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Resumen

El abuso y/o uso inadecuado de antibidticos es actualmente un grave problema en nuestra
sociedad que hace que los microorganismos adquieran resistencias frente a estos compuestos
antimicrobianos. Estas resistencias son debidas a la presion de seleccidon que ejercemos sobre
los microorganismos, lo que dificulta el tratamiento de las enfermedades que causan algunos
de ellos. Por lo tanto, se hace necesario la busqueda de nuevos antibiéticos mediante distintas
estrategias, siendo una de ellas la relacionada con la participacion ciudadana. El objetivo
principal del presente proyecto, basado en una estrategia de Aprendizaje-Servicio (ApS), se ha
centrado en la realizacién de una propuesta educativa con el fin de ofrecer un servicio a la
comunidad como es el de encontrar bacterias del suelo potencialmente productoras de
antibidticos. Al mismo tiempo, durante su desarrollo, los alumnos participantes tienen la
oportunidad de aprender a desenvolverse en un ambiente cientifico, asi como contribuir a la
divulgacion de una serie de conocimientos basicos acerca de los antibidticos, al tiempo que
complementar su formacién curricular. Otro propdsito del proyecto ha sido identificar una
seleccidn de las bacterias del suelo potencialmente productoras de antibidticos para abrir paso
a nuevas lineas de investigacion.

A lo largo de la realizacién del proyecto se ha llevado a cabo la formacion de alumnos de
diferentes niveles educativos (bachillerato y primaria) mediante sesiones tedrico-practicas
para concienciarlos sobre el problema de las resistencias a antibidticos, ademas de que
aprendieran a desenvolverse y a desarrollar el pensamiento cientifico y fomentar su vocacion
investigadora. También se pretendia que los alumnos participantes en dichas actividades
aprendieran y divulgasen la relacién que hay entre ciencia y sociedad. Los resultados de las
sesiones tedrico-practicas con los alumnos han demostrado que su interés por la ciencia se
incrementd notablemente a la par que aprendieron y asimilaron los nuevos conceptos que se
les pretendia trasmitir y que se adaptaron y trasmitieron a otros compafieros y a familiares.
Estos resultados también han evidenciado la eficiente aplicacidn de la practica experimental en
el aprendizaje cientifico. Por otra parte, a lo largo de la ejecucion del proyecto se consiguio
aislar una diversidad de bacterias del suelo y ensayar su actividad antimicrobiana frente a otras
bacterias testigo. Los resultados demostraron el aislamiento de diversas bacterias
potencialmente productoras de antibidticos, algunas de las cuales se caracterizaron
posteriormente con objeto de identificarlas. Su identificacion ha relevado una diversidad de
especies de bacterias del suelo, algunas de las cuales se han descrito como productoras de
antibidticos.

Palabras clave: Aprendizaje-Servicio, ciencia ciudadana, antibidticos, seleccidn,
microorganismos, bacterias, medio ambiente, resistencias microbianas.
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1. El Aprendizaje-Servicio

1.1 ;Qué es el Aprendizaje-Servicio?

Las asignaturas de ciencias suelen estudiarse usando técnicas de ensefianza magistrales,
basadas principalmente en la imparticiéon de clases tedricas en aula. La necesidad de aplicar
nuevas técnicas basadas en practicas concretas o un acercamiento al método y trabajo
cientifico lleva al desarrollo de otras mas innovadoras como el Aprendizaje-Servicio (ApS).

Uno de los grandes problemas actuales en la educacién cientifica es la reduccién del
interés por la materia por parte de los alumnos. Un enfoque mas dindmico es una solucion
eficiente frente a este problema en la sociedad actual (Cervellé et al., 2009). El presente
proyecto basado en un modelo ApS busca, entre otros objetivos, la recuperacién del interés
por la ciencia utilizando una estrategia de alfabetizacion cientifica: apropiacién de
conocimientos, habilidades y aptitudes basicos respecto de la ciencia, la tecnologia y sus
relaciones con la sociedad, que permita a los estudiantes conectar la ciencia con los aspectos
mas cotidianos de sus vidas (Sabariego y Manzanares, 2006).

El ApS es una propuesta educativa que desarrolla en un Unico proyecto procedimientos de
aprendizaje y de servicio a la comunidad, puesto que la formacion de los estudiantes se hace
significativa cuando se conectan sus motivaciones y experiencias vitales, en el cual los
participantes se forman al implicarse en necesidades reales del entorno con la finalidad de
mejorarlo. Por tanto, se combina el curriculum académico con un compromiso con la
comunidad y también se favorece la divulgaciéon de un proyecto (Ferran-Zubiaga y Guniot-
Viciano, 2012), por lo que resulta una experiencia innovadora, pero al mismo tiempo repleta
de componentes familiares: el servicio voluntario a la comunidad y el aprendizaje de
conocimientos y habilidades.

Teniendo en cuentas estas caracteristicas, en los proyectos basados en estrategias de ApS
se da gran importancia tanto a la participacién de las personas como a la implicacién de estas
en el proyecto, realizando actividades supeditadas al interés comin de la sociedad. Sin
embargo, un proyecto de ApS no se debe confundir con un voluntariado. La principal
diferencia entre ellos es la importancia que se da al aprendizaje. Asi pues, un voluntariado esta
principalmente enfocado a un determinado servicio a la comunidad, restandole relevancia a la
parte del aprendizaje. Sin embargo, un proyecto de ApS intenta darle la misma importancia
tanto al aprendizaje de las personas que realizan el proyecto como al servicio que se presta a
la sociedad (Casado, 2015).

Los proyectos que utilizan estrategias de ApS hoy en dia son muchos, y se aplican en un
gran niumero de paises. Ademas, la utilizacidon de estas estrategias de ApS puede ser util en
cualquier nivel educativo, tanto en universidad como en institutos, colegios y otros centros
(Zunzunegui, 2017). En la Tabla 1 se muestran diversos ejemplos de proyectos de tematica
medioambiental en los que se utilizan estrategias ApS.



Tabla 1. Ejemplos de proyectos ApS medioambientales de diferentes paises.

Pais Categoria Tema del proyecto Recurso bibliografico
EE.UU Ecoarquitectura Disefio de un “tejado Field y Hall (2014)
verde”
Contaminacién Limpieza del Arroyo Reedy | Parece y Aspaas
(2007)
Canadd Agroecologia Teoriay practicaen la Baker (2015)
seguridad alimentaria
Rehabilitacidony Ecologia de la restauracién | University of
restauracion de Toronto-Mississauga
ecosistemas
México Educacién ambiental | Del aprendizaje en el Beltran (2013)
servicio al medio ambiente
Energia y transporte | Troyanos en bici Pefidfiuri (2013)
Colombia Agroecologia Garittea del campo al Arboleda et al.
campus (2016)
Educacién ambiental | Proyecto Sendero de Vida Arboleda et al.
(2016)
Ecuador Agroecologia Capacitacién para la Pontificia
creacion de huertos Universidad Catdlica
caseros por el método de la | del Ecuador (2014)
hidroponia
India Educacién ambiental | Ecoiniciativas para la Jeyaraj (2011)
conservacién del medio
ambiente y la gestion de la
salud
Educacién ambiental | Sistematizacion de los Jeyaraj (2011)
métodos de reciclaje y
nueva utilidad de los
recicladores

Adaptada de: Zunzunegui, 2017.

El ApS como estrategia de aprendizaje aporta una gran cantidad de beneficios a los
estudiantes que realizan las actividades (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados de estrategias ApS de calidad en los estudiantes.

Fortalece el compromiso académico Ayuda a los estudiantes a responder a la
pregunta “éPor qué estoy aprendiendo
esto?” y promueve en ellos la exhibicién de
comportamientos académicos positivos.
Los estudiantes se entusiasman con el
aprendizaje, por lo que contindian con su
educacion y adquieren las habilidades
necesarias para contribuir a la sociedad.
Les permite creer que pueden cambiar la
sociedad.

Previene la violencia y el fracaso escolar.

Incrementa la asistencia escolar

Conecta a los estudiantes con su

comunidad

Reduce comportamientos de riesgo
Adaptada de: Ryan, 2012.
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1.2 Proyectos Natura

El presente proyecto ApS forma parte del programa “Proyectos Natura” de la Universitat
de Valéncia. Este programa trata de unir el trabajo realizado por diferentes proyectos de ApSy
fomentar la interaccidn entre diferentes etapas educativas, durante la creacién y desarrollo de
proyectos fundamentalmente de ciencias naturales.

El Proyecto Natura se centra en la conexidén entre tres niveles educativos: universidad,
bachillerato/secundaria y primaria. Se fundamenta en un programa de innovacién educativa
que pretende formar cientificamente a los estudiantes de diferentes niveles educativos
mediante sesiones adaptadas. Asi pues, los participantes de los diferentes proyectos
denominados bajo el nombre de “Aula Natura” son tanto estudiantes como profesores de la
Universitat de Valencia, institutos y colegios de la Comunidad valenciana.

La estructura comun de estos proyectos permite dividirlos en tres bloques:

1. Realizacidn del proyecto en los institutos, guiado por estudiantes de la universidad que
actian como monitores y supervisado por profesores de la universidad.

2. Realizacién del proyecto en los colegios guiado por estudiantes de los institutos que
actian como monitores, supervisados por los estudiantes de la universidad vy
profesorado del instituto.

3. El producto final del proyecto viaja a Expociencia, un evento celebrado en el Parque
Cientifico de la Universitat de Valéncia (UV) que recoge anualmente la visita de miles
de ciudadanos, entre ellos muchos estudiantes de diferentes edades. Este evento les
permite conocer de cerca la ciencia realizada en la UV como en el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC).

Los proyectos Natura tienen un elevado grado de multidisciplinaridad, abarcando multiples
temas que tienen como nexo comun su relacidn con las ciencias naturales y del medio
ambiente. El interés del proyecto reside en el hecho de que la ensefianza se imparte por
estudiantes de universidad a estudiantes de bachillerato y posteriormente por estos ultimos a
estudiantes de primaria. Constituye una buena estrategia educativa, ya que los estudiantes de
bachillerato son capaces de reforzar sus conocimientos por el hecho de ser responsables de
trasmitirlos a otros estudiantes mas jovenes, a la par que los estudiantes de primaria aprenden
nuevos conceptos. Ademas, interactuar con otros estudiantes es una experiencia que refuerza
positivamente las competencias sociales de los mismos (Abrahamsen, 2014).

El proyecto que se presenta en este trabajo surge de otro proyecto denominado Small
World Initiative, centrado en el descubrimiento de nuevos antibiéticos para afrontar la
emergencia de las resistencias microbianas a los antibiéticos.
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1.3 Small World Initiative (SWI)

La iniciativa internacional Small World Initiative (SWI) es un proyecto de ciencia ciudadana
gue nace con el objetivo de descubrir nuevos antibiéticos y fomentar la cultura cientifica. Se
origind en 2012 en la universidad estadounidense de Yale. Mediante una estrategia de
crowdsourcing (micromecenazgo), dirigida al descubrimiento de nuevos antibiéticos, pretende
acercar la cultura cientifica y la investigacion biomédica a niveles educativos preuniversitarios
para fomentar la vocacién investigadora. Emulando el descubrimiento de la penicilina por
Alexander Fleming, de una manera organizada y participativa, persigue involucrar a un grupo
numeroso de personas voluntarias, a través de una convocatoria abierta, con el objetivo de
implicar a la ciudadania en la expansién del conocimiento cientifico. La tematica del proyecto
estad enfocada a la busqueda de nuevos antibidticos producidos por bacterias del suelo. En
paralelo, se conciencia sobre los peligros relacionados con las resistencias microbianas y se
fomenta el conocimiento cientifico entre los estudiantes. La iniciativa llegdé a Espafia en 2017,
con la creacion de la red SWI@Spain, en la que la UV (SWI@Valencia), participa como miembro
fundador.

El proyecto SWI@Valencia adapta la iniciativa internacional mediante la realizacidon de
sesiones practicas en centros educativos preuniversitarios apoyandose inicialmente en
alumnos de grado. Una vez formados, estos transmiten la tematica a alumnos de Ensefianza
Secundaria Obligatoria (ESO) o de Bachillerato de diferentes colegios e institutos de educacidn
secundaria (IES). Aunque el proyecto tradicionalmente se ha enfocado a ese nivel, este curso
2018-2019 el proyecto SWI viaja también a colegios de primaria. Esta innovacion surge gracias
al programa “Proyectos Natura”.

Los objetivos que se buscan cumplir son los siguientes:

e Divulgar la ciencia.

e Crear sensibilidad respecto a las resistencias a antibidticos.

e Despertar espiritu cientifico.

e Mejorar la formacidn cientifica.

e Incentivar la cooperacién entre los estudiantes.

e Abrir paso al descubrimiento de bacterias productoras de nuevos antibidticos.

La realizacion de este proyecto en los diferentes niveles educativos, implica la ampliacién y
complementacién del contenido curricular dentro de las asignaturas de Biologia y Geologia,
para el nivel de bachillerato, y de Ciencias Naturales en el caso de Educacion Primaria.

En la Tabla 3 se pueden apreciar los bloques tematicos relacionados con el proyecto vy las
competencias clave que los estudiantes adquieren y ponen en practica en cada bloque.

Las competencias clave son uno de los elementos que integran el curriculo y que se
definen como las capacidades para aplicar de forma integrada los contenidos propios de cada
ensefianza y etapa educativa, con el fin de lograr la realizacion adecuada de actividades vy la
resolucidn eficaz de problemas complejos. Por tanto, seglin la Ley Organica Ley Organica
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8/2013, de 9 de diciembre, para la mejora de la calidad educativa, las competencias clave que

se establecen para la educacion primaria y secundaria son las siguientes:

e CCLI: Competencia comunicacién linglistica.

e CMTC: Competencia matematica y competencias basicas en ciencia y tecnologia.

e (CD: Competencia digital.

e CAA: Competencia aprender a aprender.

e (CSC: Competencias sociales y civicas.

e SIEE: Sentido de iniciativa y espiritu emprendedor.

e CEC: Consciencia y expresiones culturales.

Tabla 3. Bloques tematicos, principales contenidos y competencias clave de las asignaturas
relacionadas con el proyecto de cada nivel educativo.

Nivel Asignatura | Bloque Contenido principal Competencias
educativo tematico clave
Bachillerato | Biologiay | La organizacién | Modelos de organizacion CMCT, CD
Geologia celular celular: Célula procariota y
eucariota.
La De cinco reinos a tres CMCT, CSC
biodiversidad dominios. Concepto de
biodiversidad.
Metodologia Caracteristicas basicas de la CMCT, CSC,
cientifica metodologia cientifica. La CCLI, CAA, CD
experimentacion en Biologia y
Geologia.
Primaria Ciencias El ser humanoy | Enfermedades que afectan a CMCT, SIEE
naturales | lasalud aparatos y sistemas.
Los seres vivos | La célula. Tipos de células. CMCT, CSC

Adaptada de DOGV, Decreto Curriculum 87/2015.
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2. Resistencias bacterianas

2.1 Introduccion

El descubrimiento y comercializacion de antibidticos para tratar infecciones bacterianas
revoluciond la medicina moderna. Entre 1930 y 1970 se vivié la era dorada de los antibidticos,
en la que estos supusieron un tratamiento eficaz frente a las infecciones bacterianas. El uso de
antibidticos es imprescindible en un gran ndmero de intervenciones médicas, tales como
tratamientos preventivos, trasplante de érganos, cesareas y otras intervenciones, para evitar
posibles infecciones bacterianas que supongan un riesgo para el paciente (Kathrin, 2016).

La emergencia de resistencias bacterianas frente a antibidticos que anteriormente tenian
un alto espectro de accién frente a muchas especies de bacterias es un claro ejemplo de
adaptacion evolutiva. Las bacterias generan mecanismos de defensa altamente especificos
frente a estos antibidticos mediante estrategias tales como adaptaciones mutacionales,
adquisicion de material genético o alteracidn de la expresidén génica (Munita y Arias, 2016).

Segun los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (del inglés Centers for
Disease Control and Prevention, CDC), en 2013 al menos dos millones de personas enfermaron
debido a infecciones producidas por bacterias resistentes a antibidticos, de las cuales 23.000
murieron. Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter y Salmonella son algunos ejemplos
(Antibiotic resistance threats in the United States, 2013).

