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Objetivos:

El principal objetivo del curso es proporcionar a los alumnos conocimientos basicos y
tecnoldgicos tedrico-practicos basados en técnicas nanotecnoldgicas para su aplicacion
al estudio de biofilms microbianos. Se dara especial atencion al: i) empleo de sistemas
de cultivo con flujo continuo de nutrientes operadas a condiciones de shear
hidrodinamico variable, empleando desde camaras convencionales para estudios
microscopicos hasta celdas de la microfluidica, que permiten una resolucién menor al
micrén; ii) estudio de mecanismos involucrados en la adhesion bacteriana a una
superficie, para lo cual se determinara mediante el empleo de Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM) la posicion y distribucion de adhesinas sobre la cubierta celular,
empleando cantilevers funcionalizados con anticuerpos especificos; iii) empleo de
superficies de adhesion funcionalizadas con distintos biopolimeros que asemejen el
ambiente donde se encuentran diferentes microorganismos in vivo; iv) cuantificacion
de fuerzas puestas en juego en la interaccion bacteria-superficie y bacteria-bacteria
mediante MFA; v) estrategias de estudio de la variacién de la estructura y composicion
quimica espacial y temporal durante la dindmica del crecimiento en biofilm; vi)
estudio de nuevas tecnologias de erradicacion de biofilms. Se pretende ademas que el
alumno adquiera conocimientos sobre el uso de distintos software que seran discutidos
durante clases tedricas y trabajos experimentales. Se buscara generar un escenario de
interaccion entre todos los participantes del curso de modo que todos los actores
salgan potenciados en sus capacidades y posibilidades de interaccion a nivel regional.
En conclusién se pretende que el alumno pueda entender la fisiologia de poblaciones
bacterianas que se desarrollan adheridas a superficies en ambientes que emulen las
condiciones de crecimiento in vivo, analizando las primeras etapas de adhesion, y la
construccion del biofilm maduro; asi como adquirir conocimiento sobre nuevas
estrategias de erradicacién de biofilms.
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Requisitos

Graduados en areas relacionadas con biotecnologia, ciencias bioldgicas, medicina,
bioguimica, ingenieria quimica, agronomia o similar. ES necesario poseer
conocimientos de idioma inglés.

NUmero de vacantes
7 alumnos

Fecha del curso
22 de octubre al 2 de noviembre de 2018

Inscripcion de los alumnos

Los interesados deberan solicitar su inscripcion por mail a los directores del curso,
remitiendo una nota de solicitud, un curriculum actualizado (con teléfonos y mails
seguros), la justificacion de la solicitud (utilidad concreta del curso para el alumno
y su lugar de trabajo) y una carta de aval del jefe del grupo de trabajo con su
firma.

Seleccion de los alumnos
Seré realizada por los Directores y Coordinadores del Curso



Programa del Curso

Parte Teodrica (40 horas)

Unidad 1. Introduccién a los biofilms microbianos (6 horas)

Definicion de biofilms. Donde se encuentran. Acciones benéficas y perjudiciales asociadas a la
formacion de biofilms. Importancia del crecimiento adherido a superficies en salud, agricultura
y medio ambiente. Requerimientos para la instalacion y desarrollo de biofilms. Bioflms uni-y
muli-especie. Modelos de estudio de biofilms. Andlisis de los modelos de estudio in vitro e in
vivo.

Dra. Alejandra Bosch y Dr. Osvaldo Yantorno

Unidad 2. Crecimiento y desarrollo de los biofilms (6 horas)

En esta unidad se analizara el fenémeno del desarrollo en biofilm desde la adhesion hasta la
formacion del biofilm maduro. Se analizara el efecto del shear hidrodinamico sobre la adhesion
inicial y crecimiento del biofilm. Analisis de los biofilms producidos en celdas de flujo continuo
en macro y microescala. Conceptos basicos sobre microscopia de fuerza atémica (MFA).
Aplicaciones de MFA en el estudio de biofilms. Posicionamiento de adhesinas mediante
estudios de MFA. Determinacion de elasticidad de cubierta celular mediante el analisis del
moédulo de Young, aspectos tedricos y practicos. Evaluacion de la interaccion bacteria-
superficie, bacteria-bacteria mediante MFA.

Dr Emanuel Carrilho (Brazil), Dra. Maria Elena Vela, Dra. Natalia Cattelan,

Unidad 3. Expresion fenotipica en biofilm (8 horas)

Heterogeneidad espacial y temporal de los biofilms. Estudios proteémicos y transcriptdmicos.
Empleo de espectroscopia infrarroja y Raman confocal para describir composicion quimica del
biofilm, las células sésiles y la matriz. Anélisis espacial y temporal. Sefiales de quérum-sensing.
Matriz extracelular de biofilms: su composicién, estructura, genética y modulacién de su
formacion.

