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Resumen

Durante el curso académico 2018-2019, un grupo de investigadores y alumnos de la Universidad
de Zaragoza comenzd en Aragén el proyecto MicroMundo, dentro de la metodologia de
Aprendizaje-Servicio, acudiendo a diferentes centros de ensefianza de la capital aragonesa.

A lo largo de este trabajo se han empleado distintas técnicas de Microbiologia clasica en el
manejo de los microorganismos aislados en este proyecto. Se trabajé con 1897 muestras
aisladas de las cuales 159 dieron positivo en produccién de sustancias inhibitorias en las
comprobaciones realizadas y fue con estas 159 con las que se ha trabajado en este TFG. El
proyecto MicroMundo y este trabajo no solo buscan el descubrimiento de nuevos antibidticos
sino la divulgacién acerca del problema de la resistencia a antibidticos y la concienciacién sobre
su uso responsable.

Abstract

During the academic course 2018-2019, a group of researches and students from the University
of Zaragoza began MicroMundo Project in Aragdn, using the methodology of Service-Learning
by going to different high schools from the Aragon’s Capital.

Along this work, classical microbiology techniques have been used in the handling of the isolated
microorganisms in this project. Total of isolated microorganisms was 1897 and 159 of them were
positive in inhibitory substance production in the checks carried out. We worked with these 159
samples along this TFG. MM and this work seek not only the discovery of new antibiotics but the
disclosure of antibiotic resistance and thee awareness of its responsible use.

Introduccion
éQué es MicroMundo?

“Es un proyecto global con un doble objetivo: fomentar en nuestros jovenes vocaciones por [+D
en Biomedicina y concienciar a la sociedad sobre el problema de salud publica que supone la

crisis de los antibidticos”?*.

El proyecto MicroMundo nacié en Estados Unidos, con el nombre original de Small World
Initiative en 2012 de la mano de la Dra. Jo Handelsman en la Universidad de Yale para
implantarlo en universidades de Norteamérica. Tiempo después de su creacidn se produjo una
escision, partiéndose en SWI vy TyE.

A lo largo del trabajo, cuando se nombre Small World Initiative (SWI1) se refiere al proyecto en
Estados Unidos y cuando se diga MicroMundo (MM) se hablara de la version espafiola.

SWI surgié como medida para despertar la vocacion cientifica entre los estudiantes, porque las
carreras de ciencias, tecnologias, ingenieria y matematicas (STEM, por sus siglas en inglés)
habian notado un gran descenso en su nimero de matriculados’. En Espafia, este tipo de
carreras universitarias también habian disminuido un 25-30%, segtin datos de 2016%.

La incorporacién del proyecto en Espafia supuso una adaptacion en la metodologia americana,
porque la actividad de MicroMundo se orientd hacia alumnos de bachillerato o ultimos cursos
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de la ESO, dado que es entonces cuando, en nuestro pais, los alumnos deciden la orientacion
universitaria o grados de formacién para estudiar posteriormente.

SWI cumple con la labor social de concienciar a la poblacién sobre un buen uso de antibidticos
e intentar encontrar alguno nuevo, ya que nos encontramos en la llamada “crisis de los
antibidticos”.

¢Como trabaja MicroMundo? Jerarquias y proyectos

“El Aprendizaje-Servicio es una propuesta educativa que combina procesos de aprendizaje y de
servicio a la comunidad en un solo proyecto bien articulado donde los participantes aprenden a

trabajar en necesidades reales en el entorno con la finalidad de mejorarlo”3.

Se desarrollaron unas directrices basicas desde su comienzo, como el organigrama de jerarquias
seguido, el empleo de medios selectivos para evitar el crecimiento de hongos, las diferentes
sesiones que tienen lugar...

En este proyecto, los estudiantes universitarios afianzan sus conocimientos en microbiologia a
través de la preparacion de las sesiones y buscando las respuestas a las preguntas generadas en
los centros educativos; a su vez prestan un servicio a la sociedad, divulgando sobre los
problemas de la resistencia a antibidticos e intentando transmitir sus conocimientos en
microbiologia. En las sesiones de MicroMundo se trabaja con muestras de tierra que los propios
alumnos son los encargados recoger de los lugares donde ellos consideren.

MicroMundo es un proyecto jerarquizado, distinguiéndose tres niveles?*:

e SWIPI: es un docente/investigador universitario al cargo de un grupo de trabajo.

e SWITA: estudiante universitario, perteneciente a un grupo formado entre 3-6 SWITAS
son los encargados de llevar las sesiones, hablar y explicar a los estudiantes del centro
escolar los procedimientos. Antes de acudir a los centros escolares deben preparar el
material que se va a emplear.

¢ Investigadores SWI: son los estudiantes del centro escolar en el que se desarrollan las
sesiones.

Figura 1. Representacién grafica de la jerarquia en el Proyecto Micromundo

Los SWITA asisten a una clase formativa antes de realizar las sesiones a los centros educativos,
para conocer el fundamento y las formas de proceder, como marcan las normas de SWI. Las
sesiones que se llevan a cabo en colegios e institutos se dividen en:
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1. Presentacidn del proyecto y dotacion del material de recogida de muestras, asi como
hojas para apuntar toda la informacidn que sea posible (Anexo VI).

2. Realizacidn de diluciones seriadas de la muestra de tierra y siembra sobre medios de
cultivo sélidos. Las muestras se incuban en las estufas de la universidad a 302C. Los
medios de cultivo llevan cicloheximida para evitar el crecimiento de hongos.

3. Aislamiento de un determinado numero de bacterias en otras placas, siguiendo la
plantilla que se encuentra en el Anexo VI.

4. Proceder al ensayo de antibiosis, utilizando dos microorganismos testigo no patégenos
en dos ensayos diferentes, una bacteria Gram positiva (B. subtilis) y una bacteria Gram
negativa (E. coli).

5. Visualizacién y discusién de los resultados. Anotacion sobre la hoja de muestras aquellas
bacterias que han dado positivo en la produccién de algun antibidtico frente a los
microorganismos testigo.

Expansion de SWI, TyE y MicroMundo

El proyecto SWI comenzé en 2012 en la Universidad estadounidense de Yale. En apenas ocho
afios, se ha expandido por todo el mundo al igual que TyE.

ASIA
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Figura 2. Localizaciones en las que Tiny Earth ha llevado su poyecto3!

TyE se encuentra en 258 localizaciones, en 45 estados de los Estados Unidos y en otros 15 paises,
llegando a cerca de 10000 estudiantes anualmente.

TyE muestra los 25 centros universitarios en la Peninsula Ibérica donde ahora mismo se esta
desarrollando MicroMundo. En Espafia y Portugal se llega a mas de 100 centros de ensefianza
en la Peninsula Ibérica y se han testado a mas de 15000 microorganismos.

12 MontpellierMarsell
. Bilbao® Montpelli S

Andorra

Portugal

Gibraltar
Tanger,

Figura 3. Localizaciones donde el provecto MicroMundo se esta llevando a cabo en la peninsula ibérica
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Tabla 1. Centros Universitarios de la Peninsula Ibérica donde se lleva a cabo la actividad de

MicroMundo

Universidad de Castilla La Universidade de Santiago Instituto de Biomedicina = Universidad de Castilla
Mancha: Campus de Ciudad  de Compostela y Biotecnologia de La Mancha: Campus de
Real Cantabria Albacete
Universidad de Navarra Universidad de Murcia Universidad de Sevilla Universidad de Jaén
Universitat Miguel Universidad del Pais Vasco- = Universidade da Coruiia  Universidad
Herndndez EHU Complutense de Madrid
Universitat de Valencia Universitat de Barcelona Universidade de Vigo University of Porto
Universidad de Valladolid CEU Cardinal Herrera Universidad de Santiago = Universidad de las Islas

University de Compostela Baleares
Universidad de Zaragoza Universidad de Ledn Universidad de Burgos Universidad de

Salamanca

Universidad Autonoma de
Madrid

En Espafa, el centro pionero en este proyecto fue la Universidad Complutense Madrid durante
el curso 2016-2017, con el apoyo de la Sociedad Espafiola de Microbiologia (SEM), siendo la
primera vez que se implantaba el proyecto en una lengua distinta al inglés?*,

Ademas del amparo de la SEM, MicroMundo cuenta con el respaldo de la Asociacion Espafiola
del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) y del Plan Nacional frente a la Resistencia de
Antibidticos (PRAN).

Problemas de la resistencia a antibidticos

“La resistencia a antibidticos es el fenémeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado
por un antimicrobiano al que anteriormente era sensible”3*

Debido a la accién de los antibidticos, todas aquellas bacterias que no posean resistencia a estos
farmacos se veran mermadas, provocando una mayor prevalencia de aquellas que si tienen esa
informacién. El buen uso de antibidticos evita la seleccién de bacterias perjudiciales para nuestra
salud.

La OMS lleva alertando de este hecho desde el afio 2011, definiéndolo como problema de salud
publica mas importantes del siglo XXI, advirtiendo que hay muy pocos antibidticos en fase de
investigacion o de recambio®*.

Durante las tres Gltimas décadas practicamente no se ha descubierto ningun nuevo antibidtico?*.
Las inversiones llevadas a cabo han sido minimas ya que menos del 5% del presupuesto en [+D
de las farmacéuticas entre 2003-2013 fue destinado a la investigacion en antibidticos, mientras
que el NIH dedicd 1,2% de su dotacidn a investigacion en este campo entre los afios 2009-201424,

En el descubrimiento de nuevos antibiéticos se pueden separar tres etapas®®: 1940-1970; 1970-
2000; 2000-actualidad, respondiendo a las formas de investigacion llevadas a cabo.

Entre 1940-1970 se hicieron cribados en funcidn del fenotipo. Seleccionaban los
microorganismos del suelo y comprobaban si existia la produccidn de antibidticos. El periodo de
1970-2000 corresponde a los enfoques en funcién del conocimiento que ya se tenia, se
comenzaron a hacer recombinaciones de DNA, mutaciones en los genes implicados en la
biosintesis de antibidticos o target-based approaches (donde se busca inhibidores de diana
especificos). En la tercera etapa donde nos encontramos, se basa en las aproximaciones basadas
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en la gendmica, donde las investigaciones no se centran en un Unico gen que pueda producir
antibidticos, sino el conjunto de genes implicados en la fabricacién de estos compuestos?®.

Mas de tres cuartas partes de los antibidticos empleados en salud humana son productos
naturales o derivados de ellos'®. Desde 2011 hasta diciembre de 2014 se aprobaron nueve
moléculas pequefias para su uso como antibiéticos®. Entre 1981 y 2014, el nimero de nuevos
tratamientos contra las bacterias (incluidas vacunas) fue de 140%, entre los cuales, apenas 11
fueron de origen natural (estructura no modificada) y 1 bioldgico (péptidos largos [>50] o
proteinas recogidas de aislamientos de células/organismos o producidos por métodos
biotecnoldgicos en células hospedadoras)?.