No obstante, el problema puede llegar a ser mas grave. En 2016 se estimaba que en 2050
se podrian producir 10 millones de muertes anuales prematuras como consecuencia de las
resistencias a antibiéticos (O’ Neil, 2016). El foco del problema, sin embargo, no se debe a las
resistencias que las bacterias generan frente a un antibidtico en particular, sino a las
resistencias que generan frente a un alto nimero de antibioticos diferentes (multirresistencia,
extrarresistencia y panresistencia) (Magiorakos et al., 2012). Una infeccién producida por una
bacteria que resiste diferentes tratamientos termina provocando inevitablemente la muerte
de la persona infectada en muchas ocasiones.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicé en febrero de 2017 una lista de
bacterias para las que se necesitan urgentemente nuevos antibiéticos, basandose en la opinion
de expertos internacionales (Tabla 4). Los criterios para su realizacién fueron varios, como por
ejemplo la letalidad de las infecciones que producen estas bacterias, si estas se pueden
prevenir con facilidad, si el tratamiento requiere una hospitalizacion larga, etc.

La liberacidn constante de antibiéticos al medio ambiente y su consumo irresponsable son
el foco del problema, debido a que cuanto mas tiempo permanezcan los microorganismos en
contacto con estos compuestos, mayor sera la presidn de seleccién y la probabilidad de que se
adapten generando resistencias. Segun la OMS la automedicacién y la finalizaciéon prematura
de tratamientos con antibiéticos forman parte de las causas del problema.
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Tabla 4. Lista de la OMS de
antibidticos.

patogenos bacterianos prioritarios para la 1+D de nuevos

Prioridad Bacteria Resistencia
Critica Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacteriaceae Carbapenémicos
Elevada Enterococcus faecium Vancomicina
Staphylococcus aureus Meticilina, con sensibilidad
intermedia, y vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina
Campylobacter spp. Fluoroquinolonas
Salmonellae Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinay
fluoroquinolonas
Media Streptococcus pneumoniae Penicilina
Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella spp. Fluoroquinolonas
Datos obtenidos de: https://www.who.int/es/news-room/detail/27-02-2017-who-publishes-list-of-

bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed (Fecha de consulta: 08/05/2019)

Por otra parte, el uso indiscriminado e inconsciente de los antibidticos en granjas también

supone una amenaza. Ademas de incidir sobre los microorganismos que se quiere eliminar,
inciden sobre los de la microbiota intestinal, que generan resistencias para sobrevivir y se
acumulan en el tracto intestinal. Cuando se liberan al medio junto con heces u orina, pasan a
formar parte de los ciclos ambientales junto con los antibidticos (Figura 1).
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Figura 1. Diversidad de bacterias “no-diana” afectadas por los antibidticos a través de la alimentacién
en granjas. Figura adaptada de: Kumar et al., 2019.

En las piscifactorias tenemos otro ejemplo. Las bacterias marinas enteropatdgenas del
género Vibrio, asociadas con enfermedades como la gastroenteritis, se han vuelto resistentes a
una gran variedad de antibidticos debido a su uso indiscriminado (Matamp y Bhat, 2019).
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2.2 Mecanismos de resistencia a antibioticos

Los antibidticos pueden inhibir o interferir en la replicacién, la transcripcion y/o la
traduccién afectando a la sintesis de material genético y de proteinas (Figura 2). También
pueden actuar inhibiendo la sintesis de acido fdlico y/o la de purinas, sin las cuales no se
pueden sintetizar los acidos nucleicos o afectar a la pared celular y a la membrana
citoplasmastica (Madigan et al., 2015).

La accion de los antibidticos puede ser bactericida, bacteriostatica o bacteriolitica
(Madigan et al., 2015). Los bactericidas matan a la célula bacteriana y los bacterioliticos la lisan
(ambos de manera irreversible). Los bacteriostaticos no provocan la muerte celular pero
inhiben la sintesis de componentes esenciales para las bacterias de forma competitiva,
evitando que puedan reproducirse. Sin embargo, estos ultimos tienen un efecto reversible,
debido a que si se retira el antibidtico del medio las bacterias pueden retomar su
reproduccion. A veces, el efecto bacteriostatico o bactericida del antibiético depende de la
concentracién del mismo.

Replicacion N‘\Em\\il.\(\: DNA €—— Sintesis de purina

] // Transcripcion NV\ RNA Acido félico

Traduccion

AN ¢

SOe®® Froteina

Figura 2. Representacion de las diferentes dianas citoplasmaticas de los antibiéticos de una célula
bacteriana. Adaptada de: Kumar et al., 2019.

Como ya hemos apuntado, el citoplasma bacteriano no es la uUnica diana de los
antibidticos, debido a que muchos de ellos son capaces de actuar en la pared y membrana
celular. Las bacterias se adaptan cuando hay una fuerte presién de seleccidn. En este caso, los
antibidticos son los que ejercen esa presién. Las bacterias se reproducen y generan
poblaciones resistentes a los tratamientos a los que antes eran sensibles.

Los mecanismos de resistencia bacteriana a antibidticos se clasifican de la siguiente
manera:
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2.2.1 Modificaciones moleculares.
Alteraciones quimicas

Las bacterias pueden desarrollar la capacidad de sintetizar enzimas que modifiquen
guimicamente el antibidtico. Estas modificaciones pueden ser acetilaciones (aminoglicésidos,
cloranfelicol y estreptograminas), forforilaciones (aminoglicésidos vy cloranfelicol) o
adenilaciones (aminoglicésidos y lincosamidas). Uno de los mejores ejemplos son las enzimas
modificantes de aminoglicdsidos (en inglés, AMEs), descritas en una gran variedad de bacterias

(Ramirez y Tomalsky, 2010).

Destruccion del antibiédtico

Es el mecanismo de resistencia mas comun frente a antibidticos betalactdmicos. En este
caso actuan las betalactamasas, enzimas que rompen el anillo betalactamico. El auge de
bacterias productoras de betalactamasas se ha convertido en un gran problema de salud
publica en el siglo XXI (Medina y Pieper, 2016).

2.2.2 Disminucion de la penetracion del antibiotico y bombas de eflujo.

Algunos antibidticos actian en el citoplasma de las bacterias y otros en la membrana
celular o en la pared celular. También en la membrana externa de la pared celular de las
bacterias Gram-negativas. En cualquier caso, deben llegar a su diana. Por su parte, las
bacterias son capaces de generar mecanismos que les permiten modificar sus paredes
celulares para reducir la permeabilidad frente a los antibidticos. Los mecanismos mds comunes
tienen relacidn con las porinas, ya sea modificando su nivel de expresién como el del tipo de

porina que se expresa (Pageés et al., 2008).

Otro mecanismo de resistencia son las bombas de eflujo, maquinarias moleculares que
expulsan fuera de la célula componentes téxicos. Necesitan un aporte de energia aportado por
la hidrélisis de ATP y el bombeo de protones (H') para funcionar. Hay cinco familias principales
de bombas de eflujo que difieren en términos de conformacién estructural, fuente de energia,
rango de sustancias que expulsan y organismos en las que se encuentran (Figura 3).
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Figura 3. Resumen de los principales mecanismos de las bombas de eflujo en bacterias Gram-positivas

y Gram-negativas. Fuente: Munita y Arias, 2016.
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2.2.3 Cambios en las dianas de actuacion de los antibioticos.

Estos cambios pueden ocurrir debido a mutaciones en las dianas de actuacion. Un ejemplo
es el de la rifamicina, un antibidtico con cinco subunidades proteicas capaz de bloquear la
RNA-polimerasa DNA dependiente, que es la enzima que se encarga de transcribir el DNA a
RNA. La rifamicina actua sobre la subunidad B, bloquedndola e impidiendo la transcripcidn. Sin
embargo, mutaciones en el gen rpoB (que codifica esta subunidad) han permitido reducir la
afinidad por el antibiético y en consecuencia la resistencia al mismo (Floss y Yu, 2005).

2.3 Posibles soluciones

Ante esta situacidon potencialmente tan peligrosa existen dos caminos a seguir. Uno de
ellos consiste en buscar alternativas al uso de antibidticos, como por ejemplo el uso de
bacteriéfagos (Lin et al., 2017) o bien técnicas de ingenieria genética para tratar infecciones
(Krishnamurthy et al., 2016). Diferentes herramientas moleculares/genéticas que se han
mostrado eficaces frente a determinadas bacterias resistentes a antibiéticos (Tabla 5).

Tabla 5. Herramientas de ingenieria genética disponibles para utilizar en diferentes bacterias
resistentes a antibioticos.

Recombinacion Recombinaciéon homdloga de DNA | Salmonella enterica
lineal utilizando enzimas A-Red. Escherichia coli
Gam, Exo y Bet. Pseudomonas aeruginosa

Streptomyces coelicolor
Shigella dysenteriae
pORTMAGE Portable Multiplex Automated S. enterica

Genome Engineering(MAGE)

Targetrones Utilizacién de intrones de grupo Il Clostridium perfrigens
mediante splicing reverso e Vibrio cholerae
insercidn en el genoma Yersinia pseudotuberculosis
Staphylococus aureus
Ingenieria de fagosy | Utilizacion de la técnica Enterobacterias resistentes a
CRISPR/Cas9 CRISPR/Cas9. carbapenem
E. coli enterohemorragica
RNA antisentido Silenciamiento post-transcripcional | S. aureus
de genes S. coelicolor

Adaptada de: Krishnamurthy et al., 2016.

El otro camino consiste en la busqueda de nuevos antibidticos producidos naturalmente
por bacterias en diferentes nichos, preferentemente en ambientes poco explorados.
Tradicionalmente, tanto el suelo como los ambientes marinos han sido un reservorio de
bacterias productoras de antibidticos al que se ha recurrido para la busqueda de nuevos
compuestos con actividad antimicrobiana. La busqueda de nuevos antibidticos eficaces en
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estos ambientes sigue siendo una alternativa, aunque también se han descubierto metabolitos
secundarios con potenciales terapéuticos en la microbiota humana (Milshteyn et al., 2018).

En relacion a los ambientes naturales, el suelo es una fuente de nuevos antibidticos debido
a la gran cantidad y diversidad de bacterias que lo habitan. Alberga una diversidad
extraordinaria de organismos que participan en funciones clave para la biosfera, tales como el
reciclado de nutrientes, el equilibrio entre el secuestro y la emisién de gases a la atmdsferay la
transformacion de sustancias tdxicas. Los microorganismos desempefian un papel destacado
en los ciclos biogeoquimicos y en la fertilidad del suelo al reciclar los nutrientes y devolverlos al
medio natural (Uroz et al., 2015). Transforman una cantidad enorme de materia organica y
solamente ellos pueden realizar ciertas transformaciones esenciales (Madigan et al., 2015). Por
tanto, el suelo no es un material inerte, sino que estd formado por una gran cantidad vy
diversidad de microorganismos (bacterias, hongos, protozoos y en menor medida algas) que
interactlian para sobrevivir. Una de las interacciones que permite sobrevivir a una
determinada especie frente a otras es la produccion de compuestos antimicrobianos.
(Madigan et al., 2015; Uroz et al., 2015).

3. Objetivos

Los objetivos del presente proyecto ApS se centran en la divulgacion de una serie de
conocimientos basicos relacionados con el problema que ha desencadenado el abuso y mal
uso de los antibidticos. De manera pormenorizada establecemos tres bloques:

e Objetivos de divulgacion:

» Despertar la sensibilidad respecto a las resistencias bacterianas a antibidticos.
» Trasmitir conocimientos basicos relacionados con las resistencias bacterianas al
alumnado de bachillerato y primaria para tratar de reducir el problema.

e Objetivos de aprendizaje:

> Despertar el interés cientifico de los estudiantes de bachillerato y primaria.

» Trasmitir a los estudiantes de bachillerato y primaria conocimientos adaptados, tanto
tedricos como practicos, acerca de temas de interés cientifico.

» Mejorar la cultura y la formacion cientifica de los estudiantes de bachillerato y
primaria.

Objetivos experimentales:

» Determinar el grado de diversidad bacteriana presente en el suelo.

» Encontrar bacterias productoras de nuevos antibidticos que puedan servir para
combatir enfermedades producidas por bacterias multirresistentes.

> ldentificar las bacterias potencialmente productoras de nuevos antibiéticos frente a
microorganismos testigo.
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MATERIAL Y METODOS
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1. Ejecucion del proyecto Aula Natura en el IES

En una primera fase se realizaron sesiones de formacion para los estudiantes de la

universidad, SWI Training Assistant (SWITA), impartidas por profesores del departamento de

Microbiologia de la Universitat de Valéncia, SWI Personal Instructor (SWIPI). Una vez realizadas

estas sesiones, los estudiantes estan preparados para reproducirlas en institutos y colegios.

Elegimos al IES Vicent Andrés Estellés para participar en el presente proyecto. Un total de 16

alumnos de bachillerato supervisados por su profesorado han participado en el proyecto,

realizando 6 sesiones de formacién (Tabla 6):

Tabla 6. Sesiones practicas realizadas en el IES Vicent Andrés Estellés.

Dia 1) Presentacion y moderacion de un debate en el IES sobre el problema
de la resistencia bacteriana a antibidticos y su impacto socioeconémico.
Explicacion de la metodologia para tomar muestras de suelo.

Dia 2) Desarrollo de la practica en el laboratorio del IES: siembra de
muestras de suelo en placas de medio de cultivo para bacterias.

Dia 3) Desarrollo de la practica en el laboratorio del IES: aislamiento de
microorganismos potencialmente productores de antibiéticos.

Dia 4) Desarrollo de la practica en el laboratorio del IES: ensayo frente a
bacterias testigo para evaluar la posible produccion de antibioéticos.

Dia 5) Observacion e interpretacion de resultados. Preguntas propuestas
para los estudiantes. Realizacion de encuestas. Propuesta de posters y
videos para la Jornada de Clausura.

01/02/2019

05/02/2019

08/02/2019

15/02/2019

22/02/2019
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Sesion 1. Toma de muestra de suelo

El primer objetivo de esta sesiéon fue que los estudiantes entendieran una serie de
conceptos basicos, asi como el problema asociado al abuso y/o mal uso de antibidticos, tanto
en ambientes domésticos como laborales. Ademds, se les animd a participar en un debate
interactivo en el que pudieran resolver sus dudas acerca de las resistencias que generan las
bacterias frente a los antibiodticos y el peligro que hay detras de esto.

El segundo objetivo consisti6 en que dominaran los procedimientos experimentales
asociados al proyecto. Los 16 alumnos se agruparon por parejas y se le asignd un cddigo.
Posteriormente, se explicd el primer experimento a realizar, consistente en la recogida
aséptica de muestras de suelo para posteriormente aislar microorganismos.

Material

e Hoja de datos y boligrafo.

e Teléfono mdvil para registrar las coordenadas geograficas del lugar de procedencia de
la muestra de suelo.

e Kit de recogida de muestras (en bolsa sellada):
=  Tubo estéril de plastico de 15 mL.
= Bote estéril de 100 mL.
= Espatula estéril.
= Dos guantes de latex o vinilo.

Procedimiento
Seleccionar el lugar donde se va a tomar la muestra.
Anotar todos los datos en la hoja de toma de muestras.

w

Ponerse los guantes y excavar con la ayuda de la espatula que hay en el kit para
recoger la tierra.

Abrir el tubo de 15 mL y tomar una muestra de aproximadamente 1 gramo de suelo.
Abrir el bote de 100 mL vy llenarlo con una muestra de suelo sin raices ni piedras.
Rotular el tubo con el cédigo correspondiente al grupo y la fecha.

N o vk

Guardar la muestra protegida de la luz solar a temperatura ambiente.

En la Figura 4 se muestra el procedimiento de muestreo.