Dr. Osvldo Yantorno, Dra. Alejandra Bosch

Unidad 4. Biofilms naturales y en el entorno industrial (6 horas)

Consorcios naturales o construidos artificialmente que actian como beneficiosos o patogénicos
en el entorno natural. Biofilms mixtos. Organizacién y cooperacién entre distintos integrantes
de biofilms mixtos. La microfluidica en la ecologia microbiana. Estudio de comportamiento
desde ceélulas aisladas hasta cultivos mixtos en microambientes altamente controlados. Biofilms
electrogénicos. Transporte de electrones y estratificacion fisioldgica en biofilms electrogénicos.
Fisiologia de células sésiles que generan energia. Bacterias electrogénicas en la biodegradacién
de liquidos que proceden del uso doméstico e industrial. Capacidad de formacion de biofilms
en bacterias del suelo. Biofilms microbianos asociadas a plantas

Dr Emanuel Carrilho (Brazil), Dr. Osvaldo Yantorno, Dr. Juan Pablo Busalmén, Dra.

Angeles Zorreguieta

Unidad 5. Estrategias de control de los biofilms (6 horas)

Erradicacion de los biofilms. Tolerancia / Resistencia. Mecanismos de tolernacia ( f-lactamasas,
bombas de flujo, hiperputacién, presencia de la matriz polimérica, persistores). Inhibicién de la
formacion de biofilms a diferentes niveles (adhesion, ruptura de la comunicacion celular
bacteriana —quorum sensing, erradicacion de biofilms maduros). Nuevas estrategias para la
prevencion y/o erradicacion de biofilms. Empleo de plasma de gases para la erradicacion de
biofilms. Investigacion de nuevos compuestos. Creacion de materiales con superficies anti-
infectivas.

Dr. Alexandre Macedo (Brazil), Dra. Graciela Brelles, Dra. Alejandra Bosch,



Unidad 6. Biofilms en salud y en enfermedad (6 horas)

La flora microbiana normal y su efecto protector. (S. epidermidis, S. mutans, P. aeruginosa,
Burkholderia cepacia, Candida albicans). Biofilms en la infeccion cronica: otitis, conjuntivitis,
infecciones pulmonares cronicas, fibrosis quistica, infecciones sobre quemaduras, caries
dentales, infecciones urinarias. Biofilms sobre equipamiento hospitalario: equipos de
hemodialisis, respiradores artificiales, stens, etc.

Dr. Alejandro Macedo (Brazil), Dra. Alejandra Bosch

Trabajos Practicos (36 horas)

Trabajo Préactico 1: Desarrollo de biofilms en diferentes modelos experimentales.
Monitoreo de la formacion de biofilm por métodos microscépicos y espectroscopicos:
Presentacion de diferentes sistemas de cultivo para obtener biofilms uni y multi especie:
desarrollo de cultivos estaticos y bajo flujo continuo y semi-continuo de nutrientes de
organismos asociados al ambiente y salud. Empleo de placas multi-pocillo, camaras de cultivo
operadas en forma batch, con flujo continuo y semi-continuo de nutrientes bajo diferentes
condiciones de shear. Se desarrollaran biofilms empleando cdmaras disefiadas para el estudio de
microfluidos. Analisis de los biofilms a nivel de la microescala. Posteriormente se evaluara la
biomasa obtenida por cristal violeta e indirectamente por indicadores metabolicos y colorantes
flourescentes (DAPI y naranja de acridina). Se realizaran estudios estructurales y quimicos de
los biofilms producidos en los diferentes sistemas por métodos destructivos y no destructivos.
Se emplearan distintas técnicas microscopicas para determinar arquitectura de biofilms,
microscopia laser confocal, fluorescéncia. Se trabajara sobre los software COMSTAT, IMARIS
para andlisis de imagenes.

Monitoreo del desarrollo de los biofilms in situ. Se discutiran formas de evaluacion de la
heterogeneidad quimica espacial y temporal de biofilms in situ. Empleo de espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR). Se empleara como soporte portacbjetos de
vidrio y celdas de ZnSe transparentes al infrarrojo que permiten el monitoreo de la formacion de
biomasa y deteccion de la produccién de matriz polimérica. Se evaluaran los biofilms y
caracteristicas fenotipicas de las células sésiles por espectroscopia FT-IR. Se discutiran
resultados obtenidos por microscopia Raman confocal (MRC).