En 2015, la OMS redactoé un informe en el que aconsejaba los puntos clave que tratar para evitar
la propagacion de la resistencia a antibidticos e instaba a los estados miembros a tomar otras
medidas en diferentes ambitos para atajar el problema®2.

La OMS sefiala que de los 33 antibidticos en proceso de desarrollo para tratar a los patégenos
mas peligrosos, tan solo nueve cumplen con uno de los criterios para ser clasificados en
farmacos innovadores?:

Tabla 2. Criterios para clasificar un farmaco como innovador
Que no tenga resistencia Que sean una nueva Que tengan una diana Que presenten un mecanismos
cruzada con algun antibidtico = estructura quimica molecular novedosa de accién nuevo

en uso

En mayo del 2017, 51 antibidticos (incluidas combinaciones), de los que 11 eran bioldgicos,
estaban en procesos de estudio en 42 terapias diferentes?.

La mayoria de los nuevos antibidticos estan dirigidos hacia bacterias Gram positivas. En el
informe de 2017, la OMS dio una lista de microorganismos a los que es urgente buscar
antibidticos, clasificdndolos en su orden de prioridad?:

Tabla 3. Clasificacion de microorganismos de busqueda urgente de antibidticos segun la

0]V
Prioridad global Prioridad critica Alta prioridad
Mycobacterium tuberculosis | Acinetobacter baumanii Enterococcus faecium
Pseudomonas aeruginosa Helycobacter pylori
Enterobacteriaceae Salmonella species
Staphylococcus aureus
Campylobacter species

Neisseria gonorrhoeae

Mecanismos de resistencia a antibioticos

Desde la perspectiva de la evolucidn, las bacterias emplean dos de las mejores estrategias para
adaptarse a los ataques que sufren por el empleo de antibidticos?’:

a) Mutacidn de los genes relacionados con el mecanismo de accién del compuesto.
b) Adquisicion de DNA externo, el cual codifica determinantes de resistencia.
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Dentro de

la segunda estrategia,

para obtener la

informacién genética de otros

microorganismos presentes en el medio, las vias de transferencia de informacion pueden ser
tres tipos diferentes, constituyentes de la Transferencia Genética Horizontal (TGH):

Tabla 4. Mecanismos de Transferencia Genética Horizontal

Conjugacion

Transferencia directa del material
genético, promovida por un
plasmido, por medio del contacto
intimo entre la célula donadora con
la célula receptora.

Transfeccion

El material genético es transportado
desde una célula donadora a una
célula receptora por medio de un
virus bacteriano, actuando éste como
vector.

Transformacion
Captacién y asimilacion de DNA libre
presente en el medio

Los mecanismos de resistencia de las bacterias son?®?7;

1. Modificacion de la molécula de antibiético:
a. Alteracidon quimica del antibidtico:
i. Acetilacidon (aminoglicdsidos, cloranfenicol, estreptograminas)
ii. Fosforilacion (aminoglicdsidos, cloranfenicol)
iii. Adenilacion (aminoglicésidos, licosamidas)

Los AME (por sus siglas en ingles de enzima modificadora de aminoglicésidos) son uno de los
ejemplos mas caracteristicos de este proceso ya que modifican covalentemente los grupos
hidroxilo o aminos en las moléculas aminoglicésidos. Son los mecanismos de resistencia mas
extendidos?’.

b. Destruccion de la molécula antibidtica

B-lactamasas = Destruyen los enlaces amida de los anillos betalactdmicos. Generalmente se les
conoce como genes bla, seguidos del nombre de la enzima especifica (por ejemplo, blakec). Se
separan en 4 grupos (A-B-C-D) en funcidn de la secuencia de aminoacidos

2. Reduccidn de la penetracion del antibidtico y bombas de eflujo
a. Bajada de la permeabilidad

Es un mecanismo muy importante en Gram™ . La membrana externa ejerce de primera linea de
defensa ante la entrada de sustancias toxicas para la célula. Por ejemplo, en la resistencia a
vancomicina se produce una reorganizacién de la pared celulari®.las bacterias varian su
permeabilidad mediante el cambio de porinas que hay en su superficie y asi los antibidticos no
pueden acceder a su interior®,

b. Bombas de eflujo

Afectan a un gran nUmero de antibiéticos?’, como inhibidores de sintesis proteica,
fluoroquinolonas, B-lactamicos, carbapenems y polimixinas. La descripcidon de un sistema de
eflujo capaz de expulsar tetraciclinas al exterior del citoplasma de E. coli se daté en los ochenta
y fue la primera vez que se observaba un hecho de este tipo?..

3. Cambios en los sitios diana
a. Proteccion de la diana
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Evita la accion de farmacos como tetraciclinas o fluoroquinolonas. La proteina QnrA protege a
la topoisomerasa de la accién de las quinolonas?’. Las proteinas Qnr actiian como homdlogos
qgue compiten por la unidn al DNA en los sitios de DNA girasa o de la topoisomerasa IV. A través
de esta reduccion de interacciones entre la DNA girasa y el DNA decrece la oportunidad de las
quinolonas para formar el complejo entre la girasa-quinolona y DNA escindido que es letal para
la célula.

b. Mutacidn de enzimas que producen la activacién de la molécula pre-antibidtica

Isoniazid es una molécula pre-antibidtica empleada en infecciones de M. tuberculosis. Se ha
observado que la mutacién en el residuo S315G de la catalasa-peroxidasa ofrece resistencia a
los efectos de esta molécula’®?!,

c. Alteracion enzimatica de la diana

Por ejemplo, metilacidon del ribosoma por una enzima codificada en los genes erm confiere
resistencia a macrolidos®’.

d. Reemplazo completo o bypass de la diana

La proteina PBP2A realiza la accién de las proteinas PBP en la biosintesis del peptidoglicano
cuando éstas quedan inactivadas por betalactdmicos?’.

Datos sobre los problemas de la resistencia a antibidticos

El padecer una enfermedad infecciosa multirresistente, como es el caso de M/XDR-TB
(Tuberculosis), provoca que se encare una agonia, un sufrimiento prolongado y habitualmente
una discapacidad permanente, ademas de tener que tomar un tratamiento que conlleva una
dureza econdmica devastadora, estigma y discriminacidn social®. El personal médico tiene una
gran importancia en la conservacién de la capacidad de los antibiéticos para realizar su funcién,
dado que son ellos quienes los proporcionan. Realizar todos los cambios necesarios para paliar
la resistencia a antibidticos exige voluntad politica3*.

El aumento de la infecciones de microorganismos resistentes lleva consigo enfermedades mas
largas, mayor mortalidad, mayores estancias en hospitales, pérdida de proteccién de los
pacientes en operaciones quirdrgicas y un aumento de los costes en sanidad®*. Las bacterias
farmacorresistentes pueden circular libremente valiéndose de distintos vectores, pudiendo
afectar con su transmision al comercio, los viajes y la migracién humana®*. En paises menos
desarrollados, donde ya de por si es mas dificil el acceso a antibiédticos y muchos nifios mueren
anualmente por infecciones, este problema cobra mayor relevancia.

Los progresos en la lucha contra la resistencia han sido lentos, en parte, debidos a unas vigilancia
y notificacion deficientes por parte de los paises3.

El Foro Econdmico Mundial ya advirtié que todos los paises deben actuar conjuntamente porque
es imposible gestionar esta situacion en solitario?’. Sélo en la Unién Europea, la resistencia a
antibidticos produce unos gastos sanitarios adicionales y una bajada de productividad cifrada en
al menos 1500 millones de euros34. En EEUU, se gastan entre 21-34 mil millones de délares para
luchar contra los microorganismos multirresistentes, ademas de los 8 millones de dias de
atencion en hospitales anualmente que esto supone. El PIB invertido en este pais para ello ha
pasado de 0,4% a 1,6%%.
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En Espafia 3000 personas mueren al afilo como consecuencia de infecciones de bacterias
multirresistentes, siendo 33000 a nivel europeo. El coste nacional anual de este problema es de
150 millones de euros®. Se estima que dentro de 35 afios, fallezcan 40000 personas en nuestro
pais cada afio, y 390000 en Europa, convirtiéndose en la primera causa de muerte.

Conocimiento del problema por parte de la sociedad

En el Eurobarémetro especial’ se pregunté a la poblacidn sobre su conocimiento de los
antibidticos y el uso que les dan a éstos. En la encuesta europea, se pregunto a un total de 1009
espanoles entre el 11 y 23 de septiembre de 2018.

Los primeros resultados arrojados es que el 50% de espaioles cree que los antibiéticos matan a
los virus (el 38% dijo que no lo hacen y el 12% se abstuvo) frente al 48% de media europea (43%
no lo hace); el 36% lo usaria contra un resfriado (57% no y 7% se abstuvo) en contraposicion del
28% de la unidn europea; gran parte de los espafioles (86%) conoce que un uso innecesario del
mismo los vuelve inefectivos, algo muy similar a la media de la UE (85%).

En lo referido al uso de los antibidticos, los datos de Espafa y la UE son iguales a la hora de
responder sobre cuando dejan de tomar antibidticos una vez iniciado el tratamiento (84%
cuando se han tomado los antibiéticos indicados, 13% cuando se sienten mejor, 3% otro).

La encuesta enseia que los espainoles han recibido menos informacién sobre el uso de los
antibidticos con respecto a la UE, ya que tan solo el 23% de espaiioles lo ha hecho frente al 33%
de la comunidad europea.

Antimicrobianos naturales

Pese a no conocerse los antibidticos hasta el siglo XX, a lo largo de la historia se han ido
empleando gran cantidad de métodos cuyo fin era evitar el contagio de infecciones o
contaminaciones de los alimentos.

Estos hechos se han descubierto excavaciones arqueoldgicas de Mesopotamia, donde hacian
mezclas con vino, enebro y ciruelas. La cultura drabe describia el espiritu del vino, llamado al-
Khol, raiz de la que vienen muchas palabras espafiolas actuales para describir productos contra
infecciones. En escritos de Hipdcrates en la antigua Grecia se recomendaba usar miel en heridas
(pese a que no se conoce su mecanismo de accidn??, se sabe que posee vitaminas B6, tiamina,
niacina, riboflavina y acido pantoténico), tomillo (timol y carvacrol®®) en enfermedades
infecciosas o vinagre para acciones antisépticas?.

Muchas de las plantas aromaticas, como el romero, tomillo, clavo, pimienta... son plantas
empleadas para preservar y evitar infecciones y contaminaciones. Incluso en la religion se
emplean y se documentan ya el uso de estos compuestos, como son el incienso y la mirra®
(debido a que estan formados por diferentes terpenoides).