Figura 4. Estudiante de 12 de bachillerato del IES Vicent
Andrés Estellés recogiendo una muestra de suelo.
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Sesion 2. Cultivando la biodiversidad

El objetivo principal de esta sesidon fue el aislamiento y cultivo de bacterias a partir de las

muestras de suelo obtenidas en la sesidn 1. Se realizaron diluciones decimales seriadas a partir

de la cuales se sembraron alicuotas (aproximadamente 0,1 mL) en placas con medio de cultivo

solido. Se utilizé el medio de cultivo general para bacterias Agar Triptona Soja (TSA, del inglés
Tryptic Soy Agar) (Laboratorios CONDA) diluido 1/10 (TSA 1/10) para disminuir su contenido en
nutrientes y asi favorecer el crecimiento de bacterias que estdn adaptadas a ambientes

oligotroficos (el suelo). Una vez sembradas las placas, se incubaron a temperatura ambiente en

condiciones aerobias durante varios dias para observar los resultados en la siguiente sesion.

Material

Tubo con la muestra de suelo.

Tres placas Petri con medio de cultivo TSA 1/10.

Cinco tubos de 15 mL estériles con 9 mL de agua destilada estéril.
Cinco pipetas Pasteur estériles desechables.

Un asa Digralsky estéril desechable.

Una bata de plastico por estudiante.

Un par de guantes por estudiante.

Un contenedor para recoger el material utilizado.

Antes de la realizacion de la sesidn en el instituto, se prepararon las placas con el medio de

cultivo y los tubos de agua destilada estéril en el laboratorio de la universidad.

Procedimiento

Rotular una bateria de cuatro tubos estériles de manera ordenada con las diluciones
decimales seriadas que se van a realizar (107, 10?102, 10*) y tres placas Petri con TSA
1/10 (107, 107, 10™).

Anadir 9 mL de agua destilada estéril al tubo que contiene 1 g de la muestra de suelo.
Transferir con una pipeta Pasteur estéril desechable 1 mL de la muestra bien
homogeneizada al primer tubo (marcado 10™) que contiene 9 mL de agua destilada y
mezclar bien.

Repetir el proceso con cuidado hasta realizar las cuatro diluciones decimales seriadas
respecto a la muestra original. En la Figura 5 se representa la forma correcta de
realizarlo.

Empezar por la dilucion mas diluida, tomando 2 gotas de cada muestra con la pipeta
Pasteur estéril desechable y extender sobre la superficie del medio de cultivo de las
placas correspondientes con la ayuda de un asa Digralsky estéril desechable.

Incubar las placas inoculadas a temperatura ambiente durante varios dias hasta la
observacion de colonias visibles en la superficie del agar.
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Figura 5. Esquema del procedimiento de diluciones decimales seriadas a realizar durante la sesion.
Fuente: Manuales SWI 2018-2019. (Roderic: http://hdl.handle.net/10550/63494)

En la Figura 6 se pueden observar tanto los tubos como las placas Petri que utilizaron los
estudiantes para realizar la actividad.

Figura 6. Diluciones realizadas por los estudiantes en los respectivos tubos y placas Petri con TSA 1/10
en las cuales se aislaron y cultivaron microorganismos de las diferentes muestras de suelo.
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Sesion 3. Aislamiento de bacterias

Los objetivos de esta sesidn fueron que los estudiantes visualizaran la gran diversidad de
bacterias del suelo, que las cuantificaran y que seleccionaran algunas de ellas para realizar
posteriormente un ensayo de antibiosis. En la Figura 7 se muestra una placa representativa en
la que se observan diferentes colonias de bacterias crecidas en TSA 1/10. Cada pareja de
estudiantes debia aislar 20 colonias de aspecto diferente a partir de una placa madre. Las
colonias se eligieron en base a varios criterios: diferente forma, color, tamafio, elevacion, etc.

Figura 7. Placa Petri con TSA 1/10 con diferentes colonias bacterianas de consistencia, morfologia,
pigmentacion y tamaiio variable.

Con el objetivo de que los estudiantes apreciaran la gran cantidad de bacterias que hay en
una muestra de suelo, se procedid a calcular las unidades formadoras de colonia en un gramo
de suelo (UFC/g) en una de las placas analizadas (las que tuvieran entre 30 y 300 colonias). Los
resultados de todos los grupos se anotaron en la pizarra. Acto seguido se procedid a aislar las
20 colonias de bacterias utilizando medio de cultivo TSA.

Material
e Placa Petri con medio de cultivo TSA.
e Cuadricula de referencia.
e Palillos de dientes estériles.
e Rotuladores permanentes de punta fina.
e Una bata de plastico por estudiante
e Un par de guantes por estudiante
e Un contenedor para recoger el material utilizado.

Los materiales estériles (medios de cultivo y palillos) se prepararon previamente en el
laboratorio de la universidad y se llevaron al centro el dia en que se debian usar.
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Procedimiento

1. Calcular el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo utilizando
la siguiente formula:

1 .
o . i - o
UFC _ n? de colonias en placa X e x 10 (siembra dz la placa)
g de susle 1g desuslo

2. Marcar por la parte de fuera de la placa cada colonia que se pretende aislar con un
ndmero del 1 al 20.

3. Rotular la base de la placa dibujando una cuadricula utilizando la de referencia y
marcar cada cuadradito con un nimero del 1 al 20.

4. Sacar un palillo y tocar una de las colonias. Sin que el palillo toque nada mas que la
colonia, inocular en su cuadradito correspondiente en la placa.

5. Incubar las placas a 28 2C durante 24 horas. Después conservar a 4 2C.

A continuacidn, en la Figura 8 se muestra un esquema de la realizacion de la actividad.

Figura 8. Procedimiento de aislamiento de colonias bacterianas crecidas en TSA.
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Sesion 4. Ensayo de antibiosis sobre bacterias testigo

El objetivo fue que los estudiantes aprendieran a realizar un ensayo de antibiosis. Tras
sembrar un césped usando una bacteria testigo, se inoculan las colonias aisladas en la sesién
anterior. En la sesién posterior se observa si alguna de ellas era capaz de producir una
inhibicién del crecimiento de las cepas testigo (halos de inhibicién).

Material
e Placas Petri con medio de cultivo TSA con el microorganismo testigo ya inoculado, pero
no crecido.
e Palillos de dientes estériles.
e Una bata de plastico por estudiante
e Un par de guantes por estudiante
e Un contenedor para recoger el material utilizado

En el laboratorio de la universidad, se sembraron previamente los cultivos bacterianos en
placas de TSA. Se usaron dos cepas de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), una
Gram-positiva, Bacillus cereus CECT 101, y otra Gram-negativa, Escherichia coli CECT 495. Se
prepararon dos placas por cada pareja de estudiantes y se guardaron a 42C hasta la realizacion
de la sesion.

Procedimiento
1. Sembrar de uno en uno cada uno de los microorganismos aislados en la placa que
contiene B. cereus con la ayuda de los palillos estériles.
Repetir el proceso con las mismas colonias en la placa que contiene E. coli.
Incubarlas placas a 282C durante 48 horas.

En la Figura 9 se muestra un esquema de la realizacion de la actividad.

Figura 9. Esquema del procedimiento de realizacion de los ensayos de antibiosis.
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Sesion 5. Resultados y conclusiones

En esta ultima sesion se realizd la lectura de los resultados de antibiosis. Se comentaron

los objetivos del proyecto con los estudiantes del instituto y se valoré su grado de
cumplimiento. Posteriormente se abrié un debate acerca de los nuevos conceptos vy
conocimientos adquiridos durante el proyecto. Por ultimo, se les pasdé una encuesta de
satisfaccion (Figura 10). Finalmente se realizd una foto de grupo (Figura 11).

Figura 10. Formulario utilizado para realizar las encuestas de satisfaccion de los estudiantes del IES
Vicent Andrés Estellés con respecto el presente proyecto.

Figura 11. Conjunto de SWITAs y estudiantes participantes en el IES Vicent Andrés Estellés.
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Sesion de analisis edafoldgico en la UV

La Dra. Ester Carb6 (Area de Edafologia) propuso una sesién practica con el objeto de
analizar la capacidad que tiene el suelo para sustentar la vida microbiana. Se realizaron
experimentos que permitieron conocer las propiedades de algunas muestras de suelo, y de esa
manera pudimos obtener resultados adicionales.

Material
e Tablas Munsell
e pHmetro
e Agitador

Reactivos
e Cloruro potasico 0,1 N
e Acido clorhidrico 1:1
e Cloruro decalcio0,1 N
e Bicarbonato sédico comercial

Procedimiento
A continuacidn se describe el procedimiento que se siguid a la hora de caracterizar cada

una de las propiedades de las diferentes muestras de suelo
(http://edafologia.ugr.es/introeda/tema00/progr.htm, fecha de consulta: 16/04/2019):

Color del suelo

El color es una de las propiedades mas significativas del suelo, ya que este viene dado por
la existencia y proporcion de compuestos organicos y minerales. La materia organica produce
colores oscuros, generalmente negruzcos o pardos. La mayoria de suelos del mundo estan
dominados por dos grandes linajes de bacterias, las Proteobacterias y las Actinobacterias
(Madigan et al., 2015). Son competidores muy eficientes por el carbono orgénico, el cual es un
recurso limitante en el suelo. Por lo tanto, la abundancia de estas incrementa las
concentraciones de carbono orgdnico. Esto quiere decir que cuanto mds oscuro es el suelo,
mayor posibilidad de encontrar gran cantidad de microorganismos. Para evaluar el color de
cada muestra de tierra se utilizaron las tablas Munsell (Casanova et al., 2004).

pH

El pH nos indica el tipo de microorganismo que se puede encontrar en cada muestra de
suelo. Asi pues, las bacterias prefieren pH neutros o cercanos a la neutralidad, en ocasiones
alcalinos, mientras que los hongos son los mayoritarios a pH acido (Madigan et al., 2015). El pH
depende de los constituyentes del suelo.
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Carbonatos

Este ensayo consistié en anadir unas gotas de HCl 1:1 a las muestras de suelo. Si existen
carbonatos en el suelo se produce una reaccion que da lugar a efervescencia. Cuanta mas
intensa es la efervescencia mayor es el contenido de carbonato calcico en el suelo.

Textura al tacto

La textura del suelo es la propiedad que lo clasifica en funcién del tamafio de las distintas
particulas que lo componen. Segun la clasificacién de Departamento de Agricultura de EEUU
(USDA) los suelos se pueden clasificar en arcillosos, limosos y arenosos. Los nutrientes de las
plantas se encuentras principalmente en los suelos mas arcillosos. Para evaluar la textura se
siguio el siguiente procedimiento (Casanova, 2003):

-Suelo arcilloso: El suelo si estd himedo es adherente y pldastico al tacto. Se pueden hacer
cilindros y anillos con los dedos manteniendo la forma.

-Suelo limoso: El suelo mancha al tocarlo. El cilindro cuesta mas hacerlo no pudiendo realizarse
los anillos puesto que al humedecerlo no es plastico y cuando se seca no se endurece tanto
como la arcilla.

-Suelo arenoso: Se mantiene suelto. El cilindro no mantiene la forma, el suelo no es ni
adherente ni plastico.

En la Figura 12 se pueden apreciar fotografias de la realizacién de la actividad.

Figura 12. Fotografias tomadas durante la realizacion de la sesion de edafologia.
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2. Ejecucidon del proyecto Aula Natura en el CEIP

El proyecto consistid en trasladar la iniciativa realizada en el IES Vicent Andrés Estellés a
dos clases de 62 de primaria del Colegio San Juan de Ribera de Burjassot. Para ello, se formé a
los estudiantes del instituto que habian participado en el SWI para que fueran los monitores
durante las sesiones en el colegio.

Este segundo bloque del proyecto se dividié en cuatro sesiones, dos de ellas dirigidas a la
formacién de los estudiantes de bachillerato, y las otras dos centradas en las sesiones practicas
en el colegio. Estas practicas tenian un contenido similar al de las sesiones realizadas en el
instituto, pero simplificado y adaptado a nifios de 10/11 afios. A parte, hubo un trabajo previo
tanto didactico como en el laboratorio para preparar las sesiones de forma amena y cientifica,
y un trabajo posterior en el laboratorio para la obtencidon de datos de interés cientifico.
Ademas, se evaluaron los resultados de aprendizaje de los estudiantes. Tras reuniones con los
profesores participantes en el proyecto, se pactaron las fechas de las sesiones (Tabla 7).

Tabla 7. Sesiones previas realizadas a los estudiantes del IES Vicent Andrés Estellés y
sesiones practicas realizadas en el CEIP San Juan de Ribera.

Sesiones previas Dia 1) Explicacién del proyecto y de las sesiones a 25/03/2019
de formacidn realizar a los estudiantes de bachillerato.

Dia 2) Exposicion y evaluacién de las presentaciones 05/04/2019
explicativas realizadas por los estudiantes de
bachillerato.

Sesiones practicas  Dia 1) Introduccidon al proyecto. Cultivo de bacterias 08/04/2019
del suelo.

Dia 2) Observacion de la diversidad microbiana y de 15/04/2019
fendmenos de antibiosis. Preguntas, encuestas y
conclusiones.

Sesion previa 1. Explicacion del proyecto

El primer paso consistié en la formacion de los estudiantes de bachillerato. La preparacion
se enfocd a la adaptacion de las sesiones para que el alumnado de primaria fuera capaz de
asimilarlas. En la primera sesion se introdujo el Proyecto Natura, explicando las bases y los
objetivos del mismo y los aspectos mas generales con la ayuda de una presentacion en
formato Power Point como recurso didactico (Anexo 1). Posteriormente se acordo el reparto
de sesiones y las tareas de cada miembro del equipo. Se simplificd el cuadernillo de practicas
utilizado en el IES como recurso didactico para que sirviera como guia a los alumnos del
colegio. Se hizo mucho hincapié en que su tarea debia centrarse en la trasmision de la
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informacién de forma que mediante las posteriores sesiones practicas los alumnos de primaria
pudieran entender de forma visual conceptos como “Diversidad”, “Bacteria” y “Antibidtico”.
De esa manera serian capaces de comprender y solidarizarse con el problema de las
resistencias bacterianas a los antibidticos. Se considerd prioritario que entendieran la
importancia de no consumir antibiéticos sin recomendacidn expresa de los médicos, y de
seguir las instrucciones pautadas por estos para asegurar que el consumo de antibidticos no va
a favorecer todavia mas el problema de las resistencias microbianas a ellos.

Se dividid a los estudiantes de bachillerato en dos grupos, y se acordd que cada uno de
ellos prepararia una de las dos sesiones practicas en el colegio. Como en el colegio los alumnos
de 62 de primaria se dividen en dos clases, se acordd que cada grupo realizaria la
correspondiente explicacidon en una clase. Por lo tanto, aunque cada uno de los dos grupos del
IES prepard una sesion, tuvieron que preparar también la exposicidon de la otra, debido a que
cada grupo explico las dos sesiones en su correspondiente clase. En la Figura 13 se puede ver
el grupo de participantes en el proyecto, tanto estudiantes como monitores y profesores.

Figura 13. Conjunto de estudiantes y de profesores participantes en la Implantacién de la Iniciativa
SWI en el Proyecto Natura.

Sesion previa 2. Exposicion y evaluacion de las presentaciones
realizadas por los estudiantes

La sesién se enfocé hacia la formacién de los estudiantes de bachillerato para que
elaboraran una presentacién en formato Power Point adaptada a los estudiantes del colegio.
Los dias anteriores a esta sesién se revisaron y corrigieron las presentaciones realizadas por
ellos, y se les comunicé por correo electrénico los cambios que se consideraron oportunos
para que revisaran el texto y las hicieran mas visuales e intuitivas. También tuvieron que
elaborar preguntas adaptadas a los estudiantes de primaria para valorar después su grado de
compresion de los nuevos conceptos y conocimientos. Durante esta sesion los estudiantes
expusieron sus presentaciones de forma que les sirvid6 como un entrenamiento de cara a las
sesiones definitivas frente a los estudiantes de primaria. Se les corrigieron los fallos que
tuvieron en cuanto a la comunicacion y a la adaptacidn de los conceptos y contenidos, y se les
dieron algunas pautas para perfeccionar mas sus presentaciones.
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Sesion practica 1. Introduccion al proyecto. Cultivo de bacterias
del suelo

La sesidn se dividid en dos partes. En la primera se realizd una explicacién de los conceptos
principales que los alumnos de sexto de primaria deben conocer para participar en el proyecto.
Para ello, los estudiantes de bachillerato expusieron las presentaciones con la intencion de
introducir el problema de las resistencias bacterianas a los antibiéticos, las causas y formas de
prevenir y/o tratar de reducir el problema, asi como indicarles como pueden contribuir ellos.
Posteriormente, se dividieron en equipos de 4 o de 5 personas y se asigné un estudiante de
bachillerato a cada equipo como monitor durante las sesiones.

