.0 97.93% NR 0750142

O Leuconostoc mesenteroides subsp strain MCFB 529 168 ribosomal RWNA, partial sequence 2676 2676 93% 00 100.00% NR 0408171

[m i I subsp. cremoris strain NCFB 543 168 ribosomal RNA partial sequence 2673 2673 93% 0.0 99.86% NR 0408131

O Leuconostoc suionicum strain LMG 8159 168 ribosomal RMA partial 2645 2645 92% 0.0 99.86% NR 1000031

O toc pseude strain NRIC 1777 165 ribosomal RNA, partial sequence 2636 2636 93% 0.0 NS Questions’mmments a

El video-tutorial se subio a la plataforma Studium y se disefid un seminario virtual
utilizando la aplicacion de Moodle para el disefio de seminarios autoevaluables con
caracteristicas interactivas y videos didacticos, que se subio también a la plataforma
Studium, desde donde los alumnos pueden realizar un test, que permite la evaluacion de
los conocimientos adquiridos.

9. El seminario virtual ofrece al alumno una serie de esquemas sobre el procedimiento
global de identificacion, sobre el que versaran las preguntas del test, junto con la parte
del video-tutorial de cada paso del proceso. Las preguntas del test se exponen a
continuacion:

1. El chucrut es un alimento fermentado a partir de la col por: a) bacterias lacticas
b) bacterias acéticas c) levaduras d) hongos filamentosos.

2. EI MALDI-TOF MS se basa en: a) la obtencion de bandas de proteinas en un
gel b) la obtencion de espectros de proteinas mediante espectrometria de masas c)
la obtencidn de secuencias de proteinas d) la valoracion cuantitativa de proteinas
totales mediante espectrometria UV

3. La identificacion utilizando MALDI-TOF MS se basa en: a) la comparacion de
secuencias de proteinas frente a una base de datos b) la comparacion de los
espectros de proteinas de una muestra problema frente a los espectros de una base



de datos (Biotyper) c) el célculo de similitudes que se traducen a una puntuacion
numérica d) lab y la ¢ son correctas

4. Los valores de similitud indican: a) buena identificacion a nivel de especie
cuando oscilan entre 2.3 y 3 b) probable identificacion a nivel de especie cuando
oscilan entre 2 y 2.3 c) buena identificacion a nivel de genero cuando oscilan entre
2 y 2.3 d) probable identificacion a nivel de género cuando oscilan entre 1.7 y 2

5. Utilizando MALDI-TOF MS se han identificado en la muestra de chucrut
analizada la especie de bacterias lacticas: a) Lactococcus lactis b) Leuconostoc
mesenteroides c) Lactobacillus plantarum d) laay la ¢ son correctas

6. EI DNA se extrae habitualmente con soluciones: a) acuosas a pH é&cido b)
acuosas a pH neutro c) acuosas a pH basico d) organicas

7. La PCR permite: a) la amplificacion de proteinas b) la amplificacion de RNA c)
la amplificacion de DNA d) de todas ellas

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

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

10. Después de la electroforesis: a) el gen 16S rRNA corresponde a una banda en
el gel b) las bandas se purifican mediante centrifugacion utilizando columnas de
purificacion c) el producto purificado se utiliza para la secuenciacion del gen d)
todas son correctas

11. La secuencia obtenida tras la secuenciacion del gen 16S de la cepa Brulv05
corresponde a la especie: a) Leuconostoc lactis b) Leuconostoc mesenteroides c)
Leuconostoc kimchii d) Leuconostoc paramesenteroides

10. Para poder responder a esta ultima pregunta, se facilita a los alumnos en formato
texto la secuencia del gen ribosomico 16S obtenido para la cepa Brulv05 (ver la pantalla
abajo), que no se identificé correctamente mediante MALDI-TOF MS, asi como las
instrucciones concretas para poder analizar esta secuencia en el Genbank. Una vez
contestadas las preguntas del seminario virtual, el sistema califica el ejercicio para cada
uno de los alumnos que lo hayan llevado a cabo.

e [ Ultima:
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Secuenciacion del gen 165 de una cepa no identificada con MALDI-TOF MS P x)

Después de realizar la secuenciacidn del gen 165 rRMA de la cepa Brulv05 cuya identificacidn fue dudosa a nivel de especie
mediante MALDI-TOF MS se obtuvo |a siguiente secuencia:

Secuencia,

TTEAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGL TGGCGGCETGCCTAATACATGCAAGTCGAACGCACAGT
GAAAGGTGCTTGCACCTTTCAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGT AACACGTGGACAACCTGCC TCAAGGLT

AATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGEGAC TGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG
GAGGCTGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGC! AGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGTGTGATGAAGG
CTTTCGGGTCG CTGTTGTATGG WATGATTTTAGTTTGACGGTA
CCATACCAGAAA GCTAAATACGT ACGTATGTCCCGAGCGTTATCCG
GATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGACGGT GTCTGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACTCCG
GAATGGCATTGGAAACTGGT TAACTTGAGTGCAGTAGAGGT AAGTGGAACTCCATGTGTAGCGETGGAAT
GCGTAGATATA CCAGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGACTGCAAC TGACGTTGAGGCTCGAA
AGTGTGGGTAGCAA, ATTAGATACCCTGGTAGTCCACACCGTAAACGATGAACACTAGGTGTTAGE

AGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC ARCCCT
TATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGATGGGCACTCTAGCGAGACTGCCGETGACA, GGCGGE
GACGACGTCAGATCATCATECCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGTATACAACGAGT
TGCCAACCCGCGAGGGTGAGCTAATCTCTTAAAGTACGTCTCAGT TCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACT
ACATGAAGTCGEAATCGCTAGTAATCGCGEATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGETCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGT TTGTAATGCCCAAAGCCGETGGCCTAACCTTTTAGGAAGGAGCCGT
CTAAGGCAGGACAGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGAGAACCTGCGGCTGGATCAC
CTCCTTTCT

Para identificar la cepa siga los siguientes pasos.