Estos son algunos ejemplos de como la cultura de las diferentes civilizaciones conocia ya el poder
de algunas sustancias como antimicrobianos. Si se permite un inciso personal, en la cultura
popular de mi zona se conoce al ajo como “la penicilina del pobre”, por su actividad
antibacterianay es por ello muy usado en las recetas. Este compuestos antimicrobiano presente
en el ajo se conoce, es la aliina?.
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Géneros bacterianos productores de antibioticos que se hay en
el suelo

La Penicilina fue el primer antibiético descubierto, estaba producido por un hongo y tenia una
desventaja, y es que solo afecta a los Gram positivos, mientras que los Gram negativos no sufrian
sus efectos, debido a la presencia de su membrana externa®. En 1943 se produjo el segundo
gran descubrimiento en la era de los antibidticos cuando se descubrié que Streptomyces griseus
era capaz de producir estreptomicina, un antibiético que se dirige contra la sintesis proteica al
unirse en la subunidad 30S del rRNA procariota, afectado de este modo Unicamente a bacterias,
incluyendo Gram negativas®.

El 60% de los antibidticos producidos por microorganismos son generados por el orden
Actinomycetales®. La mayoria de los antibidticos usados hoy en dia con origen en el filo
Actinobacteria, concretamente el 80%, estan producidos por Streptomyces*.

En la Tabla 5 se recogen algunos de los antibidticos de uso comercial mas extendidos y el
microorganismo que los produce:

Tabla 5. Selecciéon de antibiéticos de origen natural mas empleados en la actualidad y

microorganismos productores’®

Antibiodtico Microorganismo productor Antibiodtico Microorganismo productor
Cefalosporina = Acrenonium chrysogemum Daptomicina = Streptomyces roseosporus
Eritromicina Saccharospolyspora erythraea Ivermecina Streptomyces avermitilis
Kanamicina Streptomyces kanamyceticus Vancomicina | Anrycolatosis orientalis

Fundamentos del ensayo propuesto en SWI

El ensayo llevado a cabo en el proyecto MicroMundo se basa en la recogida de muestras de
tierra para cultivar las bacterias que habitan en ella en un medio de cultivo sélido vy
posteriormente comprobar si alguna es capaz de producir una sustancia antibiética frente a los
microorganismos testigo.

Es una metodologia de la microbiologia “clasica” porque es una de las primeras técnicas que se
emplearon cuando comenzd el gran auge de la microbiologia en los afios 40 del siglo XX. Se
puede llegar a la conclusidn de que si es una técnica sobrexplotada durante tantisimo tiempo y
que practicamente desde los afios 80 no han aparecido muchos antibidticos nuevos® équé hace
pensar que con este proyecto las cosas van a cambiar, que encontraremos algo nuevo?

Para entenderlo, hay que pensar en la magnitud de este proyecto y lo importante que es que
llegue a la mayor cantidad de sitios posibles. Durante los afios donde se descubrieron una gran
suma de antibidticos, las zonas registradas para la busqueda eran una infima parte de todas las
posibles.

Sin embargo, si pensamos en los cientos de miles de personas que pueden implicarse en la
iniciativa, nos lleva a cientos de miles de posibles nuevos lugares y ambientes que todavia no se
han analizado, con lo cual, las posibilidades de encontrar una nueva sustancia o especie
productora aumentan.

La primera sustancia antibidtica descubierta fue la Penicilina, por Alexander Fleming quien vio
que el hongo del pan inhibia el crecimiento de las bacterias de S. aureus que él habia sembrado,
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llamando el posible compuesto Penicilina (el hongo era Penicillium Notatum), pero como el
efecto inhibitorio era minimo llegd a pensar que esa sustancia carecia de interés comercial. Fue
un pequefio error, debido a que en la década de los 40 se consiguid purificar Penicilina de una
cepa que era mejor productora, dando comienzo a la era antibiética®*>.

Objetivos

Con este trabajo se ha intentado aunar todas las muestras y datos recogidos en los centros
educativos, con el propésito de poder determinar aquellos que también produjeran sustancias
inhibitorias frente a otros microorganismos patégenos y su respectiva identificacion. La
resistencia a antibidticos es un problema que nos afecta a todos por igual, por lo que se
intentaba saber qué informacidn tiene la ciudadania.

1. Comprobar el conocimiento de la poblacidon acerca de la resistencia a antibidticos
mediante una encuesta propia, distinguiendo por el nivel de estudios recibidos, algo
diferencial respecto la realizada en el Eurobarémetro.

2. Verificacién de positivos

3. Comprobacion de actividad antimicrobiana frente a microorganismos patégenos

4. ldentificacidon de microorganismos positivos a partir de la secuenciaciéon de las regiones
16S de rRNA

5. Optimizacion de la produccién y resultados en los ensayos

6. Comprobar el efecto de congelacion/descongelacion de las muestras para la produccion
de antibidticos

Materiales y métodos

En este trabajo se han producido muchos ensayos diferentes, con el fin de poder caracterizar lo
mejor posible las muestras recogidas en colegios y poder determinar las condiciones dptimas de
produccién de antibidticos.

Cepas bacterianas y Medios de cultivo

Las cepas empleadas fueron B. subtilis , E. coli (DH5a), Enterobacter faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (CECT794), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomona
aeruginosa (ATCC 27853), Mycobacterium smegmatis (mc*155) y Mycobacterium bovis BCG. Las
bacterias ESKAPE son un grupo de aquellas bacterias que en la actualidad dan problemas de
resistencia a antibidticos.

Los medios empleados para el crecimiento de las bacterias testigo fueron Brain Heart Infusion
(BHI, DIFCO siguiendo las recomendaciones del fabricante), y LB (CULTIMED, elaborado de
acuerdo con los protocolos del laboratorio). Para el ensayo de antibiosis frente a B. subtilis y E.
coli se utilizo BHI-A (17% agar segun los protocolos del laboratorio, BHI-A con 5% cicloheximida
para el aislamiento en los colegios) o Mueller-Hinton (M-H, SCHARLAU, se siguen las
recomendaciones del fabricante). En el caso de las bacterias patégenas se utiliz6 M-H con un
suplemento de cationes: 22mg/| CaCl, y 12mg/l MgSO4 en una proporcién de 100ul/100ml de
medio.

Para trabajar con de Klebsiella pneumoniae se suplementd con 4% de Suero Fetal Bovino (SFB).
En el cultivo de Mycobacterium bovis BCG se empleé 7H9 y 7H10 (DIFCO™ Middlebrook), los
cuales son de BD (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA). Tanto 7H9 como
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7H10 se suplementaron con ADC (BBLTM Middelbook) al 10% y con tween 80 (SCHARLAU) al
0,05%).

Todos los microorganismos crecian ON, con excepcion de M. smegmatis (48h) y M. bovis BCG (1
semana).

Ensayo de Antibiosis

A través de. este ensayo se intenta conocer si la muestra que estamos probando genera
antimicrobianos frente al microorganismo testigo.

Hacer una cuadricula sobre la placa de Petri. Siembra de césped bacteriano del microorganismo
testigo sobre el medio de cultivo sélido que se ajuste mejor las necesidades de crecimiento de
esta bacteria. La siembra se produce utilizando un hisopo, el cual se ha introducido en un medio
liguido donde se encuentra el microorganismo testigo en fase estacionaria, el cual habia crecido
ON a su temperatura de crecimiento éptima correspondiente tras el indculo realizado el dia
anterior.

En las celdas de la cuadricula se ponen las colonias potencialmente productoras de antibidticos
gue se quieren testar. Las cuadriculas estdn convenientemente rotuladas para conocer qué
muestra es la depositada en ella.

Se deja incubar en las condiciones de temperatura y tiempo necesario para el crecimiento de la
bacteria testigo (302C/24h en B. subtilis y 372C/24h para E. coli). En caso de las bacterias
patdgenas, las antibiosis se incuban a 372C/24h con excepcidén de M. smegmatis que necesita
48h de crecimiento.

Antibiosis realizada con sobrenadante en agujeros del agar

El concepto es igual a la antibiosis, pero en lugar de realizar la cuadricula, una vez se ha
extendido el césped de B. subtilis o E. coli (segun corresponda) se procede a realizar una serie
de agujeros sobre el agar (BHI-A).

En los agujeros se introducen 200ul de sobrenadante, filtrado o no, de los microorganismos que
se van a testar y que previamente han crecido en medio liquido LB. Al poner el sobrenadante en
el agar, difunde en forma radial y se observan halos de inhibicién en caso de haber antibidtico y
que los microorganismos lo secreten al medio, como suele ser lo habitual.

Las muestras escogidas para ser testadas con su sobrenadante filtrado fueron escogidas al azar

Tabla 6. Muestras escogidas para ser testadas con su sobrenadante filtrado fueron escogidas
al azar

Z/UZ-Bt-C2-11  Z/UZ-Bt-C3-20 Z/RM 1-2 Z/CA 06-21 Z/GO07-21 Z/RM 1-12
El resto de las cepas testadas, cuyo sobrenadante no fue filtrado, fueron aquellas que habian
dado positivo en la antibiosis de verificacién de la primera sesion.

Antibiosis con discos

Los microorganismos que se va a testar crecen en eppendorfs de 1,5 ml en medio liquido LB
durante 6 dias a 252C. Tras ese tiempo se centrifugan los eppendorfs a 14000 rpm durante 10
minutos.
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Se realiza el césped sobre el medio sdlido con la bacteria testigo y sobre él se colocan discos de
antibiosis, puestos en la misma posicidn a la cuadricula de una antibiosis normal. Se toman 20ul
de los sobrenadantes de los eppendorfs centrifugados con las muestras y se depositan sobre
cada uno de sus correspondientes discos. Posteriormente, se incuba el tiempo y a la
temperatura necesarios del microorganismo testigo.

PCR

Se utilizan oligonucleétidos del stock del laboratorio, los cuales amplifican las regiones 16S de
los rRNA (una regién que permite diferenciar procariotas de eucariotas, que tendrian 18S). Los
oligonucledtidos empleados a una concentracidon 25uM tienen las siguientes secuencias:

=> 16S-F: AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA
= 16S-R: AGGCCCGGGAACGTATTCAC

Las mezclas de PCR empleadas en este ensayo estdn fijadas en protocolos del laboratorio. La
enzima empleada es Mytaq polimerasa de la empresa Bioline.

El programa seguido en el termociclador para ensayar los oligonucledtidos es el siguiente:

También recomiendan
582C

35 ciclos

Figura 4. Programa empleado en el termociclador para la amplificacién del gen 16S

Los oligonucledtidos se ensayaron en primer lugar con 5 muestras al azar, un control positivo y
un control negativo. Se procede a visualizar el resultado sobre geles de agarosa al 1% con
bromuro de etidio para poder observar las bandas con luz ultravioleta. Las muestras corren el
aproximadamente durante una hora, empleando un campo eléctrico de 90V.