En esta primera sesidn, se explicé a los alumnos del colegio las normas de seguridad que
debian seguir en las sesiones, ya que era la primera vez que iban a ver de cerca y manipular
una placa Petri con colonias de bacterias. Las normas fueron las siguientes:

1. Lavarse las manos antes y después de trabajar.
2. Llevar puestos siempre los guantes y las batas de plastico.
3. Seguir las instrucciones de los monitores y profesores.

Una vez realizada la explicacion, los alumnos realizaron la segunda parte de la sesidn,
correspondiente a la parte practica.

Material
e Cuadernillo de practicas (Anexo 2)
e Placas Petri con medio de cultivo para bacterias TSA.
e Rotuladores.
e Torundas estériles.
e 6 tubos con diluciones seriadas de suelo.
e Una bata desechable por estudiante.
e Un par de guantes por estudiante.
e Contenedor para desechar material contaminado

Antes de la sesion se prepard todo el material necesario: 80 placas con medio TSA para un
total de diez equipos a los que les correspondian 60 placas (seis por equipo) y 20 placas mas
por seguridad. Se prepararon seis tubos con agua destilada autoclavada para cada grupo de
alumnos, y con diferentes muestras de suelo se realizaron las diluciones decimales seriadas,
10%- 10°. Para ello, se recogieron un total de 8 muestras de tierra diferentes con el fin de
valorar cualitativamente la diversidad de microorganismos que se podia encontrar en cada una
de ellas, y asi llevar a las sesiones practicas en el colegio las muestras de suelo mas
interesantes en cuanto a diversidad para que los alumnos visualizaran los conceptos (Tabla 8).
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Tabla 8. Geolocalizacion de las muestras de tierra.

1 Burjassot 39.507181,-0.419210 Dentro del campus de ciencias de la
Universitat de Valéncia, cerca de la
biblioteca de ciencias

2 Burjassot 39.505582,-0.417042  Parking cercano a la parada de Sant
Joan del tranvia

3 Burjassot 39.504491, -0.412818 Parque de La Granja, zona con malas
hierbas

4 Benimamet  39.504669, -0.416515  Jardin cercano a la autovia de Ademuz

5 Burjassot 39.506606, -0.419686  Dentro del campus de ciencias de la

Universitat de Valéncia, cerca de los
laboratorios de la Facultad de Fisica

6 Burjassot 39.508159, -0.422181  Jardin del edificio de investigacion de la
Universitat de Valéncia

7 Burjassot 39.509096, -0.424179  Entrada al cementerio municipal de
Burjassot

8 Paterna 39.507963, -0.425035  Cerca de la Feria de Muestras, zona con
una gran cantidad de malas hierbas e
insectos.

A continuacidn, se sembraron dos placas de TSA por cada muestra de suelo, tras diluirlo
diez veces (10™) y 100 veces (10?). Después, se evalud cualitativamente la diversidad
bacteriana en cada muestra, siendo las muestras 3 y 8 las mas interesantes, y las muestras 1y
6 las que mostraron menor diversidad. En la Figura 14 se puede apreciar la diferencia de
diversidad que hay entre una muestra de tierra. Esto se puede apreciar debido a que en las
placas correspondientes a la muestra 8 se puede ver una mayor cantidad de morfologias
coloniales y colores que en las placas correspondientes a la muestra 1.

Figura 14. Resultados de la siembra de las dos diluciones de las muestras 1 (panel a) y 8 (panel b).

Por lo tanto, para la realizacion del experimento en el colegio se llevd la muestra 8 diluida.
Una vez explicada la preparacién del material utilizado durante la primera sesién practica en el
colegio se detalla a continuacion el procedimiento experimental de la practica.
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Procedimiento
1. Rotular las placas con el nombre del equipo y con el nimero de la dilucidn de la
muestra.
Sacar la torunda del plastico sin que la punta de algoddn toque nada.
Abrir el primer tubo con tierra diluida y mojar la punta de la torunda.
Abrir la placa y extender la punta de la torunda por la superficie de la placa.
Repetir dos veces mas los pasos 2 y 3, utilizando la misma torunda.
Cerrar la placa y entregar a un monitor.

No v ks wDN

Repetir el mismo procedimiento con los demds tubos.

Al estar los alumnos repartidos en 10 grupos de cuatro o cinco personas, cada uno sembré
una placa, y alguno de ellos tuvo que sembrar una placa mas, debido a que se realizaron 6
siembras por grupo. En la Figura 15 se puede apreciar el procedimiento realizado por los
estudiantes y en la Figura 16 se puede ver a los estudiantes realizando las partes de la sesién

correspondientes a la explicacidn y a la realizacidn de la actividad.

Figura 16. a) Estudiantes de bachillerato exponiendo la sesion; b) alumnos de primaria realizando el
experimento.
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Sesion practica 2. Observacion de la diversidad bacteriana y de
fenomenos de antibiosis.

Los alumnos de primaria apreciaron la diversidad bacteriana de las muestras de suelo que
sembraron en la sesidén anterior, mediante la observacion de colonias bacterianas sobre la
superficie de las placas de TSA. También pudieron ver cdmo algunas bacterias pueden ejercer
una actividad de antibiosis frente a otras. En la Figura 17 se observa el crecimiento de
bacterias en placas sembradas por estudiantes de primaria.

‘.

Figura 17. Placas del medio de cultivo TSA sembradas por los alumnos de primaria.

Los monitores de bachillerato realizaron la explicacién utilizando la presentacion que
habian preparado. A continuacién, repartieron a los alumnos de primaria las placas Petri que
habian sembrado en la sesidon anterior en las que las colonias bacterianas eran visibles.
También repartieron las placas correspondientes a los ensayos de antibiosis realizados
previamente en el laboratorio de la universidad, con varias de las colonias que crecieron en las
placas de los estudiantes de primaria.

Los ensayos de antibiosis (Figura 18) se realizaron la semana anterior en el laboratorio de
la universidad, una vez habian crecido las colonias bacterianas en las placas de aislamiento que
sembraron los estudiantes de primaria en la primera sesién. Se cultivd en medio TSB la cepa
testigo (B. cereus) y después se sembré con él un césped bacteriano en 20 placas Petri
conteniendo TSA. Se rotularon las placas divididas en cuadraditos numerados del 1 al 16 y de
cada grupo de alumnos se escogieron 32 colonias diferentes de bacterias, que se sembraron
después con palillos estériles, 16 en una placa y 16 en la otra. Este procedimiento se repitid
para los 10 grupos de alumnos. Estas placas se incubaron durante 24 horas a 282C, y después
se guardaron a 42C hasta el dia de la segunda sesidn en el colegio.
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Figura 18. Ensayo de antibiosis realizado.

Este ensayo sdlo se realizd con la cepa testigo de B. cereus debido a que es mas facil
obtener resultados positivos por tratarse de una bacteria Gram-positiva y también ambiental.
Asi, los alumnos pudieron apreciar halos de inhibicion del crecimiento bacteriano de la cepa
testigo, puesto que era mas probable que estos aparecieran frente a una cepa de B. cereus.

Después de que los alumnos de primaria vieran los resultados de las siembras que
realizaron y de los ensayos de antibiosis, se procedid a realizar una serie de preguntas
adaptadas para ellos para favorecer la asimilacién de los conocimientos que se les traté de
trasmitir, junto con unas encuestas de satisfaccidn adaptadas para ellos y cuyos resultados se
comentaran posteriormente como se puede ver en la Figura 19.

Figura 19. Modelo de encuestas realizadas para los estudiantes del CEIP San Juan de Ribera para

evaluar su grado de satisfaccion con el proyecto.

Finalmente, como se puede apreciar en la Figura 20, se repartieron los diplomas (Anexo 3)
de participacidn en el proyecto tanto a los alumnos de primaria como a los monitores de
bachillerato.
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Figura 20. Reparto de diplomas a los alumnos de primaria y a los estudiantes de bachillerato.

Este reparto de diplomas tuvo como finalidad reforzar el valor de la actividad, asi como
agradecer personalmente a cada uno de los participantes su participacion y recordarles que es
inmensamente importante comprender el problema de las resistencias microbianas a los
antibidticos y difundirlo para concienciar al mundo entero.

Crioconservacion de la seleccion de cepas bacterianas

Los aislados bacterianos positivos en los ensayos de antibiosis frente a las cepas testigo
ensayadas (E. coli CECT 495 y B. cereus CECT 101) se purificaron en el laboratorio mediante.
tres pases de purificacion por triple estria en placas de TSA. Posteriormente, los cultivos puros
se congelaron a -202C en tubos con glicerol al 25%.

40



3. Jornada de Clausura del proyecto SWI

Este evento se celebré el 17 de mayo de 2019 en la sala Darwin del aulario interfacultativo
del campus de Burjassot de la Universitat de Valencia. En él participaron activamente tanto los
estudiantes de la universidad participantes en el Proyecto SWI como los estudiantes vy
profesores de los 15 diferentes colegios e institutos participantes en el mismo. La jornada
sirvié asimismo como colofén al Proyecto Aula Natura—SWI, con la participacién de los
integrantes de los centros IES Vicent Andrés Estellés y CEIP San Juan de Ribera (Figura 21).
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Figura 21. a) Cartel de la Jornada de Clausura; b) Foto general de la Jornada

El evento consistié en la realizacion de diferentes actividades. Se realizaron tres concursos
para los estudiantes de los institutos, uno de pdsters, otro de videos y otro de fotografia.
Asimismo, se realizd una actividad Kahoot consistente en la realizacion de preguntas online
con multirrespuestas centradas en el proyecto SWI- Aula Natura. Kahoot es una plataforma
gratuita que permite la creacién de cuestionarios de evaluacidn, en la que el profesor crea
concursos en el aula para aprender o reforzar el aprendizaje de sus alumnos.

Posteriormente, se repartieron los diplomas de participacién a los SWITAS vy los diferentes
premios a los estudiantes ganadores de los concursos realizados. En el caso de los alumnos del
IES Vicent Andrés Estellés, tres de ellos recibieron premio. Dos de ellos como ganadores del
concurso de pésters y otra como ganadora del kahoot.
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4. Expociencia Aula Natura

El tercer bloque del proyecto consistid en la participacion en Expociencia (Figura 22), la
jornada de puertas abiertas del Parque Cientifico de la Universitat de Valéncia. La actividad es
una gran celebracidon de la ciencia y la innovacién para todos los publicos. Constituye un
evento que permite a personas de diferentes edades acercarse a la investigacién y a la ciencia
de forma entretenida y educativa.

Nuestro objetivo principal se centrd en que los visitantes se interesaran por el mundo
microbiano. Se enfocd la actividad para resaltar tres aspectos, la diversidad microbiana, la
concienciacion sobre el mal uso de los antibidticos y la potencialidad de otras bacterias como
productoras de nuevos antibidticos. En la se muestra el equipo que preparamos la actividad.

Figura 22. Equipo de preparacion de la actividad SWI-Aula Natura en Expociencia-2019.

Preparacion de la actividad

Se escogieron las muestras de suelo 3, 7 y 8 (Tabla 5.1) y se renombraron como A, By C. Se
realizaron diluciones seriadas de cada muestra (10™'- 10°) y se sembraron en placas Petri con
medio TSA 1/10. Posteriormente, se evalud cualitativamente la biodiversidad de cada muestra
tras 48 horas a 28 2C. En base a los resultados obtenidos (Figura 23) se optd por utilizar la
muestra A para la demostracion en Expociencia.
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Figura 23. a) Placas Petri con medio de cultivo TSA 1/10 sembradas con las tres diluciones de las tres
muestras de tierra tras 48 horas de crecimiento a 28 2C. b) Muestra A. Tubos de tierra diluida
utilizados parala siembra de las placas y sus respectivas placas tras 24 horas de crecimiento.

Se prepararon placas Petri con medio de cultivo TSA 1/10 y torundas para realizar la
actividad (alrededor de 400 unidades).

Material
e 400 placas Petri con medio de cultivo TSA 1/10.
e 400 torundas esterilizadas previamente.
e Placas Petri de ensayos de antibiosis realizados anteriormente con resultados
positivos.
e Placas Petri con cultivos anteriores en las que se puede apreciar diversidad bacteriana.
e Muestra de tierra A.
e Tubos con dilucién 10 de la muestra de tierra A.

Procedimiento

1. Sacar una torunda del bote con cuidado de que no toque nada para evitar contaminar
posteriormente la placa Petri con medio de cultivo (Figura 24).

2. Mojar la torunda en el bote de tierra diluida.

3. Extender la torunda por la superficie de la placa con medio de cultivo TSA 1/10 con
cuidado de no romper la superficie.

4. Incubar las placas a 28 °C durante 2-5 dias. Después se incuban a 42C (este paso se
realizé posteriormente en el laboratorio).

Una vez realizado el procedimiento, se repartié a cada uno de los visitantes una tarjeta en
la que figuraba una direccién web (http://swi.blogs.uv.es) a la que podian acceder una semana

después, para ver los resultados del crecimiento de los microorganismos.
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1) Sacar torunda con cuidado de superficie.

que no toque nada

4) Incubar la placa a 282C
durante 2-5 dias y después ver
los microorganismos crecidos.

Figura 24. Esquema del procedimiento a realizar por los visitantes de Expociencia.

Ademads de la realizacion de esta actividad, los visitantes pudieron ver en directo
resultados positivos de ensayos de antibiosis y varias placas Petri con TSA en las que se
apreciaban diferentes tipos de colonias de microorganismos. Durante la realizacidon de esta
actividad, el jurado de los proyectos participantes en el Proyecto Natura evalué cada una de
las actividades preparadas por los participantes de los diferentes proyectos. Su labor consistio
en evaluar cada proyecto en lineas generales gracias a la informacion aportada a través de
unas fichas comunes para todos los proyectos (Anexo 4) y de los pdsters (Anexo 5) que se
realizaron para Expociencia, ademas de la realizacién de la actividad que pudieron presenciar
in situ y sobre la que preguntaron distintas cuestiones (Figura 25).

Figura 25. Fotografias de la realizacion del proyecto en Expociencia.
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5. Caracterizacion de cepas bacterianas

Uno de los objetivos del presente proyecto era el descubrimiento de cepas con potencial
antimicrobiano. Durante el proyecto SWI se han aislado mas de 6000 bacterias, incluyendo las
obtenidas en el IES Vicent Andrés Estellés y el CEIP San Juan de Ribera. Algunas de ellas
presentaban actividad antimicrobiana frente a cepas testigo de B. cereus y E. coli, y por tanto
era interesante realizar una caracterizacién inicial.

La caracterizacion/identificacion de bacterias se puede realizar mediante métodos
fenotipicos y/o moleculares (Figura 26). Entre los métodos basados en el fenotipo destacan la
tinciéon de Gram, cultivos en medios selectivos y diferenciales o métodos de deteccion de
actividades enzimaticas (Lagier et al., 2015). Por otra parte, entre los métodos basados en
herramientas moleculares destaca principalmente la amplificacién del gen ribosémico 16S
mediante PCR, seguida de secuenciacion del amplificado y posterior analisis filogenético
(Madigan et al., 2015; Franco-Duarte et al., 2019). También existen métodos bioquimicos y
técnicas dmicas que permiten la correcta identificacién de cepas, como el MALDI-TOF, del
inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization, Time of Flight.

IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS

Ada | 4 | 8%

CLASIFICACION FILOGENETICA METODOS$ MICROSCOPICOS TECNICAS BIOQUIMICAS METODOS ioLEcumnss

Figura 26. Clasificacion de los principales métodos de identificacion de microorganismos.
Adaptado de Franco-Duarte et al., 2019.

45



Tincion de Gram

Inicialmente se realizd una tincién de Gram para determinar si los aislados bacterianos
seleccionados eran Gram-positivas o Gram-negativas (Madigan et al., 2015) y posteriormente
se visualizaron al microscopio para observar también sus diferentes morfologias celulares.