Trabajo Practico 2: Analisis de la comunicacion entre las bacterias. Evaluacion de sefales
de quérum sensing. Deteccion de sefiales de quérum sensing en ensayos en placas y extractos
de sobrenadantes de cultivos liquidos. Extraccion de moléculas de AHLs de sobrenadantes de
cultivo de fase estacionaria. Empleo de cepas biosensoras para la deteccion de sefiales de
quérum sensing: Chromobacterium violaceum CV026, C. violaceum VIR07, Agrobacterium
tumefaciens KYC55, A. tumefaciens WCF47 y A. tumefaciens NTL4 y deteccion por
espectroscopia FTIR. Se mostraran resultados de analisis de sefiales de QS mediante
cromatografia en placa delgada y espectroscopia FTIR, cromatografia gaseosa- espectrometria
de masas y HPLC MS/MS-MRM.

Trabajo Préctico 3: Estudios de biofilms por MFA: a) Determinacion de la distribucién de
adhesinas en las células sésiles obtenidas bajo diferentes condiciones de cultivo y células
plancténicas. Dado que la microscopia de fuerza atomica permite detectar adhesinas y medir
fuerzas de adhesion a diferentes superficies a nivel de la nanoescala se empleara dicha técnica
para analizar la distribucion de adhesinas sobre la superficie de microorganismos. Se
implementaran las medidas por el método Force Volumme utilizando puntas de cantiléver
funcionalizados con anticuerpos. Se realizara un estudio comparativo de distribucion de
adhesinas en células plancténica y sésiles y células sometidas a esfuerzos de corte a fin de
analizar si el shear mecanco induce una sobreexpresion de adhesinas. Para realizar discusiones
sobre los resultados y obtener conclusiones es necesario realizar medidas sobre un gran nimero
de células, por lo que a tal fin se expondran resultados obtenidos por nuestros laboratorios sobre
la distribucion de adhesinas en células sésiles y planctonicas.

b) Determinacion de la elasticidad — rigidez de las membranas en células sesiles. Esta
tecnologia sera empleada también para evaluar y comparar la rigidez de la envoltura bacteriana
de ceélulas sésiles. La misma serd analizada mediante la adquisicién de imégenes de Force
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Volume (FV) de 32x32 pixels registrandose curvas de fuerza que seran analizadas con el fin de
determinar los Mdédulos de Young (E) en diferentes zonas dentro de la célula individual,
mediante un software que fue desarrollado por el Dr. Federico Castez (INIFTA). Con los
valores recolectados se graficaran histogramas representativos de las distribucion de los valores
de E y se construiran mapas de E para reflejar la distribucion en la superficie bacteriana.

Trabajo Préactico 4: Evaluacion de resistencia, tolerancia y persistencia. Erradicacion de
biofilms. Ensayo de resistencia de diferentes cepas a distintos antimicrobianos mediante
concentracion inhibitoria minima de células planctonicas y biofilms (CIM y CIMB).
Comparacion del poder bactericida de los antimicrobianos de uso en la clinica con nuevas
drogas basadas compuestos de tiourea y guanidinio (de reciente patentamiento internacional).
Medida de tolerancia a antimicrobianos Evaluacion de persistores. Estas determinaciones se
realizard en placas multi-pocillo evaluando diferentes antimicrobianos. La determinacion de
persistores se realizard sobre biofilms de 24h sobre los que se aplicara una concentracion 4 y
128 veces la CIM. Evaluacién de la erradicacion de un biofilm de P. aeruginosa de 48 horas
empleando plasma de gases.

Talleres de discusion (4 horas)

Se realizaran talleres de discusion. Se discutiran trabajos cientificos de relevancia en la tematica
en los que participaran el profesor, los auxiliares docentes y los alumnos.

Exposicién de los alumnos de las tematicas de trabajo.

En los tiempos de espera de incubaciones, reacciones, etc, se realizaran exposiciones orales a
cargo de los alumnos sobre los trabajos de investigacion que los mismos llevan a cabo en sus
lugares de trabajo.

La coordinacion y el desarrollo de los trabajos practicos estaran a cargo de las Profesoras
Dra. Alejandra Bosch, Dra. Maria Elena Vela y los Jefes de Trabajos Practicos: Dra.
Natalia Cattelan, Dra. Cecilia Bernadelli, Dra. Carolina Vita por el CINDEFI y las
Doctoras. Dra. Cecilia Chain, Dra. Maria Antonieta Daza Millone por el INIFTA.
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|— pry . - . ) L ) elasticidad de las membranas tradicionales y mediante
L 1 Taller de Discusion de trabajos | las células sésiles obtenidas , - ) "
< e . .. en células sésiles y cantilevers ultrasensitivos.
—_— - cientificos que fueron bajo diferentes condiciones de .
z . . - plancténicas
entregados a los alumnos cultivo y células plancténicas.
L]
previamente
16:00-16:30 Pausa Pausa Pausa Pausa

Libre para
estudio

Evaluacion final