Resultados
Encuesta de este trabajo

Se realizd una encuesta propia para determinar el conocimiento de la sociedad sobre el
problema de la resistencia a antibidticos, diferenciando entre personas con y sin estudios
universitarios, dado que MicroMundo es un proyecto enfocado hacia niveles preuniversitarios y
de esta forma comprobar si mas iniciativas de este tipo son necesarias. La preguntas que se
formularon se encuentran en el Anexo V. La encuesta se realizé entre los dias 3-14 de abril de
2020 a un total de 293 personas.

El 33% de los encuestados no poseian estudios universitarios y el 67% si los tenia.
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Figura 5. Gréficas representativas de la encuesta realizada en este TFG donde se muestran los conocimientos que la sociedad dice tener acerca de
la resistencia a antibidticos. Las respuestas se organizaron en:

@ >N R

Nuestro cuerpo se adapta a los antibidticos y cada vez necesitamos mas dosis para conseguir el mismo efecto

La cantidad de antibidticos que se consumen es mayor a la produccidn global de antibiéticos

Un microorganismo deja de ser afectado por un antimicrobiano al que era sensible anteriormente

La resistencia de una persona a tomar un antibidtico, al igual que los antivacunas

Otra

Respuesta Unica de “un microorganismo deja de ser afectado por un antimicrobiano al que era sensible anteriormente”

Haber respondido otra respuesta

Como muestran los graficos de la Figura 5, un 96% de las personas con estudios
universitarios habian oido hablar de la resistencia a antibidticos, aunque sélo el 48% sabia
indicar su definicion en un respuesta multiple y sélo el 38% contestd con respuesta Unica
bien, frente al 83% de los no universitarios que habian oido el concepto, 40% que habia
indicado la respuesta correcta y sélo un 22% dio la respuesta Unica a la definicién exacta.

En la cuestién de dénde habian conseguido los ultimos antibidticos que habian tomado, el
88% de los universitarios y el 86% de los no universitarios afirmé que de un personal
sanitario (frente al 95% que dice Europa), el 2% y 3% respectivamente aseguraron que no
era de personal sanitario y los 10% y 11% restantes (universitarios y no universitarios) no
sabian o no contestaban.

En lo referido a cuando se toman estos medicamentos, el 96% dijo que cuando el médico
asi lo indica, el 3% con un resfriado y el resto lo toma por precaucién o indisposicion. Los
no universitarios dijeron en un 92% que cuando el médico se lo receta, el 6% con un
resfriado y el 2% remanente en caso de precaucion o indisposicién.
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Una de las causas que produce la aparicion de microorganismos resistentes se debe a un
mal uso de los antibidticos al no acabar el tratamiento. Segln nuestra encuesta, el 76% de
los universitarios lo acaban mientras que la cifra se reduce al 72% de no universitarios. El
7% de universitarios lo deja cuando se siente mejor (el 13% lo termina a veces y el otro 4%
se suele olvidar de tomarlo), que se convierte en el 11% de los no universitarios (13% y 4%
respectivamente).

La concienciacién de la poblacién se ve si consideran éste un problema o no. Los
universitarios dijeron en un 75% que si lo es, un 3% dijo que no y el 22% que tal vez. El 79%
de los no universitarios dijeron que si, el 1% que no y el 20% que tal vez.

MicroMundo es un proyecto de concienciacidén sobre la resistencia a antibiéticos, pero no el
Unico que se desarrolla en nuestro pais, por lo que se les interrogd si alguna vez habian oido
hablar de él o alguno parecido. El 82% de universitarios dijo que no habia oido nunca nada
similar, el 16% si conocia la existencia de MicroMundo y el 2% restante se repartia entre el PRAN
y Anuncios publicitarios. Los no universitarios no conocian nada en un 91% y un 9% si conocia
MicroMundo.

Se les sugirié que diesen propuestas a titulo personal sobre cdmo mejorarian cientifica o
politicamente este problema, obteniéndose los resultados de la Figura 6:

Numero total de propuestas al respecto
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Figura 6. Propuestas generadas por los encuestados para resolver el problema de la resistencia a antibidticos. Se organizaron
en 7 grupos: Dar medicamento sélo con receta; Mayor difusién, promocién del problema-dandolo a conocer en la escuela;
Mayor inversidn en ciencia; Control en la produccién de Carne; Concienciacion del personal sanitario para dispensar
antibidticos; Vender medicamento en dosis justas; No hay solucién

Crecimiento, aspecto y morfologia de las colonias

Las muestras recogidas en los centros educativos y que habian apuntado como positivos se
encuentran en glicerol 15% a -202C, por lo que era preciso descongelarlas y hacer una siembra
por agotamiento, con el fin de conseguir aislar colonias y asegurarse a la vez que se esta
trabajando con cultivos puros sin contaminar. La siembra de cada una de las muestras se produjo
sobre medio sélido BHI-A.

Al descongelar las muestras, algunas de ellas no crecieron a pesar de haber estado incubando
durante 5 dias a 302C en BHI-A.
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No todas las muestras crecieron en las primeras 24h, sino que algunas tardaron mas tiempo en
desarrollarse.

Segun el aspecto y la morfologia observada, la mayor parte de las muestras eran transparentes,
habiendo creado biofilms que ocupaban todo el espacio disponible. No todos los biofilms
formados eran transparentes, otros eran blancos, como por ejemplo ocurre con la muestra
Z/VAL 05-20. Otras muestras, como Z/CA 07-16 se observan colonias que se aislan con facilidad.

Las morfologias podian ir desde muy rugosas, como Z/RM 1-15 o de aspecto mucoso, como era
el caso de Z/RM 2-12.

Caben destacar cuatro casos especiales:

- Z/VAL03-19 tras una semana de crecimiento desarrollaba una pigmentacion azul en un
punto muy pequefio en el centro de sus colonias.

- Z/VAL 15-4 desarrollaba una pigmentacion que pasaba gradualmente de blanco a negro
a medida que avanzaban los dias.

- Z/CA 01-4 y Z/CA 10-28 eran colonias transparentes que tifieron el medio de un color
rojizo muy potente, algo que hizo suponer que el antibidtico producido en cuestién era
Rifampicina y posiblemente fueran la misma especie. Sin embargo, en los ensayos de
antibiosis frente a bacterias patégenas no obtuvieron los mismos resultados.

Comprobacion de los microorganismos positivos

Se analizaron un total de 159 microorganismos diferentes que en los colegios se habian
catalogado como positivos, pero tan solo 78 fueron verificados en estos ensayos, es decir, el
49,05%. No se valord la intensidad del positivo como si se hizo frente a las bacterias patégenas.

Se ensayaron 147 muestras frente a B. subtilis, pero tan solo 71 se corroboraron como positivos
en el primer ensayo, lo que representa el 48%.

Para E. coli el nimero de muestras analizadas fue de 27 de las cuales 15 también habian sido
ensayadas frente a B. subtilis. 14 de las muestras volvieron a reafirmarse como verdaderos
positivos frente a E. coli, lo que les convertia en el 52% del total.

Tabla 7. Resumen de resultados en los ensayos de antibiosis de comprobacion

 Tesubtlis [Ecoi  [Ambos [Tl |

En el anexo Il se recogen los resultados todas muestras en las antibiosis de comprobacion
realizadas. Las muestras estan nombradas siguiendo las normas internas de MicroMundo a nivel
nacional: X/YY ZZ-W (iniciales de = Provincia/colegio grupo-muestra). Por ejemplo: Z/CA 08-6
(Provincia de Zaragoza/Colegio Aleman Grupo 08- muestra 6). Las iniciales de los colegios en los
que se llevd a cabo el proyecto son:

e CA: Colegio Aleman
e RM: Colegio Rosa Molas
e SAL: Colegio Salesianos
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e VAL: Colegio Valdespartera
e GO: Colegio Goya

Para descartar todas las muestras que habian dado negativo en la primera antibiosis se
ensayaron de nuevo en medio M-H. Ninguna de las muestras analizadas dio positivo por lo que
se descartaron de cara a futuros ensayos.

Se hizo un ensayo de antibiosis por duplicado con estas muestras, mostrando que no se repetian
los resultados con el fin de ver la fiabilidad de los primeros datos. De los 78 que inicialmente
habian dado positivos en B. subtilis, se corroboraron 42 en la primera repeticidén de antibiosis y
51 en la segunda. Para E. coli también se iba a probar este ensayo, pero por las circunstancias
del estado de alarma no pudo realizarse. Los resultados estan en el Anexo Il (22 y 32 columna).

Comprobacion tras la congelacion de las muestras

Bastantes muestras que habian sido congeladas no reprodujeron resultados positivos en las
antibiosis de comprobacidn, por lo que se sospeché que la congelacién podria influir.

Para saber si éste era un factor determinante que pudiera afectar a las bacterias se necesitaba
que no estuvieran congeladas previamente. Se emplearon las muestras aisladas en las practicas
de Biotecnologia en Microbiologia al no haber sido congeladas. Esas muestras estaban en medio
liquido, se cogié 1ml de cada unay se congelaron en glicerol 15% a -209C.

Se llevé a cabo una antibiosis con B. subtilis como bacteria testigo, dado que era la que habian
empleado en las practicas de Microbiologia. Se tenia un total de 15 muestras en medio liquido.
Las muestras congeladas se sembraron sobre medio sdélido BHI-A y las que no habia sido
congeladas estaban en el medio liquido se emplearon 100ul para realizar la antibiosis. Los
resultados mostrados en el Anexo Il y Ill son los correspondientes a las muestras congeladas.
Ninguna de las muestras no congeladas dio resultado positivo.

Actividad frente a bacterias patégenas

78 muestras que habian confirmado su positivo en alguna repeticién en B. subtilis o bien en E.
coli, se ensayaron frente a otras bacterias patdgenas: Staphylococcus aureus, Enterococcus spp.,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium
bovis BCG (la identificacion de las cepas estd en Materiales y Métodos). Son un conjunto de
microorganismos que causan los mayores problemas de resistencia a antibidticos. Los
resultados por muestras con la valoracion de su grado de inhibicién estan en el Anexo Il

Tabla 8. Resultados de las antibiosis realizadas ante bacterias patégenas
S
aureus spp. pneumoniae | aeruginosa smegmatis
78 78 78 78 78
probadas
23

N2 muestras 4 25 9 9
positivas

% muestras [PER 5,13 32,05 11,54 11,54
positivas

Este ensayo se realizé con BCG no se obtuvieron resultados porque las bacterias crecieron tanto
que ocuparon la placa y no dejaron crecer a M. bovis BCG.
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Este mismo experimento se iba a realizar filtrando las muestras que habian dado positivo en M.
smegmatis, pero debido al estado de alarma no pudo realizarse el ensayo.

Comprobacion de la influencia de los medios

No se observd un patrdn claro que permitiese decir qué medio de cultivo sélido era mejor para
comprobar los positivos, sino que se vio que era el propio microorganismo el que le resultaba
mas beneficiado en un medio u otro.