Material
e Portaobjetos
e Asadesiembra
e Microscopio 6ptico
e Cubeta de tinciones

Reactivos
e C(Cristal violeta
e Lugol
e Alcohol etilico 95%
e Fucsina basica

Procedimiento
Las tinciones de Gram se realizaron segun el protocolo descrito por Madigan et al., 2015.

Secuenciacion parcial del rDNA 16S

La amplificacion del fragmento del gen ribosémico 16S y su posterior secuenciacién es una
técnica utilizada para identificar aislados bacterianos. Se utilizan cebadores que amplifican la
zona de interés, para después secuenciarla y analizarla para dar lugar a la identificacidon de la
cepa. Este fue el procedimiento realizado junto con la identificacion por MALDI-TOF en este
proyecto para identificar algunas de las cepas que presentaron actividad frente a las cepas
testigo de E. coliy B. cereus utilizadas en los diferentes centros participantes en el proyecto.

Para realizar la amplificacion primero es necesario liberar el DNA del interior de las células
bacterianas, mediante la obtencidn de un lisado por tratamiento térmico (10 min a 959C).
Posteriormente, se realiza la reaccién de amplificacion en un termociclador con cebadores.
Después se comprueba dicha amplificaciéon realizando una electroforesis en gel de agarosa
para separar los fragmentos de DNA amplificados. Si la amplificacidn se ha realizado con éxito
el material ya se puede secuenciar, tras su purificacion.

Extraccion de DNA

Material
e Termobloque
e Agua MiliQ esterilizada
e Mechero Bunsen
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Asa de siembra

Cultivos de las cepas purificados previamente en placas de medio de cultivo TSA
Tubos Eppendorf

Voértex

Pipetas automaticas y puntas de pipeta estériles

Procedimiento

1.
2.
3.

Introducir la colonia bacteriana en un tubo Eppendorf con 300 ul de agua MiliQ.
Homogeneizar las suspensiones bacterianas con la ayuda de un voértex.

Tratar a 952C durante 10 minutos en un termobloque para lisar las suspensiones
bacterianas.

Centrifugar 10 minutos a 13.000 r.p.m. los lisados bacterianos

Recoger sobrenadante (que contiene el DNA) en un nuevo tubo Eppendorf y conservar
a 4 °C hasta su utilizacidn. Desechar sedimento con restos celulares.

Reaccion de PCR

Material

Termociclador para reaccién PCR

Pipetas automaticas y puntas de pipeta estériles
Muestras de DNA (sobrenadantes)

Cabina de flujo laminar

Tubos Eppendorf estériles

Tubos de reaccién de PCR estériles

Reactivos

Agua destilada estéril

Tampon TAE (Tris Base 0,45 M, acido acético 0,45 M, EDTA 10 mM) 10x

dNTPs 2 mM

Cebador directo 5 mM: 616V (5°- AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG -3’) (Arahal et al.,
2008)

Cebador reverso 5 mM: 699R (5'- GGG TYK CGC TCG TTR -3") (Arahal et al., 2008)
Polimerasa DreamTaq (ThermoScientific)

Procedimiento

Preparar un céctel de reaccidon, sin DNA, por cada muestra de DNA para un volumen
final de 50 uL (cebadores 5 pM, la DreamTagq polimerasa 0,025 U/ul y dNTPs 0,2 mM
(Arahal et al., 2008).

Repartir el coctel en alicuotas de 45 plL y afiadir de 5 uL de muestras de DNA.

Usar una alicuota del cdctel de reaccion sin DNA como control negativo.

Amplificar muestras de DNA en un termociclador con Ilas condiciones:
desnaturalizacion inicial a 942C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacién a 942C durante 1 minuto, alineamiento a 552C durante 1 minuto,
extensién a 722C durante 1 min, y una extension final a 722C durante 10 min.
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Electroforesis en gel de agarosa

Material

Guantes

Pipetas automaticas y puntas de pipeta estériles
Microondas

Cubeta de electroforesis

Fuente de alimentacién de la cubeta

Muestras de DNA amplificado

Captador de imagenes

Parafilm

Reactivos

Tampon TAE 1x

Agarosa D-2

Tampon de carga 6x (sacarosa 40%, azul de bromofenol 0,25%, EDTA 0,1 M)
Bromuro de etidio 0,5 g/l

Marcador de pesos moleculares 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen)

Procedimiento

1. Pesar 1 gramo de agarosa.

2. Mezclar con 100 mL de tampdn TAE 1x.

3. Calentar la mezcla en un microondas hasta que la solucién tenga aspecto homogéneo.

4. Dejar enfriar 3 minutos y verter la solucion en el soporte para geles de la cubeta de
electroforesis colocando el peine en su sitio.

5. Dejar gelificar. Mientras tanto, colocar una gota de 1 pL de tampdn de carga encima
del parafilm tantas veces como muestras haya (incluyendo la del control negativo y
colocando una mas para el marcador de pesos moleculares).

6. Colocar en cada gota de tampon de carga 10 plL de cada una de las muestras
incluyendo control negativo. En el caso del marcador de pesos moleculares colocar 5
pL en vez de 10.

7. Una vez la disolucion de agarosa ha gelificado, colocar el gel en la cubeta de
electroforesis y cargar el gel con 11 pL de cada muestra y con 6 pL del marcador de
peso molecular.

8. Aplicar un campo eléctrico de 90 voltios durante 45 minutos aproximadamente.

9.

Recoger gel y tefiirlo con bromuro de etidio durante 15 minutos.

10. Por ultimo, colocar gel dentro del captador de imagenes y visualizar resultados.

Secuenciacion del DNA ribosomico 16S y analisis de secuencias

La purificaciéon de los fragmentos amplificados del gen ribosdmico 16S de las cepas

bacterianas y su posterior secuenciaciéon mediante el método de Sanger se realizd en el

servicio de secuenciacion del Servicio Central de Apoyo a la Investigacion Experimental (SCSIE).
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Posteriormente, se llevé a cabo un analisis de las secuencias obtenidas con el programa BioEdit
y la aplicacién BLASTN del NCBI para la identificacidn de las cepas bacterianas.

MALDI-TOF

La identificacion de cepas bacterianas por MALDI-TOF se realizé en la CECT siguiendo el
protocolo de BrukerDaltonics (http://www.bdal.de) mediante el método de transferencia

directa extendida. La técnica MALDI-TOF se realizé mediante un espectrémetro de masas
Microflex L20 (BrukerDaltonics) equipado con un ldser N2. Todos los espectros fueron
adquiridos en modo ion lineal positivo. El voltaje de aceleracién fue de 20kV. Los espectros se
adquirieron como la suma de 240 disparos por diana. El rango de masa utilizado para el analisis
fue de 2.000-20.000Da.

Se obtuvieron tres espectros por cepa por el método MALDI Biotyper Realtime
Classification (RTC). La identificacién resultante se enfrentd a la base de datos MBT 7854 y
MBT 7311_RUO (BrukerDaltonics), y se corresponde con el perfil de mayor log score (Maier et
al., 2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Actividades en bachillerato y primaria

Los estudiantes del IES Vicent Andrés Estellés recogieron las muestras de suelo segln el

procedimiento detallado en materiales y métodos. Las muestras se recogieron en diferentes

localidades de la Comunidad Valenciana en el mes de febrero de 2019 (Tabla 9).

Tabla 9. Geolocalizacion e identificacion de muestras de suelo.

Muestra
V-EST-01
V-EST-02

V-EST-03
V-EST-04

V-EST-05
V-EST-06

Geolocalizacion

39.515154, -0.410826
39.514311, -0.415121

39.513860, -0.408867

39.510927, -0.406273
38.697078, -0.912964

39.637231, -0.634111

Fecha de recogida:

03/02/2019
03/02/2019

04/02/2019

01/02/2019
02/02/2019

02/02/2019

Municipio:

Yatova
Burjassot

Burjassot
Burjassot

Villena

Lliria

La mayoria de muestras se recogieron a una profundidad de entre 0 y 2 cm en terrenos de
secano con pendiente (Tabla 10). El rango de temperaturas de recogida oscilé entre 6 y 182C.

Tabla 10. Caracteristicas fisico-quimicas de las diferentes muestras de suelo.

Muestra me(l:: r::)idad Humedad
V-EST-01 0--2 Seco
V-EST-02 0--2 Mojado
V-EST-03 -- Seco
V-EST-04 - Mojado
V-EST-05 0--2 Seco
V-EST-06 2--5 Seco

Uso del
terreno

Secano
Secano
Regadio
Regadio
Secano
Secano

Terreno

Pendiente
Pendiente
Pendiente
Llano
Pendiente
Pendiente

Temperatura
(°C)

6
18
15
13

9
10

Se realizaron recuentos microbianos para determinar la abundancia de bacterias

cultivables heterdtrofas aerobias meséfilas en cada muestra (Tabla 11). Estos oscilaron entre

10°y 10" ufc/g.

Se estudiaron algunas de las caracteristicas de los diferentes suelos recogidos por los

alumnos del instituto que participaron en el proyecto (textura, color, contenido de carbonatos

y acidez activa). Para ello, se utilizaron los procedimientos previamente descritos y los
resultados (Tabla 12).
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Tabla 11. Caracteristicas microbioldgicas de las diferentes muestras de suelo.

Muestra Recuento bacteriano (ufc/g) Halos de inhibicion
E. coli B. cereus
V-EST-01 3,4x10° 1 0
V-EST-02 9,8x10° 1 5
V-EST-03 6,6x10° 0 1
V-EST-04 6,0x10" 0 0
V-EST-05 No determinado 0 0
V-EST-06 3,0x10° 0 6

Tabla 12. Caracterizacién edafolégica de las muestras de suelo.

Muestra Color Clase textural pH Carbonatos
V-EST-01 Marrén Arenosa 8,20 Si
V-EST-02 Marrén oscuro Franco limosa 7,89 Si
V-EST-03 Marrén Arenosa 8,75 Si
V-EST-04 Marrén Areno francosa 8,37 Si
V-EST-05 Apagado Arenosa 8,05 Si
V-EST-06 Marrén Arenosa 8,19 Si

La mayoria de los suelos muestreados tenian una coloraciéon marrén, una textura arenosay
valores de pH ligeramente alcalinos (con presencia de carbonatos). Los suelos mds oscuros
suelen presentar un mayor contenido de materia organica y un mayor contenido también de
microorganismos (Madigan et al., 2015). Adicionalmente, cuanto mas humedo es el suelo,
mayor es la carga microbiana, pero hasta cierto punto porque en exceso la concentracién de
oxigeno se vuelve limitante (Madigan et al., 2015). Las muestras con texturas menos arenosas
también se correspondieron con las que mas UFC/gramo presentaron, que son las que mayor
capacidad tienen para acumular nutrientes (Casanova et al., 2004).

Para evaluar la actividad antimicrobiana de colonias aisladas de muestras de suelo se
utilizaron dos cepas bacterianas de referencia de la CECT utilizadas como testigo, E. coli. y B.
cereus. E. coli es una enterobacteria Gram-negativa anaerobia facultativa que se encuentra
principalmente en el tracto intestinal de los animales homeotermos formando parte de su
microbiota intestinal. Se puede encontrar en aguas fecales, siendo un indicador muy fiable de
contaminacion fecal (Yang et al., 2017). B. cereus es una bacteria ambiental Gram-positiva
aerobia que se encuentra en el medio ambiente, principalmente en suelos. El género Bacillus
es muy diverso, pudiendo encontrarse en una gran variedad de nichos, a diferentes rangos de
temperaturas y de pH (Drobniewski, 1993).

Un total de 12 aislados produjeron halos de inhibicion frente a la cepa de B. cereus y dos
frente a la cepa de E. coli de un total de 120 colonias evaluadas (Tabla 13). Por tanto, un 10%
de las cepas ensayadas presentaron actividad antimicrobiana frente a B. cereus mientras que
solo un 1,66% frente a E. coli. Estos resultados sugieren que es mas factible encontrar
bacterias que inhiban a B. cereus, que a E. coli, dado que su ambiente natural no es el suelo.
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Por lo tanto, resulta esperable que las bacterias del suelo ensayadas hayan presentado por
seleccidn natural actividades de antibiosis frente a otras cepas de su ambiente como B. cereus
en forma de produccidn de antibidticos, puesto que les pueden conferir ventajas competitivas
por el espacio y/o los escasos nutrientes dado que el suelo en general es un ambiente
oligotrofico (Madigan et al., 2015). Resulta mas complicado que hayan generado sustancias
antimicrobianas frente a una bacteria entérica como E. coli.

Tabla 13. Resultados positivos del total de cepas evaluadas frente a E. coli y B. cereus.

Halos de inhibicion Halos de inhibicion

frente a B. cereus frente a E. coli
Resultados positivos IES 12 2
Porcentaje de positivos frente al total de 10% 1,66 %

colonias evaluadas (120 colonias)

En el colegio se intenté reproducir el mismo tipo de ensayos, de manera adaptada y
reducida para los alumnos de primaria. A partir de los aislados obtenidos 320, se realizaron
ensayos de antibiosis, obteniéndose 17 aislados positivos frente a B. cereus.

En la Figura 27 se puede apreciar la diferencia entre dos ensayos de antibiosis. Uno
realizado frente a una cepa de E. coli con ningun resultado positivo (a) y otro frente a una cepa
de B. cereus con un total de 10 cepas que mostraron halo de inhibicidn, por lo que ejercieron
antibiosis frente a esta cepa (b).

Figura 27. Fotos representativas de los ensayos de antibiosis
realizados frente a E. coli (a) y frente a B. cereus (b) con cepas

obtenidas de la tierra recogida para la realizacion de las
actividades en el CEIP San Juan de Ribera.
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2. Expociencia

Durante la jornada del 25 de mayo de 2019 llevamos una demostracién del SWI-Aula
Natura al Parque Cientifico de la Universitat de Valencia. Cerca de 400 nifios y nifias se
acercaron a conocer la actividad. Basicamente realizaron una siembra a partir de muestras
diluidas de tierra en placas de medio de cultivo TSA. De manera paralela se les conciencio
sobre el problema de las resistencias bacterianas a antibidticos. Las placas sembradas se
incubaron en el laboratorio de la universidad y una semana después del evento los visitantes
que participaron pudieron ver los resultados del crecimiento de microorganismos. Los
resultados se pudieron consultar en la direccién http://swi.blogs.uv.es/ (Figura 28).

Figura 28. Resultados de algunas de las placas Petri sembradas por los visitantes de Expociencia.
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3. Valoracion del proyecto a nivel didactico

Valoracion de estudiantes del IES Vicent Andrés Estellés

Una vez finalizadas las practicas, se realizd una encuesta de evaluacidén andénima a los
estudiantes con el fin de determinar su grado de satisfaccion frente al proyecto y la adquisicién
de conceptos y aprendizajes relacionados con el mismo. Cada estudiante rellené una encuesta
tipo escala de Likert (1 a 5) para evaluar diferentes aspectos de la actividad. Tras calcular las
correspondientes medias, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados de las encuestas de satisfaccion
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Las encuestas incluian un apartado de respuesta libre. Ocho alumnos de los 13
encuestados comentaron que el aspecto peor (mejorable) era el reparto de batas de plastico
desechables usadas. Ademas, cinco alumnos comentaron que las sesiones deberian haberse
realizado en mas tiempo, y tres de ellos afirmaron que lo peor fue que sus resultados no
fueron los idéneos. Pese a ello, los resultados de la encuesta reflejan el valor didactico de las
practicas, puesto que los alumnos reconocieron positivamente la adquisicion de los conceptos
relacionados con las mismas, asi como la participacion en un proceso de investigacion
cientifica.