Se realizé un ensayo siguiendo el esquema de la figura 7 para determinar la influencia del medio
de cultivo. Las muestras empleadas son aquellas que habia sido positivas en la produccion de
antibidticos frente a los dos microorganismos testigo no patégenos (B. subtilis y E. coli).

4 de estas antibiosis son sobre medios sdlidos BHI-A y M-H, donde se utilizan colonias de los
microorganismos productores. A su vez, se realiza el mismo ensayo, pero en lugar de emplear
las colonias de los microorganismos productores, éstos crecieron en medio liquido LB y se
emplean los sobrenadantes, de los que se pusieron 20ul sobre discos de antibiosis. La razén de
este tipo de antibiosis es ver si las recogiendo el sobrenadante y poniéndolo sobre los discos se
observarian los mismos resultados (por ejemplo, en M. bovis BCG se tiene que hacer sobre
discos).

El ensayo queda reflejado en el esquema de la Figura 7, donde se muestran los microorganismos
testigo empleados:

Antibiosis Normal Antibiosis con Discos
M-H BHI-A

Figura 7. Esquema para comprobar la influencia del medio sobre el microorganismo productor

Tabla 9. Resultados de las antibiosis realizadas para comprobar la influencia del medio

Antibiosis\muestra | Z/CA 07-16 | Z/RM 1-1 | Z/VAL 03-19 | Z/VAL 05-20 Z/VAL06-15 | Z/VAL 16-15 | Z/VAL 21-1C

BHI-A \[iElE Positivo Positivo  Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

(B.sub)
M-H \[luEll Positivo Negativo Positivo Positivo Negativo  Positivo Positivo
(B.sub)
SN (38 Positivo Negativo  Negativo Positivo Negativo  Positivo Positivo
coli)
VBRI EIR (28 Negativo  Negativo  Negativo Positivo Negativo  Positivo Positivo
coli)
S EAGIL RS Negativo  Negativo  Negativo Negativo Negativo  Negativo Negativo
sub)
M-H discos © Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo  Positivo Positivo
sub)
BHIFA'discos  (E> I >Te13 41V e} Positivo  Negativo Negativo Negativo  Positivo Negativo
coli)
M-H discos 2 Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo  Positivo Positivo

coli)
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Esto quiere decir que no es el medio quien determina mejores resultados, sino que depende del
microorganismos, sin que podamos predecir en qué medio sera mas eficaz. Lo que si se ve es
gue ensayando con la colonia y no con discos, se observaran mas probablemente los resultados
positivos.

Comprobacion realizada con la difusidn del sobrenadante en el
agar
Por lo general, los resultados obtenidos con respecto a las antibiosis de verificacion de positivos

se siguen observando las inhibiciones, aunque sus halos son de menor didmetro. Este hecho no
se da en la muestra Z/RM 1-1, donde el halo de inhibicidn es mas grande que en otros ensayos.

En cuanto a las muestras que fueron filtradas, se aprecia que el halo de inhibicién es mas nitido
y grande que aquellas muestras que no fueron filtradas, aunque la diferencia no sea muy grande.

Analisis de la PCR

En este ensayo Unicamente se llegé a comprobar la viabilidad de todo el proceso. Se comprobd
gue el proceso funcionaba, debido a la observacién de una Unica banda por muestra analizada,
lo que significa que habian amplificado correcta y especificamente la region de interés.

Figura 8. Gel de Agarosa 1% con Bromuro de Etidio. Productos de amplificacion de la PCR en la comprobacidn de
Oligonucledtidos. Por carriles, las muestras son, de izquierda a derecha:

P. Marcador de pesos moleculares; 1.Z/CA 01-8; 2. Z/CA 07-16; 3. Z/CA 09-21; 4. Z/RM 1-1; 5. Z/RM 1-2; (+) Control positivo;
(-) Control negativo

En cuanto al control negativo, tal como se ve en la Figura 8, se aprecia una banda de menor
intensidad.

Discusion
A pesar de no poder haber realizado todos los ensayos previstos, se pudieron conseguir un gran
numero de resultados.

Los datos obtenidos de las encuestas son de utilidad. Comparando con los datos de la Unidn
Europea los de la encuesta de este trabajo se ve como el porcentaje de gente que acaba el
tratamiento antibiético desciende entre el 5% y el 10% (dependiendo si han recibido estudios
universitarios o no), el 84% de los espafioles segun el Eurobarémetro lo terminan, segin nuestra
propia encuesta, lo finalizan el 76% de los universitarios y el 72% de los no universitarios. El
problema puede ser mayor de lo que se piensa.
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Mayor proporcidn de universitarios han oido hablar de la resistencia a antibidticos respecto a
los no universitarios, pero en ambos casos ninguno supera el 40% respondiendo la definicidn
correcta y Unica del problema. En los no universitarios se queda en el 22%, por lo que, aunque
se hayan llevado a cabo campafias, no se han producido para toda la poblacién por igual y no
han sido efectivas.

No se han promocionado muchos proyectos tan importantes como MicroMundo pese a que el
31% de las propuestas de solucién es dar mayor difusion, incluso ir a los centros educativos.

En la recogida de muestras en los colegios, se hicieron los andlisis con dos microorganismos
testigo, un Gram positivo (B. subtilis) y un Gram negativo (E. coli). Era de interés ensayar con una
Gram negativa, porque las Gram negativas son las bacterias frente a las que se encuentran
antibidticos con mayor dificultad®.

Los medios utilizados en el aislamiento en los colegios y en las primeras antibiosis de
comprobacidon fue BHI-A, un medio rico en nutrientes, que facilita el crecimiento de bacterias
aerobias. Como se comprobd que las muestras crecian bien en este medio sélido y habian dado
resultados positivos, se decidié volver a usar en las antibiosis de comprobacién.

Sin embargo, en las primeras comprobaciones hechas con medio BHI-A, tan solo el 35,3% de las
muestras analizadas verificaron que fuesen positivas. Se pensd que podia ser debido en parte a
la congelacidn y también al medio. A partir de la segunda sesién de comprobacién se empled el
medio sélido M-H, un medio pobre en nutrientes.

Los antibidticos son productos secundarios, las bacterias lo producen en la fase estacionaria de
crecimiento, donde los nutrientes comienzan a escasear y es la casusa de que las bacterias no
aumentan en nimero. Con el medio M-H se intentd recrear este ambiente para comprobar si
de esta forma el porcentaje de verificacion aumentaba. Se puede observar en el anexo IV qué
muestras fueron probadas primero sobre BHI-A y cudles sobre M-H.

La primera antibiosis realizada con medio M-H dio una mayor cantidad de positivos respecto del
medio BHI-A, por lo que se quiso comprobar si el medio era realmente el factor determinante
en la produccién de antibidticos. Los ensayos de comprobacién de influencia del medio, como
se muestra en los resultados, determinaron que el medio no era por si mismo un factor
determinante.

En otros ensayos de repeticiéon de antibiosis con las muestras que habian dado positivo
anteriormente, se vio que no todas repetian los resultados (y al hacerlo por triplicado, en algunas
no se repetia en ninguna de las repeticiones).

Para comprobar si la influencia de las condiciones de almacenamiento jugaba algun papel
relevante en la produccién de antibidticos, se disefid un experimento a través del cual se
realizaban diferentes pases a las muestras y también se guardaban a temperaturas diferentes,
como se muestra en el apartado de “Plan de trabajo a seguir”. En las muestras de los colegios
se observaron grandes halos de inhibicién que no se vieron en las antibiosis de comprobacién.

Podria ser que los procesos de congelacidn-descongelaciéon produjesen un aletargamiento de
los microorganismos y por lo tanto les costase mas producir los antibioticos. Para refutar esta
teoria se disefidé un ensayo de influencia de la congelacidn/descongelacion, similar al realizado
con las muestras de las practicas de Unizar, pero pasando de medio liquido a sélido en primer
lugar las muestras antes de realizar la antibiosis.
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Los resultados de las antibiosis de bacterias patdgenas muestran que:

=>» Todas las muestras positivas para 4 patdgenos habian dado positivo en las tres antibiosis
de comprobacion.

=>» Todas las muestras positivas para 3 patégenos habian dado positivo en las tres antibiosis
de comprobacion.

=> El 85% de las muestras positivas para 2 patdgenos habian dado positivo en las tres
antibiosis de comprobacidn y el 15% lo habia hecho en dos antibiosis de comprobacién.

=> El 39% de las muestras positivas para 1 patégeno habian dado positivo en las tres

antibiosis de comprobacidn, el 31% lo habia hecho en dos antibiosis y el 30% sélo en Ia

primera.

El 39% de las muestras que no fueron positivas para ningun patégeno habia dado

positivo en las 3 antibiosis de comprobacion, el 29% los habia hecho en dos antibiosis y

el 32% sélo en la primera.

7

Hay una correlacion en que los microorganismos que habian dado positivo en mayor nimero de
antibiosis, el halo de inhibicion en las bacterias patdgenas era mds grande, como se pueden ver
en las tablas del Anexo lll. Esto puede significar que estas muestras son buenos productores de
antibidticos.

Se queria comprobar mas caracteristicas de la produccién de antibiéticos, como si la no
presencia del microorganismo favorecia a ver un efecto inhibitorio en el ensayo de difusion del
sobrenadante, donde se vio, por ejemplo, que Z/RM 1-1 producian un halo inhibitorio bastante
grande, mientras que en otros ensayos con crecimiento de la muestra, estos halos eran minimos,
algo que podria suceder lo mismo con otras muestras.

En el ensayo de difusion del sobrenadante se observé también que aquellas muestras que
habian sido filtradas daban halos positivos mayores.

Por ultimo, el ensayo realizado para comprobacién del proceso PCR se validé para trabajar
posteriormente con de esta forma al dar una Unica banda en el gel de agarosa 1% una vez que
corrieron los productos. Por lo tanto, aquellos productos que se secuenciasen serian Unicos de
las 16S rRNA y permitirian identificar las bacterias de las muestras.

Plan de trabajo que se hubiera seguido

Dadas las circunstancias, no se han podido llevar a cabo todos los experimentos disefados, por
lo que se exponen a continuacién aquellos que no se hicieron

Antibiosis frente a SARM

Con las muestras positivas frente a Staphylococcus aureus, se queria hacer una antibiosis frente
a Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (SARM), dado que es una de las principales
bacterias causantes de infecciones resistentes a antibidticos y una de las mas habituales que se
contagian en hospitales.

Identificacion

Se penso en la identificacidn de aquellos microorganismos que habian dado resultados positivos
frente a un mayor nimero de bacterias patégenas, mediante los productos de la amplificacién
de la secuencia 16S del rRNA. Los primers que se iban a emplear son los que anteriormente se
habian comprobado en los ensayos descritos.
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En varias de las muestras aisladas de los colegios se observé una bacteria filamentosa, con
caracteristicas peculiares, creando una forma enramada. No era positiva ante ningun
microorganismo, aunque si muy prevalente. Esta también se iba a secuenciar para determinar
qué era.

Todas estas secuencias, una vez obtenidas, se identificarian con la aplicacion BLAST que
reconoce las ya conocidas e indicaria qué microorganismo es el de la muestra, o en algun caso,
si hay alguno desconocido, indicando su lugar en el arbol filogenético.

Repeticidon de ensayo con M. bovis BCG

El ensayo no salié bien, por lo que se iba a realizar la antibiosis frente a M. bovis BCG, empleando
Unicamente aquellos microorganismos que habian dado resultados positivos frente a M.
smegmatis (dada su relacion) y filtrando el sobrenadante, evitando de esta forma que crecieran
las colonias de los microorganismos, inhibiendo el crecimiento del césped bacteriano.

Las muestras frente a las que se probaria BCG crecen en medio LB liquido durante 6 dias a 252C.
Posteriormente se realizaria el ensayo. La incubacidon con BCG se desarrollaria a 252C durante 2
semanas.

Influencia de la temperatura

Es posible que los microorganismos tengan una temperatura dptima para la produccién de
antibioticos, por lo que se iba a realizar el crecimiento en medio liquido de las cepas en un
intervalo de temperaturas entre 202C y 362C, tras los cuales se cogerian los sobrenadantes, se
filtrarian y se harian ensayos de antibiosis con discos de antibiosis.

A su vez, la temperatura también puede afectar a los resultados, por lo que se realizarian
antibiosis entre los mismos intervalos de 202C y 362C. La hipdtesis es que puede haber una
temperatura éptima de produccidon de antibidtico, pero también es posible que haya una
temperatura éptima de actuacion, lo cual se determinaria con este ensayo.

Influencia de las condiciones de almacenamiento

Es probable que las condiciones en las que se conservan las muestras pudieran influir en la
mayor o menor producciéon de antibioticos. Para comprobarlo se harian varios pases, variando
también la temperatura de almacenamiento entre los distintos ensayos.

Un ensayo organizado en 4 semanas para comprobar cémo afecta el nimero de pases de un
microorganismo a la hora de producir el antibidtico.

Se sacarian las muestras el dia -1 del congelador a -202C y se ponen sobre medio BHI-A a crecer
en 24h a 309C, haciendo este paso por duplicado. Al dia siguiente se procederia a hacer el ensayo
de antibiosis con los dos duplicados. Las muestras que estan crecidas en medio sélido se
almacenan una a 49C y otra a temperatura ambiente sobre la poyata.

Al cabo de una semana se procederia a hacer una pase de cada una a medio BHI-A de nuevo y
se harian antibiosis de todos los casos. Se almacenaria las correspondientes de nuevo a 42C o
temperatura ambiente. Cada semana se haria otro pase y repeticién de antibiosis hasta la cuarta
semanay se veria cdmo influyen estas circunstancias y cual de ellas es éptima para la produccién
de antibidticos.
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Conclusiones

1. Lasociedad reclama mas informacion, que se de en edades tempranas de aprendizaje y
gue se conozca mas y mejor el problema de la resistencia a antibidticos.

2. Un grupo numeroso de la poblacién admite haber oido algo al respecto de la resistencia
a antibidticos, pero pocos de ellos son capaces de definirlo correctamente
independientemente del nivel de estudios.

3. Aquellos microorganismos que tienen amplia reproducibilidad producen antibiéticos
frente a un mayor nimero de bacterias patdgenas y con halos de inhibicién mas
grandes.

4. El medio de cultivo sélido no es determinante para la produccién de antibidticos.

5. Hay microorganismos en el que el crecimiento de la colonia no permite observar
correctamente la inhibicidon que producen en la bacteria testigo, pero si se trabaja con
el sobrenadante, los halos son mas claros, como se observa con la muestra Z/RM 1-1 en
el ensayo de difusidn del sobrenadante.

6. Es necesario utilizar filtrados de sobrenadantes para ensayar antibiosis frente a
patdégenos de crecimiento lento como M. bovis BCG.

7. Las muestras Z/VAL 01-24 y Z/VAL 05-20 son interesantes para seguir trabajando con
ellas. La muestra Z/VAL 21-1C ha demostrado servir como buen control positivo tanto
para B. subtilis como E. coli.

Conclusions

1. Society demands more information, that it be given at an early learning age and that
problem of resistance to antibiotics be known more and better.

2. A large group of the population admits to having heard something about antibiotic
resistance, but few of them can define it correctly regardless of educational level.

3. Those microorganisms that have broad reproducibility produce antibiotics against a
greater number of pathogenic bacteria and with larger inhibitions halos.

4. The solid culture medium is not decisive to produce antibiotics.

5. There are microorganisms in which the growth of the colony does not allow correctly
observe the inhibition that they produce in the control bacteria, but if one works with
the supernatant, the halos are clearer, as observed with sample Z/RM 1-1 in the
supernatant diffusion assay.

6. It is necessary to use supernatant filtrates to test antibiosis against slow growing
pathogens such as M. bovis BCG.

7. Samples Z/VAL 01-24 and Z/VAL 05-20 are interesting in continue working with. Sample

Z/VAL 21-1C has been shown to serve as good positive control for both B. subtilis and E.
coli.
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Anexo I|. Abreviaturas

AEMPS: Asociacion Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios

AME: Aminogiycoside Modifying Enzime (Enzimas Modificadoras de Aminoglicésidos)
BCG: Bacillus Calmette-Guérin

BHI-A: Brain Heart Infusion Agar (medio de cultivo)

ESKAPE: Grupo bacteriano formado por las especies: E. coli- Staphylococcus aureus-
Klebsiella pneumoniae- Acinetobacter baumanii- Pseudomonas aeruginosa-
Enterobacter

M-H: Mueller-Hinton (medio de cultivo)

MM: MicroMundo (Versidn espafiola)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ON: Over Night (lenguaje cientifico para expresar durante toda la noche)

PCR: Polimerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

PRAN: Plan Nacional frente a la Resistencia de Antibidticos

RPM: Revoluciones por minuto

RNA: Acido ribonucleico (ribonucleic acid)

rRNA: RNA ribosémico

SARM: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina

SEM: Sociedad Espafiola de Microbiologia

SFB: Suero Fetal Bovino

SWI: Small World Initiative (Versidn original estadounidense)

SWIPI: Small World Initiative Partner Instructor

SWITA: Small World Initiative Teaching Assistant

TFG: Trabajo de Fin de Grado

TGH: Transferencia genética horizontal

TyE: Tiny Earth

UE: Unidén Europea
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Anexo Il. Antibiosis de comprobacion

1D B.sub B.sub B.sub E.coli ID B.sub B. sukB.sub E.coli
Z/CA-01-8 Z/VAL-21-2B
Z/CA-07-16 Z/VAL-21-3B
Z/CA-09-21 Z/VAL-21-5D
Z/RM-1-1 Z/RM-1-7
Z/RM-1-2 Z/RM-1-9
Z/RM-2-7 Z/RM-1-11
Z/RM-2-12 Z/RM-1-12
Z/RM-3-11 Z/RM-1-13
Z/RM-4-8 Z/RM-1-14
Z/CA-01-4 Z/RM-1-15
Z/CA-01-5 Z/RM-1-16
Z/CA-01-14 Z/RM-1-18
Z/CA-01-25 Z/RM-1-22
Z/CA-01-28 Z/RM-1-23
Z/CA-02-32 Z/RM-1-24
Z/CA-02-36 Z/RM-2-2
Z/CA-03-21 Z/RM-2-14
Z/CA-03-27 Z/RM-3-4
Z/CA-03-31 Z/RM-3-8
Z/CA-05-23 Z/RM-3-10
Z/CA-06-21 Z/RM-3-13
Z/CA-07-23 Z/RM-4-6
Z/CA-07-32 Z/RM-4-17
Z/CA-08-13 Z/RM-4-21
Z/CA-08-25 Z/GO-1-4
Z/CA-10-25 Z/G0-1-8
Z/CA 10-28 Z/G0-07-10
Z/CA-10-29 Z/VAL-01-3
Z/SAL-02-7 Z/VAL-01-7
Z/SAL-02-17 Z/VAL-01-9
Z/SAL-02-20 Z/VAL-01-11
Z/SAL-03-20 Z/VAL-01-12
Z/SAL 06-6 Z/VAL-01-13
Z/SAL-06-23 Z/VAL-01-15
Z/SAL-12-7 Z/VAL-01-17
Z/SAL-12-9 Z/VAL-01-21
Z/SAL-12-17 Z/VAL-01-24
Z/SAL-12-19 Z/VAL-02-15
Z/SAL-13-6 Z/VAL-02-22
Z/SAL-14-2 Z/VAL-02-24
Z/SAL-14-7 Z/VAL-02-25
Z/SAL-15-1 Z/VAL-04-3
Z/SAL-15-2 Z/VAL-03-4
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ID B.sub B.sub B.sub E.coli ID B.sub B. sukB.sub E.coli
Z/VAL-03-15 Z/UzZ-B2-11

Z/VAL-03-22 Z/UZ-B3-17

Z/VAL-04-7 Z/UZ-B4-4

Z/VAL-04-8 Z/UZ-B4-20

Z/VAL-04-9 Z/UZ-B4-20

Z/VAL-04-13 Z/Uz-C1-12

Z/VAL-04-14 Z/Uz-C1-15

Z/VAL-04-19 Z/Uz-C2-11

Z/VAL-05-23 Z/UZ-C2-24

Z/VAL-06-5 Z/UZ-C3-20

Z/VAL-06-6 Z/Uz-ca-7

Z/VAL-08-11 Z/UzZ-C4-23

Z/VAL-08-23 Z/CA-06-23

Z/VAL-11-3 Z/CA-06-24

Z/VAL-11-17 Z/CA-03-16

Z/VAL-11-18 Z/SAL-06-12 NE NE NE
Z/VAL-12-3 Z/RM-03-6  NE NE NE
Z/VAL-12-10 Z/RM-4-3 NE NE NE
Z/VAL-12-18 Z/VAL-03-14 NE NE NE
Z/VAL-12-21 Z/VAL-03-18 NE NE NE
Z/VAL-12-23 Z/VAL-03-21 NE NE NE
Z/VAL-14-7 Z/VAL-08-15 NE NE NE
Z/VAL-14-9 Z/VAL-14-11 NE NE NE
Z/VAL-15-4 Z/VAL-14-4 NE NE NE
Z/VAL-15-5