La realizacidn de este proyecto de ApS tiene una gran implicacién de caracter social, pero
otro de los objetivos que perseguia era el aprendizaje y complementacion curricular en los
diferentes niveles educativos dentro de la asignatura de Biologia y Geologia, en el caso de los
alumnos de primero de bachillerato. Para este curso no hay un bloque tematico especifico de
microbiologia, pero encajaria dentro de diferentes bloques, por lo que se considera una
practica de caracter transversal en la cual se ponen en practica y se adquieren varias
competencias clave. Por un lado, se desarrolla la competencia matematica y digital, ya que
parte de los resultados obtenidos en el aislamiento de las bacterias del suelo debe expresarse
mediante calculos matematicos. En cuanto a la competencia digital, los alumnos de
bachillerato participantes en la parte del Proyecto Natura han hecho uso de tecnologias, como
aplicaciones informaticas, para transmitir el contenido a los alumnos de primaria. La
competencia de comunicacion linglistica se pone en prdctica en el ambito cientifico mediante
la transmisidon de los resultados, usando el lenguaje especifico y mediante varias vias de
transmision de informacidn. Por otro lado, en el caso de estos alumnos, han llevado a cabo la
competencia de iniciativa y espiritu emprendedor, siendo ellos los que han elegido la manera
de elaborar y transmitir la informacién a compafieros de niveles educativos inferiores.
Finalmente, durante la aplicacion de ambos proyectos SWI y Proyecto Natura, las
competencias social y civica, y de conciencia y expresiones culturales estan en todo momento
presentes, puesto que la base de ambos proyectos, es la concienciacidn ciudadana sobre un
problema de salud que afecta a toda la sociedad.

Valoracion de estudiantes del CEIP San Juan de Ribera

Del mismo modo, se prepard una encuesta similar para los alumnos del CEIP San Juan de
Ribera. Cada estudiante rellenéd una encuesta Likert (escala del 1 al 5) para responder a
preguntas realizadas sobre diferentes aspectos de la actividad. Los resultados de las medias
obtenidas se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Resultados de las encuestas de satisfaccion respondidas por los estudiantes.

En el apartado de repuesta abierta, el 85 % de los alumnos respondieron que no
cambiarian nada respecto a la actividad, y que les gustd tanto la explicacién tedrica como la
parte practica. Siete alumnos comentaron que el aspecto que menos les gustd fue el olor de
las colonias bacterianas, mientras que otros cuatro comentaron que no les habia gustado
ponerse ni batas ni guantes. Algunos también comentaron que las sesiones fueron muy cortas.
Asimismo, los alumnos de primaria participantes en el proyecto han dado una valoracion muy
positiva al cardcter cientifico de la actividad, asi como a la adquisicion de nuevos conceptos
relacionados con la asignatura de Ciencias Naturales, que complementarian los bloques de “El
ser humano y la salud” y el de “Los seres vivos”.

En las practicas del Proyecto Natura con los alumnos de primaria, estos han podido
desarrollar diferentes competencias clave relacionadas. Por un lado, la competencia cientifica,
ya que, aunque siendo las sesiones mas reducidas, los alumnos han podido ser participes y han
colaborado en el desarrollo de la practica. Del mismo modo, al igual que en el caso de los
alumnos de bachillerato, otras de las competencias puestas en practica han sido la
competencia social y civica, y la conciencia y expresiones culturales, puesto que la
concienciacion social con respecto al tema de la resistencia hace a los alumnos ciudadanos
informados vy criticos respecto a las decisiones cientificas y también de caracter social.
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Valoraciones realizadas por los participantes y por el jurado de
Expociencia

La profesora de secundaria (Dra. Margarita Ortigosa) recibié la actividad de manera muy
positiva, siendo su implicacion maxima. Agradecié en varias ocasiones su participacion en el
proyecto, mostrando gran interés a lo largo de todas las sesiones. Asimismo, cabe resaltar un
compromiso muy soélido con la actividad y con el aprendizaje de sus alumnos. Las mismas
conclusiones se han obtenido respecto a los profesores de primaria (Dori Palencia y Juan José
Pérez).

Como se ha comentado anteriormente, los alumnos tanto de bachillerato como de
primaria a lo largo de las sesiones respondieron a una serie de preguntas que sirvieron para
evaluar si realmente estaban aprendiendo nuevos conceptos gracias al proyecto. Para el
equipo docente universitario fue reconfortante comprobar que los alumnos respondieron
positivamente a las preguntas que se les formularon, y que por lo tanto realmente habian
captado la informacion que se les pretendia transmitir.

Los resultados obtenidos analizando las encuestas, unido a las apreciaciones realizadas
durante el desarrollo de las actividades, nos permiten concluir que los objetivos mencionados
al principio de este documento se han cumplido satisfactoriamente. Los estudiantes han
aprovechado las actividades, que les han resultado utiles a la vez que entretenidas.

Ademas de nuestra valoracién, afiadimos la realizada por el jurado de Expociencia, que
también aportd sus opiniones y valoraciones acerca del proyecto. Como punto fuerte
destacaron que la tematica del presente proyecto es muy interesante a la hora de concienciar
a la sociedad y que convierte el drea de la microbiologia en muy atractiva, ya que tanto los
estudiantes del colegio y del instituto como los visitantes de Expociencia son capaces de ver en
vivo la biodiversidad microbioldgica y la capacidad que tienen los microorganismos de inhibir
el crecimiento de otros en beneficio de su propia supervivencia. Sin embargo, como punto
débil destacaron que el proyecto estaba demasiado centrado en el ambito cientifico y que era
necesario prestar mas atencién a los aspectos didacticos.

En todo caso, hicieron hincapié en que todos los proyectos fueron muy interesantes y que
se hizo notar el trabajo que hay detras de todos ellos.
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Valoracion personal

Por ultimo, mi conclusién como coordinador del proyecto es que el programa se ha
cumplido con éxito y de manera muy satisfactoria. Los objetivos principales del proyecto se
han cumplido. Por una parte, hemos concienciado tanto a los alumnos como a sus familias
sobre el problema que causa el mal uso/abuso de antibidticos sobre la generacion de
resistencias bacterianas a antibidticos. Asimismo, la realizacién de un proyecto ApS no solo ha
favorecido un aprendizaje activo de los estudiantes y un servicio a su comunidad, sino que
ademads ha permitido despertar el interés por la ciencia y su divulgacién a través de la
cooperacion entre distintos niveles educativos. Otro de los objetivos de los proyectos de ApS
es la complementacidon del contenido curricular en diferentes niveles educativos. Dicho
objetivo también se ha llevado a cabo satisfactoriamente, puesto que los estudiantes han
adquirido diferentes conceptos y conocimientos de relacién directa con los bloques de
contenidos, tanto de bachillerato como de primaria. También ha abierto la posibilidad de que
los estudiantes puedan llevar a cabo cambios en su comunidad, lo que refuerza su interés por
el aprendizaje de nuevos conceptos y habilidades. En ultimo término este proyecto ApS ha
contribuido a que los estudiantes y la comunidad mas préxima a ellos sean mas responsable
con el uso y consumo de antibidticos, asi como mas respetuosos con el medio ambiente.
Finalmente, este proyecto ha dado lugar a nuevas investigaciones para descubrir bacterias
productoras de nuevos antibidticos.

No obstante, también ha habido distintos contratiempos, uno de los mayores fue la
organizacién del tiempo y la coordinacién entre distintos centros. No sin dificultades,
finalmente hubo tiempo suficiente para cumplir con el horario establecido. Por otra parte, los
alumnos del IES Vicent Andrés Estellés realizaron una importante labor, ya que su trabajo fue
determinante para el desarrollo de las actividades, implicindose a fondo tanto en las
actividades de la primera fase del proyecto en las que participaron como estudiantes como en
las actividades en las que participaron como monitores de los estudiantes del CEIP San Juan de
Ribera. No puedo menos que agradecer a todos los integrantes del equipo su elevado grado de
compromiso, trabajo e ilusidon, que han permitido efectuar esta actividad de una manera
satisfactoria.
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4. Caracterizacion inicial de aislados bacterianos

En primer lugar, realizamos una seleccién de 12 aislados bacterianos (Tabla 16) que habian
producido halos de antibiosis en las pruebas preliminares realizadas en diferentes institutos y
formaban colonias con morfologias y colores variados.

Tabla 16. Aislados bacterianos seleccionadas para su posterior identificacion molecular.

UIX-6-9 IES Benigaslé

AUX-3-6 Colegio Maria Auxiliadora
LAP-11-18 IES Benicalap

XIM-11-8 IES Ximén d’Urrea
XIM-20-4 IES Ximén d’Urrea
AUX-3-14 Colegio Maria Auxiliadora
UIX-6-6 IES Benigasld

XIM-16-4 IES Ximén d’Urrea
XiM-3-10 IES Ximén d’Urrea
XiM-3-14 IES Ximén d’Urrea
XIM-1-2 IES Ximén d’Urrea
XIM-17-9 IES Ximén d’Urrea

Tras la purificacion de la seleccidn de cepas bacterianas que habian mostrado halos de
inhibicion mas notables frente a alguna de las dos cepas testigo utilizadas (Figura 29), se
procedid a realizar una tincién Gram, determinandose asi mismo la morfologia celular. Los
resultados se muestran en la Figura 30 y en la Tabla 17.

Figura 29. Cultivos puros de las cepas seleccionadas para su identificacion.
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Figura 30. Imagenes tomadas del microscopio dptico (100x) de algunas de las cepas bacterianas
identificadas y caracterizadas.

A continuacidon, se realizd la identificacion molecular mediante dos técnicas
complementarias, andlisis de la secuencia parcial del rDNA 16S y MALDI-TOF. En la Figura 31 se
puede observar una foto representativa de los amplificados obtenidos por PCR con los
cebadores 616V.F — 699R dirigidos al gen ribosémico 165, tras su separacion electroforética en
gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio. Se obtuvo el fragmento del tamafio esperado,
de 1000 pb, excepto en el caso del control negativo.

9710 "11; 12 ~13 14 1516

Figura 31. Resultados representativos de la PCR con los cebadores 616V y 699R tras la separacion de
los amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa. Pocillo 1: Marcador de peso molecular 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). Pocillos 4-15: Muestras de DNA siguiendo el orden de la Tabla 16.
Pocillo 16: Control negativo.
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Tabla 17. Caracterizacion parcial e identificacion de los aislados bacterianos seleccionados.

Cadigo Gram Morfologia 16s rDNA rDNA MALDI-TOF M-TOF
puntuacién® puntuacién?
UIX-6-9 + Coco Arthrobacter rhombi 98,19 No identificada 1,46 C
AUX-3-6 + Coco Paenarthrobacter 99,87 Paenarthrobacter aurescens 2,48 A
nitroguajacolicus
LAP-11-18 + Bacilo Bacillus sp. 100 Bacillus mycoides 1,98 B
XIM-11-8 + Coco-bacilo Arthrobacter psychrophenolicus 97,56 Paeniglutamicibacter psychrophenolicus 1,72 B
XIM-20-4 + Coco Bacillus megaterium 100 Bacillus megaterium 2,07 A
AUX-3-14 + Coco Paenarthrobacter 99,86 Paenarthrobacter aurescens 2,43 A
nitroguajacolicus
UIX-6-6 + Coco Arthrobacter arilaitensis 99,87 Glutamicibacter arilaitensis 2,58 A
XIM-16-4 + Coco Bacillus simplex 99,85 Bacillus simplex 2,09 A
XIM-3-10 + Coco Bacillus cereus 99,55 Bacillus cereus 2,28 A
XIM-3-14 + Bacilo Bacillus simplex 99,83 Bacillus simplex 2,10 A
XIM-1-2 + Bacilo Bacillus infantis 99,78 Bacillus infantis 2,29 A
XIM-17-9 + Coco Sphingobacterium faecium 99,32 Sphingobacterium faecium 1,74 B

Nivel de confianza de la secuenciacién
’Puntuacién: <1,69, no identificacién; 1,70-1,99, baja confianza; 2,00-3,00, alta confianza
*indice de consistencia: A, alto; B, bajo; C, no consistencia



Los resultados de la identificacion de las diferentes cepas por ambas técnicas mostraron un
elevado grado de coincidencia (Tabla 17). Una de las discrepancias entre los dos métodos se
encontré en la nomenclatura de un mismo aislado, que se asigndé aparentemente a dos
especies distintas, Arthrobacter arilaitensis (secuenciacion de DNA) y Glutamicibacter
arilaitensis (MALDI-TOF). Al igual que con A. psychrophenolicus y Paeniglutamicibacter
psychrophenolicus. Esto se debe a una reciente reclasificacion del antiguo género Arthrobacter
en dos nuevos géneros, entre los cuales figuran Glutamicibacter y Paeniglutamicibacter (Busse,
2016), asi como al uso de distintas bases de datos segun la técnica utilizada.

Se encontraron otras discrepancias como la observada en la identificacién del aislado UIX-
6-9, identificado como A. rhombi por secuenciacion mientras que no se pudo identificar
porMALDI-TOF. Los aislados AUX-3-6 y AUX-3-14 mostraron discrepancias por lo que respecta
a la identificacion a nivel de especie. Esto se debe a que dentro de un mismo género el grado
de parentesco entre las especies es cercano y puede dar lugar a una identificacion ligeramente
diferente, en funcion de la base de datos utilizada en cada método.

Los géneros identificados se corresponden con bacterias caracteristicas de suelos,
coincidiendo con estudios previos, en los que se han descrito como bacterias del suelo las de
los géneros Bacillus (Drobniewski, 1993), Sphingobacterium (Armalyte et al.,, 2019) vy
Arthrobacter (Kamigiri, 1996).

Coincidiendo también con la bibliografia, los géneros identificados también se caracterizan
producir compuestos antimicrobianos. En concreto las cepas del género Bacillus son capaces
de generar una gran cantidad de compuestos antimicrobianos (Madigan et al., 2015). En 1977
ya se conocian 167 péptidos antimicrobianos diferentes producidos por bacterias de este
género (Katz y Demain, 1977).

En conclusion, gracias a la labor realizada en el proyecto con la ayuda de los estudiantes de
los diferentes institutos y el colegio se han logrado aislar cepas bacterianas productoras de
compuestos antimicrobianos provenientes de las muestras de suelo. Su identificacion ha
revelado una diversidad de especies bacterianas del suelo, algunas de las cuales se han
descrito como productoras de antibiéticos.
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Anexo 1

PROYECTO NATURA

Coordinador: Diego Arnal Saez

Profesores: Sergi Maicas, Elena G. Biosca, Angela Figas,
Margarita Ortigosa, Dori Palencia, Juan José Pérez

2019

éQué son los Proyectos Natura?

* Estrategia ApS.
* Proyectos de divulgacion en institutosy colegios.

* Proyectos multidisciplinares.

Ul
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,
Objetivos

* Divulgar ciencia en universidades, institutos y colegios.
* Despertar espiritu cientifico.

* Concienciar a la gente.

* Mejorar formacion cientifica de los estudiantes.

Participantes

¢ Profesores y alumnos de la universidad.
* Profesores y alumnos de institutos.

* Profesores y alumnos de colegios.




Proyecto SWI@VAL
[ES Vicent Andrés Estellés

(\ﬁ‘undo

A partner of Ty Earth

- Sesiones

5 sesiones practicas en aula:

* 12sesion: Toma de muestra de suelo.

* 22gesion: Cultivo de la biodiversidad.

* 32sesidn: Aislamiento de microorganismos en cultivo puro.

* 42sesion: Ensayo de antibiosis sobre microorganismos testigos.

* 52sesion: Conclusiones.
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CEIP San Juan de Ribera

cerrSanJyuan
ibera

(BURJASSOT)

- Seclenes

* 12 sesion: Introduccion al proyecto.

Cultivo de bacterias de la tierra.

* 22 gesion: Cultivo de las bacterias
junto con microorganismos testigo.
(no se hard en el aula).

®* 32 sesion: Observacion de la
diversidad y de la inhibicion
producida. Preguntas, encuestas y

conclusiones.




Introduccion al proyecto

* ;Qué es una bacteria?

* Diversidad microbiana.

* ;Qué es un antibidtico?

* Auge de microorganismos resistentes a los antibioticos que
producen enfermedades.

* Buscar alternativas.

* Medidas de seguridad.

Cultivo de bacterias de la tierra

Diluciones de tierra ya preparadas.
i Mojar una torunda estéril en la muestra de tierra diluida.

2. Extender la torunda uniformemente por la superficie de
la placa correspondiente a cada tubo.

W

Incubar en el laboratorio a 28 ¢C hasta la préxima sesion.
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Grupos de alumnos

* 2 clases, una de 21 alumnos y otra de 24

* 5grupos de 4 o 5 alumnos por clase, 10 grupos en total

Se les repartirdn 6 placas de medio de cultivo, 6 torundas y los
tubos con las correspondientes diluciones a cada grupo de
alumnos. Cada alumno sembrard una placa, pero habra alumnos
que repetiran la siembra. Se les repartird también una bata a cada
uno y habra cajas de guantes para que cojan guantes.

Se les explicara que las placas tienen dentro medio de
cultivo, que es 1a “comida” de las bacterias, lo que hace que
crezcan.

— e —— e S

Cultivo de las bacterias frente a
microorganismos testigo (no se hara en el aula)

¢ Cultivar 9 bacterias de las crecidas en las placas en dos
placas que contienen Bacillus cereus y E. coli ya incubadas

anteriormente.
1 2 3
4 5 6
@B
p e 7 8 9




Objetivo:

Ser capaces de apreciar la diversidad microbiana que podemos
encontrar en una muestra de tierra.

,.-// =

s 13__‘\#_!‘//
Ver inhibicion producida
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Preguntas y encuestas

* De la misma forma en que se hizo en el instituto, los
alumnos deberan rellenar unas encuestas anonimas
para evaluar la actividad.

* Ademds, al final del cuadernillo de practicas tienen
unas preguntas que deberan responder durante la
ultima sesion.

Conclusiones

En esta sesion es importante recordarles los objetivos de las

practicas y valorar si se han cumplido:

Divulgar ciencia en universidades, institutos y colegios.

Despertar espiritu cientifico.
* Concienciar a la gente.

Mejorar formacion cientifica de los estudiantes.

CUENTALO!




Anexo 2

PROJECTE NATURA




INTRODUCCION

;{Qué son las bacterias?

Las bacterias son microorganismos. Son seres vivos microscépicos, lo que quiere
decir que no los podemos ver a simple vista a no ser que haya muchas juntas
formando una colonia. Para ver una sola bacteria necesitamos un microscopio.

No todas son malas, de hecho muchas son buenas, pero algunas de ellas producen
enfermedades si nos infectan. Las bacterias son un grupo de seres vivos muy diverso.
Hay muchisimas, muy diferentes entre si, y estan por todas partes. i{Hay bacterias
incluso en nuestras caras y manos!

;.Qué son los antibioticos?

Los antibidticos son un tipo de medicamento que mata a las bacterias. Cuando
vamos a la consulta del médico porque nos encontramos mal, si el médico ve que
estamos enfermos por culpa de que nos ha infectado una bacteria muchas veces nos
receta un antibidtico, nos lo tomamos, y volvemos a estar sanos.

Sin embargo, las cosas no son tan faciles como parecen. Las bacterias se defienden,
y mientras que las mas débiles mueren enseguida, hay algunas que resisten. Las que
resisten son las que luego se reproducen, hasta que al final todas las débiles mueren y
solo hay bacterias resistentes. Entonces es cuando el antibiético deja de funcionar.

(Qué podemos hacer?

Utilizar los antibidticos solo cuando sea necesario. Si tomamos muchos,
favorecemos que haya mas bacterias que resistan a ellos. Debemos tomar antibiéticos
solo cuando nos los recete el médico y durante el tiempo que él/ella nos diga.

También podemos buscar nuevos antibiéticos. ¢ Cmo hacemos esto? Primero hay
que saber que los antibidticos los producen las bacterias y los hongos para luchar
contra otras formas de vida que les amenazan. ¢Y donde encontramos esas bacterias?
Ya hemos respondido antes a esa pregunta: jLas bacterias estan en todas partes!
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MEDIDAS DE SEGURIDAD

Durante estas sesiones, debemos seguir unas normas de seguridad. Anteriormente
hemos visto que las bacterias pueden provocar infecciones, y en estas sesiones vamos
a trabajar con diferentes tipos de bacterias. Sin embargo, no nos pasard nada si
seguimos unas instrucciones muy sencillas:

1. Lavarnos las manos siempre antes y después de trabajar

Es muy importante siempre lavarnos las manos con agua y jabén. Recordad que
estamos trabajando con bacterias y podemos coger alguna infeccién si no nos lavamos
las manos.

2. Llevar puestos siempre los guantes y la bata

La bata y los guantes sirven para que las bacterias no estén en contacto con
nuestra piel. Mientras estamos trabajando con ellas es importante que llevemos
puestos tanto los guantes como la bata.

3. Seguir las instrucciones de los monitores

Los monitores estan aqui para ensefiarnos y para asegurarse de que aprendemos
de una forma segura. Si no entendemos algo o no sabemos qué hacer podemos
levantar la mano y preguntarles a los monitores. Ellos nos ayudaran amablemente.
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CULTIVO DE BACTERIAS DE LA
TIERRA

En la tierra podemos encontrar una gran cantidad de bacterias muy diferentes
entre si, entre las cuales puede haber algunas que produzcan antibidticos. En esta
sesion cultivaremos las bacterias de la tierra para trabajar con ellas préximamente.

1. Material

-Torundas estériles.
-Tubos con tierra diluida.
-Placas con medio de cultivo (el medio de cultivo es el alimento que necesitan las

bacterias para crecer).

2. Procedimiento

1. Se saca la torunda del plastico sin que la punta de algoddn toque nada.

2. Se abre el primer tubo con tierra diluida y se moja la punta de la torunda.

3. Se abre la placa y se extiende la punta de la torunda por la superficie de la
placa. Luego la placa se vuelve a cerrar y los monitores las recogeran al final de
la sesidon. NOTA: No tocar el interior de la placa con las manos ni con nada que
no sea la punta de la torunda.

4. Se repite el mismo procedimiento con los demas tubos.

88



OBSERVACION DE LA DIVERSIDAD

En esta sesidn veremos la cantidad de bacterias que pueden crecer en la tierra.
Pueden tener muchas formas y colores, y ademds también podemos encontrar
hongos.

Ademas, también veremos como algunas bacterias de la tierra producen
antibidticos. Esto lo veremos porque cuando dos bacterias diferentes crecen juntas, si
una de ellas produce algo que a la otra le puede matar, la segunda bacteria no crecera
cerca de la primera para no morir. Entonces veremos como se forman circulos donde
no hay ninguna bacteria alrededor de las bacterias que producen antibioticos.
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PREGUNTAS

1. Estas enfermo/a y no has ido al médico. ¢Debes tomarte un antibidtico sin que
ningun médico te lo recete? {Por qué?

2. Finalmente decides ir al médico. El te dice que tienes que tomarte un
antibidtico una vez al dia durante una semana pero al cabo de 4 dias ya te
encuentras bien. ¢ Deberias dejar de tomarte el antibidtico?

3. ¢Por qgué no debemos tocar la placa donde vamos a cultivar las bacterias con la
mano?
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Anexo 4

PROJECTE NATURA

DESCOBRINT NOUS ANTIBIOTICS PRODUITS PER

MICROORGANISMES DEL SOL

1. EQUIP PARTICIPANT

AREA TEMATICA: MICROBIOLOGIA

Titol del projecte: Descobrint nous antibiotics produits per microorganismes del sol

) . Teléfon de .
Nom i Coghoms Centre Localitat Correu electronic
contacte
Alumne , . Facultat de . . .
Arnal Sdez, Diego . ) Burjassot 606656380 diearsa@alumni.uv.es
UVEG Biologia
Gonzalez Biosca, Elena 686777868
elena.biosca@uv.es;
Professor/a . ) . Facultat de . .
Maicas Prieto, Sergi . . Burjassot 629688968 sergi.maicas@uv.es;
de la UVEG Biologia .
R angela.figas@uv.es
Figas Segura, Angela 620936424
Professora ) . IES Vicent . . )
Ortigosa Guemez, i . margaritaortigosa@vice
de . Andrés Burjassot 657498669
. Margarita ] ntadresestelles.org
secundaria Estellés
CEIP San
Mestra de o . . ;
Primari Palencia Jiménez, Dori Juan de Burjassot 645173626 adoraca@gmail.com
rimaria
Ribera

ALUMNES DE SECUNDARIA PARTICIPANTS

Curs

Assignatura

16 alumnes

1°" de Batxiller

Biologia i geologia
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Nombre d’alumnes de primaria que poden participar: 50 alumnes (2 classes)
Curs recomanat: tercer cicle de primaria (6é)

PROJECTE INTERDEPARTAMENTAL SI/NO: NO

DEPARTAMENTS QUE INTERVENEN: Departament de Microbiologia i Ecologia. El projecte esta
coordinat amb el RMD18-839102 (Small World Initiative 2.0: A la busqueda de nuevos
productores de antibidticos mediante una estrategia ApS), per la qual cosa, de manera

puntual, aguest TFG pot rebre suport de les arees d’Ecologia, Edafologia i Informatica de la
Universitat de Valéncia. Aixi mateixa, |'activitat es difondra via la UCC-Catedra de Divulgacié de
la Ciencia.

2. OBJECTIUS

2.1 TEMA EN QUE S'ENMARCA EL PROJECTE: Contextualitzacié del projecte dins d un marc
tematic concret de les Ciencies Naturals

Bloc tematic de primaria:
6° de primaria:
-Bloc 4: La salut, un bé comu.

Blocs tematics de batxiller:

-Bloc 0: Metodologia cientifica. Els alumnes han d’anar avangant en la comprensié i utilitzacié
dels aspectes intel-lectuals i practics que els permeten afrontar els problemes des d’un punt de
vista cientific i augmentar la seua comprensio.

-Bloc 1: Els éssers vius: composicid i funcid. Caracteristiques dels éssers vius i nivells
d’organitzacid dels mateixos.

2.2 CONCEPTE A TRANSMETRE: quin és el concepte, idea basica o contingut essencial sobre el
que es treballara?

Idea principal: Projecte de divulgacié cientifica. El mal Us dels antibiotics és un problema molt
gran a la nostra societat actual (O’Neill 2016). Els microorganismes generen resisténcies degut
a la seleccid artificial que les persones hem aplicat sobre ells (Kumar et al., 2019). Aleshores es
fa necessaria la recerca de nous antibidtics mitjancant processos respectuosos amb el medi
ambient al mateix temps que la gent aprén la relacié que hi ha entre ciéncia i societat per a
tractar de resoldre problemes que ens afecten directament.

Paraules clau: Aprenentatge-Servei (Aps), ciéncia ciutadana, micromecenatge, antibiotics,
seleccid, microorganismes, medi ambient, resisténcies antimicrobianes.
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2.3 OBJECTIUS: qué pot aportar en eixe sentit el nostre projecte, qué esperem obtenir del
desenvolupament del projecte?

BATXILLER:

Objectiu didactics: Transmetre als estudiants coneixements tant tedrics com practics sobre
temes d'interés cientific, millorar la cultura i la formacié cientifica dels estudiants i crear
sensibilitat respecte a les resisténcies microbianes.

Objectiu cientifics: Despertar l'interes cientific dels estudiants. Trobar mostres de terra que
presenten una alta diversitat de microorganismes. A partir d’aquestes mostres, trobar
microorganismes productors d'antibiotics nous i eficacos que puguen servir per a combatre
malalties produides per bacteris resistents a un alt espectre d'antibiotics.

PRIMARIA:

Objectius didactics: Crear sensibilitat i coneixement de cara al problema de les resisténcies
microbianes i transmetre conceptes basics de microbiologia.

Objectius cientifics: Despertar I'interés cientific dels estudiants. Trobar mostres de terra que
presenten una alta diversitat de microorganismes. A partir d’aquestes mostres, trobar
microorganismes productors d'antibiotics nous i eficagos que puguen servir per a combatre
malalties produides per bacteris resistents a un alt espectre d'antibiotics.

2.4. COMPETENCIES BASIQUES

-Coneixements de ciéncies naturals, concretament de Microbiologia i Ecologia, pero també
d’Edafologia en menor mesura.

-Treball en equip i cooperacié.

-Consciéncia per a abordar problemes cientifics.

-Iniciativa per aprendre.

-Competéncies basiques en ciéncia i tecnologia.

-Competéncia aprendre a aprendre.

3. MATERIALS | METODOLOGIA

Materials:

-Tubs esterils de plastic

-Pots esterils de plastic

-Espatules esteérils

-Caixes de guants de latex o vinil

-Plagues Petri amb medi de cultiu TSA 1/10
-Plaques Petri amb medi de cultiu TSA
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-Aigua destil-lada esteéril

-Pipetes Pasteur

-Anses Digralsky

-Furgadents esterils

-Retoladors permanents de punta fina

-Turundes esteérils

-Quadricula de referencia amb 20 quadradets, 5x4, de la grandaria d’una placa Petri.

Metodologia:

Batxiller:

-1a sessid: Presentacio i moderacié d'un debat en I'lES sobre el problema de la resisténcia
bacteriana i el seu impacte socioeconomic. Explicacié de la metodologia a realitzar. Els
estudiants de I'lES entre esta sessid i la seglient arrepleguen la mostra de terra que s'utilitza
durant tot el projecte.

-2a sessié: Desenvolupament de la practica en el laboratori de I'lES: Els estudiants sembren les
mostres de sol arreplegades anteriorment en plaques Petri amb medi TSA 1/10.

-3a sessié: Desenvolupament de la practica en el laboratori de I'lES: Els estudiants veuen la
diversitat microbiana que conté cada mostra de terra observant les diferents colonies que han
crescut en el mig de cultiu. A més aillen 20 colonies diferents de bacteris en una nova placa
Petri.

-4a sessié: Desenvolupament de la practica en el laboratori de I'lES: Amb els bacteris aillats en
la sessid anterior, els estudiants realitzen un assaig enfront de bacteris testimoni per a avaluar
la possible produccié d’antibiotics.

-5a sessid: Els estudiants veuen els resultats dels assajos. A més s'obri un altre debat en forma
de preguntes que els estudiants responen per a assentar els seus coneixements.

Primaria:

-12 sessid previa: Explicacié de la segona fase del projecte als estudiants de batxiller.

-2a sessid previa: Els estudiants de I'lES preparen les presentacions que exposaran en el CEIP, i
es realitza una avaluacié i correccié d'aquestes.

-1a sessid practica: Introduccid al projecte. Els estudiants de I'lES exposen les seues
presentacions i els expliquen el projecte als estudiants del CEIP. Els estudiants del CEIP cultiven
mostres ja preparades de terra diluida en plaques Petri amb medi de cultiu TSA.

-2a sessid practica: Els estudiants del CEIP observen en les plaques la diversitat microbiana
veient les colonies crescudes en elles. Els alumnes del CEIP també poden veure fenomens
d'antibiosi. A més, responen a unes preguntes preparades per a ells per a assentar els seus
coneixements.

Lloci /o requeriments d’espai:

-Batxiller: Laboratori de I'institut.
-Primaria: Dos classes del col-legi.
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4. DESCRIPCIO DETALLADA

Amb les sessions mencionades anteriorment es busca formar els estudiants d'ambdds nivells

educatius des d'un punt de vista cientific. Per mitja de la realitzacié d'aquestes sessions no sols

es busca generar coneixements de forma teorica, sind que també es busca que els estudiants

puguen tindre referencies visuals, i que ells mateixos puguen veure de forma il-lustrativa com

el sol alberga una gran quantitat de microorganismes diferents entre si i que alguns d'ells

poden presentar propietats antimicrobianes. A més, un aspecte important d'aquestes sessions

és que els alumnes realitzen per si mateixos un treball de laboratori que els permet obtindre

els seus propis resultats i elaborar les seues conclusions.

A continuacid s'arreplega el procediment de cadascuna de les sessions practiques realitzades:

Batxiller: (Small World Initiative)

12 sessio:

Primer s'explica el projecte en linies generals. Es realitza |'explicacié corresponent
sobre l'impacte de les resistencies microbianes com a problema de gran magnitud.
També s’expliquen les mesures de seguretat treballant amb microorganismes. Es
proporciona als estudiants el material necessari per a realitzar la recollida de mostra
de sol, i després son els estudiants els que realitzen el procediment:

1- Se selecciona el lloc on es va a prendre la mostra.

2- S’anoten totes les dades en el full de presa de mostres.

3- Amb els guants posats s’excava amb |'ajuda d’una espatula esteril per a arreplegar la
terra.

4- Se pren un tub esteril de 15 mL, s’obri i es pren una mostra d'aproximadament 1
gram de sol.