Z/VAL-15-11

Z/VAL-16-23 Si= positivo

Z/VAL-16-25 No= negativo

Z/VAL-18-3 NE= No Ensayado
Z/VAL-18-7

Z/VAL-18-22

Z/VAL-19-5

Z/VAL-19-7

Z/VAL-19-19

Z/VAL-20-8

Z/VAL-21-1D

Z/SAL-14-4

Z/VAL-03-8

Z/VAL-03-19

Z/VAL-05-20

Z/VAL-06-15

Z/VAL-16-15

Z/VAL-21-1C

Z/GO-1-14

Z/G0-2-6

Z/G0-2-7

Z/UZ-B1-20

Z/UZ-B1-21

Z/UZ-B1-14
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Anexo lll. Resultados de Antibiosis Completos

I
Z/cA-01-8
Z/CA-D7-16
Z/cA-D3-21
Z/RM-1-1
Z/RM-1-2
Z/RM-2-7
Z/RM-2-12
Z/RM-3-11
Z/RM-4-8
Z/cA-01-4
Z/CA-D1-5
z/ca-01-14
Z/CA-D1-25
z/cA-01-28
Z/cA-02-32
Z/cA-02-36
z/cA-03-21
Z/cA-03-27
Z/cA-03-31
Z/CA-D5-23
Z/cA-06-21
z/cA-07-23
Z/CA-07-32
Z/cA-08-13
Z/CA-D8-25
Z/CA-10-25
z/ca 10-28
Z/CA-10-29
Z/SAL-02-7
Z/SAL-02-17
Z/SAL-02-20
Z/SAL-03-20
Z/SAL 06-6
Z/SAL-06-23
Z/SAL-12-7
Z/SAL-12-9
Z/SAL-12-17
Z/5AL-12-19
Z/SAL-13-5
Z/SAL-14-2
Z/SAL-14-7
Z/SAL-15-1
Z/5AL-15-2

B.sub B.sub Bsub Ecoli Entero Kleb S.aur 5Smeg P.aeru

(++4)

(++4)

[+++)
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[} B.sub B.zub Bsub Ecoli Entero EKleb S.aur 5Smeg P.aeru
Z/VaL-21-28 MNE MNE

Z/VaL-21-3B MNE MNE

Z/VAL-21-5D NE NE

Z/RM-1-7 MNE MNE

Z/RM-1-9 MNE
Z/RM-1-11
Z/RM-1-12
Z/RM-1-13
Z/RM-1-14
Z/RM-1-15
Z/RM-1-16
Z/RM-1-18
Z/RM-1-22
Z/RM-1-23
Z/RM-1-24
Z/RM-2-2
Z/RM-2-14
Z/RM-3-4
Z/RM-3-8
Z/RM-3-10
Z/RM-3-13
Z/RM-4-6
Z/RM-4-17
Z/RM-4-21
Z/G0-1-4
Z/G0-1-8
Z/G0-07-10
Z/VAL-01-3
ZMVAL-01-7
Z/VAL-01-5
Z/VaL-01-11
Z/VaL-01-12
Z/VAL-D1-13
Z/WVAL-01-15
Z/VAL-01-17
Z/WVAL-01-21
Z/VAL-01-24
Z/VAL-D2-15
Z/VAaL-02-22
Z/VAaL-02-24
Z/VAL-D2-25
ZVAL-D4-3
Z/VAL-03-4
Z/WAL-D3-15
Z/VAaL-03-22
Z/VAL-04-7
Z/VAL-04-8
Z/VAL-04-5
Z/VAL-04-13

() (++4)
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D
Z/VAL-04-14
Z/VAL-04-19
Z/VAL-05-23
Z/VAL-D6-5
Z/VAL-D6-6
Z/VAL-D8-11
Z/VAL-D8-23
Z/VAL-11-3
Z/VAL-11-17
Z/VAL-11-18
Z/VAL-12-3
Z/VAL-12-10
Z/VAL-12-18
Z/VAL-12-21
Z/VAL-12-23
Z/VAL-14-7
Z/VAL-14-9
Z/VAL-15-4
Z/VAL-15-5
Z/VAL-15-11
Z/VAL-16-23
Z/VAL-16-25
Z/VAL-18-3
Z/VAL-18-7
Z/VAL-18-22
Z/VAL-19-5
Z/VAL-19-7
Z/VAL-19-19
Z/VAL-20-8
Z/VAL-21-1D
Z/SAL-14-4
Z/VAL-D3-8
Z/VAL-03-19
Z/VAL-05-20
Z/VAL-D6-15
Z/VAL-16-15
Z/VAL-21-1C
Z/G0-1-14
Z/G0-2-6
Z/60-2-7
Z/UzZ-B1-20
Z/uz-B1-21
Z/UzZ-B1-14
Z/uz-B2-11
Z/UzZ-B3-17
Z/UzZ-B4-4
Z/UzZ-B4-20
Z/UzZ-B4-20
Z/uz-C1-12

B.sub Bsub E.coli

Entero  Kleb S.aur 5Smeg P.aeru

(+++)
(+++) (+2+)

(+++) [
[+++4) "

(+2+)
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|} B.sub B.sub Bsub Ecoli Entero Kleb 5.aur 5Smeg P.aeru
ZjuzC1-15 ME ME ME

ZjuzC2-11 ME ME ME

ZjUz-C2-24 ME ME ME

ZjUzZ-C3-20 ME ME ME

ZjUzZ-Ca-7 ME ME ME

ZjUzZ-Ca-23 ME ME ME

Z/CA-06-23 ME ME ME

ZjCA-06-24 ME ME ME

Z/CA-D3-16 ME ME ME

Z/SAL-DE-12 ME ME ME [+++)
Z/RM-D3-& ME ME ME

Z/RM-2-3 ME ME ME

Z/VAL-03-14 MNE ME ME

Z/VAL-03-18 ME ME ME

Z/VAL-03-21 ME ME ME

Z/VAL-08-15 MNE ME ME

Z/VAL-14-11 NE NE  NE ()
Z/WaL-14-4  ME ME ME [+=+]

Distancia borde del microorganismo-borde del halo (cmi)
[#++} <0,2
Enterc Enterobacter foeci
FEESE e Kesselo meuronie
5 aur  Stophylococcus gureus
EEEE e Mycobocterium smegmats
P.aeru Pseudomonas geruginosa

5i md aparecs naida en el recuadro de bacteria patdgena, rd oo ha enaxyado ose MicroorganEemo o no s& ha apreciado inhibicon
Si= positivo

No= negativo
ME= Mo Ensayadao
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Anexo IV. Diferenciacion primera antibiosis sobre
BHI o M-H

1D B.sub BHI-A B.subM-H E.coli BHI-A E. coli M-H
Z/CA-01-8
Z/CA-07-16
Z/CA-09-21
Z/RM-1-1
Z/RM-1-2
Z/RM-2-7
Z/RM-2-12
Z/RM-3-11
Z/RM-4-8
Z/CA-01-4
Z/CA-01-5
Z/CA-01-14
Z/CA-01-25
Z/CA-01-28
Z/CA-02-32
Z/CA-02-36
Z/CA-03-21
Z/CA-03-27
Z/CA-03-31
Z/CA-05-23
Z/CA-06-21
Z/CA-07-23
Z/CA-07-32
Z/CA-08-13
Z/CA-08-25
Z/CA-10-25
Z/CA 10-28
Z/CA-10-29
Z/SAL-02-7
Z/SAL-02-17
Z/SAL-02-20
Z/SAL-03-20
Z/SAL 06-6
Z/SAL-06-23
Z/SAL-12-7
Z/SAL-12-9
Z/SAL-12-17
Z/SAL-12-19
Z/SAL-13-6
Z/SAL-14-2
Z/SAL-14-7
Z/SAL-15-1
Z/SAL-15-2
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ID B.sub BHI-A B.subM-H E.coliBHI-A E. coliM-H
Z/VAL-21-2B
Z/VAL-21-3B
Z/VAL-21-5D
Z/RM-1-7

Z/RM-1-9

Z/RM-1-11
Z/RM-1-12
Z/RM-1-13
Z/RM-1-14
Z/RM-1-15
Z/RM-1-16
Z/RM-1-18
Z/RM-1-22
Z/RM-1-23
Z/RM-1-24
Z/RM-2-2

Z/RM-2-14
Z/RM-3-4

Z/RM-3-8

Z/RM-3-10
Z/RM-3-13
Z/RM-4-6

Z/RM-4-17
Z/RM-4-21
Z/GO-1-4

Z/G0-1-8

Z/G0-07-10
Z/VAL-01-3
Z/VAL-01-7
Z/VAL-01-9
Z/VAL-01-11
Z/VAL-01-12
Z/VAL-01-13
Z/VAL-01-15
Z/VAL-01-17
Z/VAL-01-21
Z/VAL-01-24
Z/VAL-02-15
Z/VAL-02-22
Z/VAL-02-24
Z/VAL-02-25
Z/VAL-04-3
Z/VAL-03-4
Z/VAL-03-15
Z/VAL-03-22
Z/VAL-04-7
Z/VAL-04-8
Z/VAL-04-9
Z/VAL-04-13
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ID B.sub BHI-A  B.subM-H E.coli BHI-A E. coli M-H
Z/VAL-04-14
Z/VAL-04-19
Z/VAL-05-23
Z/VAL-06-5
Z/VAL-06-6
Z/VAL-08-11
Z/VAL-08-23
Z/VAL-11-3
Z/VAL-11-17
Z/VAL-11-18
Z/VAL-12-3
Z/VAL-12-10
Z/VAL-12-18
Z/VAL-12-21
Z/VAL-12-23
Z/VAL-14-7
Z/VAL-14-9
Z/VAL-15-4
Z/VAL-15-5
Z/VAL-15-11
Z/VAL-16-23
Z/VAL-16-25
Z/VAL-18-3
Z/VAL-18-7
Z/VAL-18-22
Z/VAL-19-5
Z/VAL-19-7
Z/VAL-19-19
Z/VAL-20-8
Z/VAL-21-1D
Z/SAL-14-4
Z/VAL-03-8
Z/VAL-03-19
Z/VAL-05-20
Z/VAL-06-15
Z/VAL-16-15
Z/VAL-21-1C
Z/G0-1-14
Z/GO-2-6
Z/G0-2-7
Z/UZ-B1-20
Z/UzZ-B1-21
Z/UZ-B1-14
Z/UZ-B2-11
Z/UzZ-B3-17
Z/UZ-B4-4
Z/UZ-B4-20
Z/UZ-B4-20
Z/UZ-C1-12
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ID B.subBHI-A B.subM-H E.coliBHI-A E. coli M-H
Z/UZ-C1-15
Z/UZ-C2-11
Z/UZ-C2-24
Z/UZ-C3-20
Z/UZ-C4-7
Z/UZ-C4-23
Z/CA-06-23
Z/CA-06-24
Z/CA-03-16
Z/SAL-06-12
Z/RM-03-6
Z/RM-4-3
Z/VAL-03-14
Z/VAL-03-18
Z/VAL-03-21
Z/VAL-08-15
Z/VAL-14-11
Z/VAL-14-4

Si= positivo
No= negativo
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Anexo V. Preguntas realizadas en la encuesta de
este trabajo

Caracterizacion de microorganismos pro
ductores

de antibioticos aislados en el proyecto Mi
cromundo-UZ

Encuesta del TFG "Caracterizacion de microorganismos productores de
antibioticos aislados en el proyecto Micromundo-UzZ"
“Obligatorio

Provincia *

i Podrias indicar estudios? *
Marca solo un dvalo.

() Estudios universitarios

(") Estudios no universitarios

iHas oido hablar de la resistencia a antibigticos con anterioridad? *
Marca solo un dvaio.
(s

I.-' '-;I "ﬂ
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i Sabrias decirme a qué se debe la resistencia a antibioticos? Senala todo aguello
gue consideres correcto *
Selecciona todos los gue comespondan.

|:| Muestro cuerpo se adapta a los antibioticos v cada vez necesitamos mas dosis para
conseguir el mismo efecto

|:| La cantidad de antibioticos que se consumen es mayor a la produccion global de
antibidticos

[ ] Un microorganismo deja de ser afectado por un antimicrobiano al que era sensible
antericrmente

|:| Es la resistencia de una persona a tomar antibidticos, del mismeo modo que existe el
movimiento antivacunas

Otro: D

{En qué casos tomas antibidticos? *
Marca solo un dvalo.

() Cuando tengo un resfriado
() Cuando me siento indispuest@
() Cuando me lo receta el médico

I ) Cuando veo que mucha gente a mi alrededor esta enferma, por prevencian

iComo obtuviste el ultimo antibiotico que tomaste? *
Marca solo un dvalo.

() Profesional sanitario

() No de un profesional sanitario

() Nolo recuerda

(I NS/NC
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7. iCrees que la resistencia a antibicticos es un problema a nivel mundial? *

Marca solo un dvalo.

-]
P

I\_." "ﬂ

([ ) Talvez

8. ;Engue momentos crees que pusde ser peligrosa la resistencia a antibictices? *

Selecciona todos los gue comespondan.

[ | En operaciones quirirgicas
[ ] En una infeccion normal que anteriormente se curaba sin problema
|:| Complicaciones en animales (ganade, animales domésticos...)

[ | Mo se corre tanto peligro

Otro: |:|

9. iSueles terminar los tratamientos con antibidticos cuando el medico te lo receta?

Marca solo un dvalo.

() &i, siempre
{:} Mo, una vez que me siento mejor dejo de tomarlos
(") No, hay dias que me olvido y no me lo tomo

() Aveces siy avecesno

10.  En muchos paises se utilizan antibicticos para el engorde del ganado, jqué
opinas de esta situacion? *

Marca solo un dvalo.

[ ) Creo que es una técnica que debe detenerse de inmediato para evitar el problema
de la resistencia a antibidticos

k::' Es un problema que se produzca esto, pero no se puede evitar ya que sino no
habria suficiente produccion de carne para la poblacian

) A mi no me incumbe porque no como carne
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11.  ;Que factores crees que han provocado la resistencia a antibioticos? *

Selecciona todos los que correspondan

[ | Mutaciones en las bacterias
[___] El uso excesivo de los antibidticos
[ ] Mal uso de los antibidticos

[] El hombre ha tenido algo que ver con todo esto
[ "] Son procesos naturales, es normal que aparezca

12. ;Sabrias decirme como se llama el grupo de bacterias que se consideran de

mayor riesgo para la salud por su resistencia los antibioticos? *
Marca solo un dvalo.

() ESKAPE

() HUYDA

1 RUNAWAY

J 1] |

() covip

(:1- No creo que haya un grupo de bacterias en concreto

13. Este trabajo analiza las muestras del proyecto Micromundo en la Universidad de

Zaragoza, ; habias oido hablar antes de este proyecto o alguno parecido para la
concienciacion y busqueda de soluciones en la Resistencia a Antibioticos? Sies
asi, marca en la casilla de "otros" el nombre de tal proyecto *

Marca solo un ovalo.
(Osi
() otro:

14, Propon una medida, cientifica o politica que ayude a contralar y tratar la

resistencia a los antibiaticos
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Anexo VI. Hoja de recogida de datos y plantilla

r\ﬁ'icro (-\F undo -

ips Proyecto de Innovacién
@UniZar il Aprendizaje - Servico

Saa: Universidad Zaragoza

LR

iy Ert

Curso 2019-2020

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS SOBRE LA MUESTRA DE SUELO

[adaptada de la original elaborada por Kristen Butela (Seton Hill University, EELIU]

Muestra recogida por:

Peso de la muestra [grameos):

Referencia:

Centro Educativao: IES

Fecha de recoleccion

{dia/mes/afio)

Localidad

{Municipic y provincia)

Coordenadas geograficas

{comsultar GPS)

Profundidad {cm)

Tipe de suelo (arcilleso,
arenoso, rico en humus...)

Temperatura en el momento
de la toma

Condiciones meteorologicas

n MicrokdundoUnizar D SmlicromundoUZ micromumndoaragon wres  MicrohMundoUmizar
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Observaciones sobre el
terrena (tipe de vegetacian,
uso agricola, caracteristicas
destacables del entorno si
procede, et

Dates adicionales (opcional,
en laboratoria): pH,
contenido en agua, materia
Organica...

TABLA DE RESULTADOS

M2 colonias cultivadas / gramo de muestra

N2 de colonias en enzayo de antibiosis

N2 de positives frente ...

N2 de positives frente ...

Referencias de los aislamientos positivos

n Micropdundaolinizar D gmicrobundoUZ r@ micromundoaragon s MicrohundoUnizar
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1 2
3 4 5 G
7 ] a 10 i1 12
13 14 15 16 i7 18

19 20 21 22

23 24

Figura 1.A VI: Plantilla empleada por los SWIPIs para marcar en la placa de Petri las celdas donde
depositar los posibles microorganismos productores
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Anexo VII. Grdficas de la encuesta realizada en este
TFG y por el Eurobarometro

{COMO OBTUVISTE EL ULTIMO
ANTIBIOTICO QUE TOMASTE?
NO UNIVERSITARIOS

W NS/NS

W 5Sanitario

W No sanitario

W No recuerda

QC2 Como obtuvo el Gltimo tratamiento de antibsdticos que toma?
(%)

uE2s I Grifico exterior ES X Grafico interior

:COMO OBTUVISTE EL ULTIMO ANTIBIOTICO QUE

TOMASTE?

UNIVERSITARIOS

%

B Mo sanitario
M Mo recuerda
W MNS/NS

W Sanitario

o 1 4] = E
-
i ——— 0
e =
I
e N
-
Enfierrnedad v sinloma -

¢EN QUE OCASIONES TOMAS
ANTIBIOTICOS?
NO UNIVERSITARIOS

18, 1%

A Medico
M Indispuesto
M Resfriado

H Prevencidn

¢En qué ocasiones tomas antibioticos?
Universitarios

3%

W Medico
u Indispuesto
™ Resfriado

= Prevencion
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£HAS 0IDO HABLAR ANTES DE LA
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS?

UNIVERSITARIOS

WSi
®No

Sabrias definir resistencia
Universitarios

3% _ 0%

NO UNIVERSITARIOS

@ Nuestro cuerpo se adapta a los
antibioticos y cada vez necesitamos
mas dosis para conseguir el mismo
efecto

® La cantidad de antibidticos que se
consumen es mayor 3 Ia
produccion global de antibioticos

& Un microorganismo deja de ser
afectado por un antimicrobiano al
que era sensible anteriormente

W Es I3 resistencia de una persona a
tomar un antibiotico, al igual que
los antivacunas

mOtra

¢HAS 0IDO HABLAR ANTES DE LA
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS?

mSi
ENo

Sabrias definir resistencia
No Universitarios

4% _ 2%

3%

B Nuestro cuerpo se adapta a los
antibicticos y cada vez
necesitamos mas dosis para

conseguir el mismo efecto
B La cantidad de antibicticos que se

consumen es mayor a la
produccion global de antibioticos

m Un microorganismo deja de ser
afectado por un antimicrobiano al
que era sensible anteriormente

W Es |2 resistencia de una persona a
tomar un antibiotico, al igual que
los antivacunas

mOtra

Definicion correcta de resistencia:
Universitarios

¥ Un microorganismo
deja de ser
afectado por un
antimicrobiano al
que era sensible
anteriormente

W Otra respuesta

DEFINICION CORRECTA DE RESISTENCIA: NO

UNIVERSITARIOS

# Un microorganismo

deja de ser afectado
por un antimicrobiano
al que era sensible
anteriormente

M Otra respuesta
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éCrees que es un problema a nivel
mundial?
Universitarios

WS
mNo

u Tal vez

¢CREES QUE ES UN PROBLEMA A NIVEL
MUNDIAL?
NO UNIVERSITARIOS

WS
HNe
W Tal vez

iComo se llama el grupo de bacterias que causa
mayor resgo para la salud?
Universitarios

m ESKAPE

= HUYDA

= RUNAWAY

= CovID

® No hay grupo
concreto

£COMO SE LLAMA EL GRUPO DE BACTERIAS QUE
CAUSA MAYOR RESGO PARA LA SALUD?
NO UNIVERSITARIOS

M ESKAPE

W HUYDA

B RUNAWAY
mCoviD

W No hay grupo concreto

¢{HAS 0IDO HABLAR ANTES DE MICROMUNDO
0 ALGUN OTRO PROYECTO SIMILAR?
UNIVERSITARIOS

1% 1%

msi
ENo
HPRAN

W Anuncios

éHAS 0iDO HABLAR ANTES DE MICROMUNDO
0 ALGUN OTRO PROYECTO SIMILAR?
NO UNIVERSITARIOS

s
W No
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Anexo VIII. Imdgenes de ensayos

Comparacion de medios

Figura 1. A VIII. Antibiosis de comparacion de los medios de cultivo y con discos dispensadores.

A. Antibiosis normal

B. Antibiosis con discos.
1. E. coliM-H
2. E.coliBHI-A
3. B. subtilis M-H

Pagina 51|52



Caracterizacion de microorganismos productores de antibidticos aislados en el proyecto
Micromundo-UZ | Alumno: Asier Dominguez San Pedro

Antibiosis difusion del sobrenadant

Figura 2. A VIIl. Antibiosis de difusion del sobrenadante. 1) Antibiosis frente a E. coli con muestras filtradas; 2)
Antibiosis frente a B. subtilis con muestras filtradas (dcha) y sin filtrar (izda) 3)4)5) Antibiosis frente a B. subtilis
con muestras sin filtrar. Muestras escogidas al azar

Halos de inhibicion mas significativos ante bacterias patdgenas

Figura 3. A VIII. Halos de inhibicion mas representativos ante bacterias patogenas. (1) S. aureus; (2-
3-4) K. pne iae; (5-6) M. gmati:
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