5- Se pren també un pot estéril de 100 mL, s’obri i s’'ompli amb una mostra de sol
sense arrels ni pedres per a realitzar posteriorment un estudi edafologic.

6- Se retola el tub amb el codi corresponent a la teua parella.

7- Se guarda la mostra protegida de la llum solar a una temperatura semblant a la del
lloc d'on s'ha arreplegat.

22 sessio:

Una volta s’ha arreplegat la mostra de sol, es treballa al laboratori de I'IES.

1- Es retola una bateria de quatre tubs esterils de manera ordenada amb les dilucions
que es van a realitzar (107, 10?107, 10™) i tres plaques amb agar (10?102, 10).

2- S'afegeixen 9 mL d'aigua destil-lada esteril al tub que conté 1 g de mostra de sol.
3- Es transfereix amb una pipeta Pasteur esteéril d'un sol s 1 mL de la mostra ben
homogeneitzada al primer tub (marcat 10™) que conté 9 mL d'aigua destil-lada i es
mescla bé.

4- Es repeteix el procés amb atencio fins a realitzar les quatre dilucions 1/10 seriades
respecte a la mostra original.

5- Comencgant per la més diluida, es prenen 2 gotes de cada mostra amb la pipeta
Pasteur estéril d'un sol Us i s'estenen per la superficie de I'agar de les plaques
corresponents amb I'ajuda de I'ansa Digralsky.
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6- S’incuben les plaques a temperatura ambient durant uns quants dies fins que
apareguen colonies visibles en la superficie de I'agar.

e 32gessio:
1- Es calcula el nombre d'unitats formadores de colonies per mil-lilitre.
2- Es marca per la part de fora de la placa cada colonia que es pretén aillar amb un
ndmero de I'1 al 20.
3- Es retola la base de la placa dibuixant una quadricula utilitzant una que es dona de
referéncia i es marca cada quadradet amb un nimero de I'1 al 20.
4- Es trau un furgadents i es toca una de les colonies amb ell. El furgadents ha de tocar
només la colonia, i després es toca suaument amb el furgadents el quadradet
corresponent en la placa de la quadricula.

e 42sessio:
1- Amb I'ajuda dels furgadents estérils se sembra d'un en un cadascun dels
microorganismes aillats en la sessid anterior en la placa que conté Bacillus cereus fent
altra vegada la quadricula en la placa.
2- Es repeteix el procés amb els mateixos microorganismes en la placa que conté E.
coli.
3- Es guarden les plaques a 282C durant 48 hores.

e 52sessio:
En aquesta sessid s’observen els halos d’inhibicid en el creixement dels bacteris testic
(si n’hi ha) a les plaques sembrades durant la sessié anterior. Si hi ha halo en la placa
amb Bacillus, significa que es produeix un antibiotic front a Bacillus. Si hi ha halo en la
placa amb E. coli, significa que es produix un antibiotic front a E. coli. Durant aquesta
sessio els alumnes responen a preguntes propostes pels monitors per a comprovar si
han entes els conceptes principals i realitzen unes enquestes per a avaluar I'activitat.

Després d’aquestes sessions es realitzen les dues sessions preévies amb els alumnes de I'lES que
consisteixen en preparar-los per a ser els monitors dels alumnes del CEIP. En aquestes dues
sessions se’ls explica com han de preparar les exposicions i com han d’explicar els conceptes
per qué els alumnes del CEIP puguen entendre-los. Es prioritari que els alumnes de primaria
entenguen la importancia de no automedicar-se, i de consumir antibiotics expressament quan
els recepte el metge, com recomana la Organizacion Mundial de la Salud, i que entenguen que
és el que estan fent a les sessions.

A més, abans de la realitzacid de les sessions practiques, s’estudien les diferents mostres de
terra per veure de la biodiversitat que es pot trobar en elles al laboratori de la Universitat, i es
preparen tubs amb diferents dilucions de les terres escollides per a que després els alumnes
puguen treballar amb elles.

Entre la primera i la segona sessié al CEIP, es fan també a la Universitat assajos d’antibiosi amb
els bacteris crescuts a les plaques que ells mateixos sembraren amb les mostres de terra
durant la primera sessio per a que puguen veure resultats a la segona sessio.
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Primaria:

12 sessio:

El primer que es fa és I'explicacié per part dels alumnes de I'lES. Aquests exposen la
seua presentacioé i expliquen les mesures de seguretat als alumnes del CEIP. Després
se'ls proporciona el material que utilitzaran durant aquesta primera sessio, que sén
bates, guants, plaques petri amb mig de cultiu, turundes esterils, retoladors, i 6 tubs
per cada grup de 4 o 5 alumnes amb la terra diluida preparada anteriorment al
laboratori. Quan tenen el material, els alumnes del CEIP poden comengar amb el
procediment.

1- Es retolen les plaques amb el nom de I'equip i amb el nimero de la dilucié.

2- Es trau la turunda del plastic sense que la punta de coto toque res.

3- S'obri el primer tub amb terra diluida i es mulla la punta de la turunda.

4- S'obri la placa i s'estén la punta de la turunda per la superficie de la placa.

5- Es repeteixen dos vegades més els passos 2 i 3 utilitzant la mateixa turunda.

6- Es tanca la placa i s'entrega a un monitor.

7- Es repeteix el mateix procediment amb els altres tubs.

22 sessio:

Els estudiants de I'lES tornen a realitzar una explicacié per a que els estudiants del CEIP
puguen entendre els resultats que van a veure. Després, se’ls donen les plaques on
han crescut els microorganismes de les mostres de sol que ells van sembrar a les
plaques i se’ls donen també els assajos d’antibiosi realitzats entre les dues sessions al
laboratori de la Universitat, on poden veure com alguns bacteris son capagos d’inhibir
el creixement d’altres, és a dir, que poden produir antibiotics.

Finalment els alumnes de primaria contesten a unes preguntes basiques per a avaluar
si han entés els conceptes principals del projecte, i després contesten a enquestes
anonimes igual que ho van fer els estudiants de batxiller durant la primera fase del
projecte, les quals serveixen per a avaluar el projecte en linies generals.

Resultats:

Com s'ha comentat anteriorment, durant aquest projecte es va buscar que els estudiants

pogueren obtindre els seus propis resultats i aprendre d'ells. Els assajos d'antibiosi realitzats

durant les dues fases van donar els resultats segilients:

Taula 1. Resultats dels assajos d’antibiosis.

Nombre de Halos Halos E. % de colonies amb
colonies Bacillus coli activitat antimicrobiana
estudiades

IES 120 13 2 12,50%

Col-legi 320 15 0 4,68%
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Els alumnes van poder veure resultats tant positius com negatius als assajos, perd també van
poder veure que avui en dia és molt dificil trobar bacteris amb activitat antimicrobiana, pero
que es poden trobar i poden tindre propietats interessants. En I'apartat IMATGES DEL
DESENVOLUPAMENT DEL PROJECTE es poden apreciar també imatges dels assajos d’antibiosis
realitzats.

Per una altra part, els estudiants també van poder veure la diversitat de microorganismes que
poden créixer a partir d'una mostra de sol (Figura 1). També van veure com depenent de la
dilucié de terra utilitzada per a sembrar les plaques, el nombre de colonies crescudes varia,
perqué com menys mostra de terra hi ha, menys microorganismes hi haura a la mostra.

Figura 1. Exemple de plaques de medi de cultiu sembrades pels alumnes de primaria una vegada
crescuts els microorganismes en elles.

Com podem observar a la Figura 1, la quantitat de colonies de microorganismes disminueix
d’una dilucié a la segiient.
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Enquestes de satisfaccio:

Com s’ha comentat anteriorment, els alumnes tant de primaria com de batxiller van realitzar

enquestes anonimes per a avaluar diferents caracteristiques del projecte. Per tal d’obtenir

aquests resultats cada estudiant va avaluar de I'1 al 5 diferents aspectes de I'activitat. Després

es va traure la mitjana de la puntuacié donada pels estudiants per a cada aspecte. Els resultats

mostrats en les taules 2 i 3 van ser els seglients:

Taula 2. Resultats de les enquestes de satisfaccio dels estudiants de I'lES Vicent Andrés

Estellés.

Intereés cientific

La participacié en aquest projecte ha 4,38
despertat el teu interés o curiositat per la
ciéncia
Esta experiéncia t’ha acostat a un problema 4,46
de interes
Els teus resultats poden contribuir a I'avang 2,69
cientific
Aguest projecte ha tingut repercussio en el 4,67
teu coneixement de la diversitat
microbiana en el medi ambient
Resisténcies antibiotics
La teua participacié en el projecte ha 4,15
contribuit a coneixer millor el problema de
la resisténcia als antibiotics
Aquesta experiencia ha modificat la teua 4,23
percepcid sobre I'Gs d’antibiotics
Altres
Aguest projecte ha millorat la teua 4,62
formacié cientifica
Recomanaries a altres companys o centres 4,77
la participacid en aquest projecte
Reflexa la teua opinid global sobre la 4,62

participacié en aquest projecte

101




A part, 8 alumnes dels que hi van participar 13 van comentar que el pitjor aspecte o més
millorable van ser les bates de plastic d'un sol Us que se'ls va repartir per a realitzar I'activitat
amb seguretat. A més, 5 alumnes van comentar que les sessions haurien d'haver-se realitzat
en més temps, i 3 d'ells van afirmar que el pitjor va ser que els seus resultats no van ser els
idonis.

Taula 3. Resultats de les enquestes de satisfaccio dels estudiants del CEIP San Juan de Ribera.

Aprenentatge

He entés per qué prendre antibiotics quan 4,95
no he de prendre-los pot ser perillds

He aprés coses noves sobre els bacteris y 4,70
els antibiotics

Ara pense que sé més coses de les que 4,66
sabia abans de participar en el projecte

Interes
Les activitats han sigut entretingudes i 4,76
interessants
Este projecto ha ajudat a que m’agrade 4,15

més la ciéncia

Monitors

Els monitors han fet bé el seu treball 4,83

A banda, la majoria dels alumnes van respondre que ells no canviarien res respecte a
I'activitat, i que els va agradar tant I'explicacid teorica com la part practica. 7 d'ells van
comentar que l'aspecte que menys els va agradar va ser |'olor de les colonies, mentre que
altres 4 van comentar que no els havien agradat les bates ni els guants. Alguns també van
comentar que les sessions van ser molt curtes.

5. CONCLUSIONS

Principals conclusions extretes per I'equip en el procés d’elaboracio del projecte
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Conclusions dels alumnes:

En base als resultats obtinguts de les enquestes realitzades pels estudiants mostrats en les
taules anteriors es pot concloure que s’ha arribat molt satisfactoriament a les metes dels
objectius inicials del projecte, tant didactics com cientifics.

Conclusions de I'’equip docent:

Com s'ha comentat anteriorment, va haver-hi diversos moments al llarg de les sessions en que
els alumnes van respondre preguntes sobre l'activitat per a comprovar si havien entés
adequadament els conceptes que se'ls volia transmetre. Va ser reconfortant per als membres
de I'equip docent comprovar que la majoria d'ells va respondre bé a aquestes preguntes i que
realment havien captat la informacié que es pretenia que captaren.

Per tant, gracies als resultats de les enquestes i al que es va poder apreciar durant les
activitats, la conclusié principal de I'equip docent és que els objectius mencionats al principi
d'aquest document s'han acomplit, i que els estudiants han gaudit d'activitats entretingudes i
d'utilitat.

6. VALORACIO DEL PROJECTE

En aquesta primera edicid del projecte els alumnes, tant del col-legi com de l'institut, han
demostrat que la joventut té ganes d'aprendre i de formar-se cientificament. Han demostrat
prendre's seriosament |'existéncia del problema vigent de les resisténcies microbianes, i també
han demostrat voler contribuir a remeiar-ho.

Els alumnes de primer de batxiller de I'lES Vicent Andrés Estellés en concret han treballat molt
per a poder transmetre als alumnes de sisé de primaria els conceptes que van aprendre durant
la primera fase del projecte, demostrant que han comprés perfectament els conceptes que es
va tractar de transmetre'ls.

D'altra banda, els alumnes de sisé de primaria del CEIP Sant Joan de Ribera han demostrat
molt d’interés per les sessions practiques realitzades per a ells, i han denotat un clar interés
per l'aprenentatge. La seua actitud ha sigut completament satisfactoria, i no han tingut
inconvenient a preguntar els dubtes que els anaven sorgint al llarg de les sessions.

El desenvolupament de les sessions ha sigut excel-lent. La programacié s'ha acomplit tal com
es pretenia que es complira i a pesar de la sensacid ocasional de falta de temps, finalment
s'han acomplit les expectatives.

A més, els estudiants han pogut veure resultats tant positius com negatius en els assajos
d'antibiosi realitzats durant les dues fases del projecte, i han pogut apreciar de forma
qualitativa la biodiversitat existent en les mostres de terra.

Per tot aco, es pot dir també que els estudiants han tingut referéncies visuals que sustenten
els conceptes que es va pretendre transmetre.
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7. IMATGES DEL DESENVOLUPAMENT DEL PROJECTE

12 fase: IES Vicent Andrés Estellés:
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22 fase: CEIP San Juan de Rivera:
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8. EXPOSICIO DE LES DIFICULTATS PER DESENVOLUPAR EL PROJECTE

Una de les majors dificultats trobades en aquest projecte ha sigut I'organitzacié del temps. La
docéncia comporta generalment moltes hores d'organitzacid, pel fet que tant en els instituts
com en els col-legis hi ha una guia docent que seguir per a assegurar que l'ensenyanca és
eficient i que els estudiants capten els conceptes teorics i practics que se'ls vol transmetre. Per
tant, la implantacié d'activitats complementaries en els col-legis i en els instituts és molt
interessant perd comporta una coordinacio efectiva.

En aquest projecte en concret, s'han hagut de coordinar les activitats de manera que hi haja
temps per a realitzar-les i que no hi haja impediments horaris per part de cap dels participants.
AcO comporta una certa carrega d'estres i de treball, ja que és necessari invertir temps a
organitzar i coordinar les activitats de forma efectiva entre els distints centres implicats.

No obstant aix0, el fet d'haver d'adaptar els conceptes a transmetre en dos nivells educatius
diferents no ha suposat tanta dificultat com pareixia en un primer moment, i s'ha sabut
transmetre adequadament la finalitat del projecte.
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po de microorganismos muy
miles de millones de bacterias diferentes y

muchas de ellas tienen un enorme potencial a nivel
ambiental, industrial y sanitario.

+¢Quéson las bacterias?

~Las bacterias son microorganismos, [0 que quiere decir que no las podemos ver a simple vista a no ser que
se encuentren muchas de ellas formando colonias visibles.

Las bacterias estan en todas partes. Algunas de ellas provocan enfermedades, pero no todas ellas son malas
iMuchas bacterias pueden producir antibidticos!

+2Quéson los antibidticos?

~Los antibidticos son sustancias que matan a las bacterias, pero no se debe abusar de ellos porque las
bacterias se defienden, y muchas de ellas generan resistencias frente a ellos, o que hace que sean muy
dificiles de matar, dificulando el trammiento de las enfermedades que causan.

las resistencias a antibidticos.

+2Qué poremos hacer Nosotros?

rio de diversidad microbiana.
estda formado por un gran nimero de
microorganismos que interactdan para  sobrevivir,
algunos mediantela produccion de antibidticos.

~Consumir antibisticos bajo prescripcion médica. También podemes contribuir a la bisqueda de nuevos
antibitices, ya que los producen las bacterias que estan en todas partes, y en grandes cantidades en el
suelo,

PROCEDIMIENTO DE LA ACTIVIDAD

2) Mojar la torunda en un
tubo de tierra diluida

3) Extender la terunda por la superficie
de una placa Petri con medio de cultivo

1) Sacar una torunda con ra bacterias con cuidado de no
cuidado de que no toque nada zmper Ia superficie
4) Incubar la placa a 282C durante 2-5 dias
y después ver los microorganismos
crecidos.
* Proyecto realizado en colabi i6n con ita Ortigosa (IES Vicent Andrés Estellés) [Alumos de 12 de bachiller]y CEIP San Juan de Ribera (Dori Palencia -
Juan José Pérez) [all de 62 de primaria]. TFG codirigido por Angela Figas, Elena G. Biosca y Sergi Maicas
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