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1) PROYECTOS DE INVESTIGACION EN LOS CUALES COLABORA

a) “Caracterizacion e identificacion de aislados clinicos de Burkholderia cepacia de pacientes fibroquisticos
mediante técnicas moleculares y espectroscopicas vibracionales.” Proyecto de la Secretaria de Extension de la
Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata (Participacion: Co-direccion).

b) Biofilms microbianos

“Biofilm microbianos.Estudio sobre estrategias desarrolladas por organismos patégenos respiratorios para
su persistencia en el hospedador.” Proyecto X534, correspondiente al Programa de Incentivos, otorgado por la
Secretaria de Ciencia y Técnica de la Universidad Nacional de La Plata (Participacion: Co-direccion)

¢) Fertilizacion asistida

“Disefio y desarrollo de una metodologia no invasiva para la deteccion del potencial reproductivo de
embriones humanos basada en Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier combinada con Redes
Neuronales Artificiales”. Proyecto ANR 800/2011 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
Productiva, Fondo Tecnologico Argentino (FONTAR), Convocatoria 2011. Proyecto aprobado NA 183/11.
Empresa: CENTRO DE FERTILIDAD BUENOS AIRES S.A. (PREGNA). Directores: Drs. Marcos Horton
(PREGNA) y Osvaldo Yantorno (CINDEFI) . Directoes Técnicos: Dres. Marcelo Garcea (PREGNA) y
Alejandra Bosch (CINDEFI). Periodo: 2012-2015.
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7.- EXPQSICI()N SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL
PERIODO.

1) PROYECTOS DE INVESTIGACION EN LOS CUALES PARTICIPO

a) Discriminacion e identificacion de bacterias pertenecientes al Complejo
Burkholderia cepacia aisladas del tracto respiratorio de pacientes
fibroquisticos  mediante  métodos moleculares y espectroscopicos
vibracionales.

INTRODUCCION

La principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes fibroquisticos esta asociada a
ciclos de inflamacion e infeccion causados por colonizaciéon bacteriana crénica del tejido
pulmonar. Aunque Pseudomonas aeruginosa es el bacilo no fermentador (BNF)
comunmente aislado de muestras de esputo de estos pacientes, en las ultimas décadas se
ha incrementado la incidencia de otros BNF como Stenotrophomonas maltophilia, bacterias
pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia (CBc), Acinetobacter y Achromobacter spp
(1).

La taxonomia del CBc es altamente compleja y dindmica. Hasta el afio 2005 el Complejo
estaba compuesto por 9 especies altamente relacionadas genéticamente (denominadas
genomovares): B. cepacia, B multivorans, B. cenocepacia, B. stabilis, B. vietamiensis, B.
dolosa, B. ambifaria, B. pyrrocinia y B. anthina. Se describido posteriormente una décima
especie, B. ubonensis, y actualmente se consideran 17 las especies pertenecientes al
Complejo Burkholderia cepacia.

El numero de especies descriptas recientemente y sus caracteristicas fenotipicas similares,
es indicativo del desafio metodolégico que debe afrontar un laboratorio de microbiologia al
momento de analizar una muestra de un paciente con fibrosis quistica. La identificacién
rapida y precisa de organismos en muestras bioldgicas es de enorme importancia para la
adopcion de medidas dirigidas al control de infecciones. En el caso particular de fibrosis
quistica, son ampliamente reconocidas las limitaciones de los métodos bioquimicos
tradicionales para la identificacion microbiana. La bibliografia internacional ha resaltado lo
complicado de las caracterizaciones taxondmicas para estos aislados (3, 9, 13), informando
ademas el alto porcentaje de errores en la identificacién bacteriana, con el uso de
metodologias microbioldgicas de rutina (2, 3, 6, 11, 13, 17, 21, 22, 26, 27). En este sentido,
recomendaciones de centros de referencia mundial de esta enfermedad, estan dirigidas a
mejorar las metodologias de aislamiento, identificacion y posterior determinacién de
susceptibilidad a antibidticos de organismos aislados de muestras de esputo de estos
pacientes (3). Otro factor que contribuye a complicar el problema de identificacién
microbioldgica es que los organismos que colonizan los pulmones de estos pacientes crecen
en forma de biofilm y esta forma de crecimiento favorece la transmision de material genético
entre las bacterias que integran esos consorcios mixtos (5, 16).

Para implementar un tratamiento antimicrobiano especifico es esencial la identificaciéon
rapida y precisa de los organismos aislados. Los métodos bioquimicos empleados en la
identificaciéon microbiolégica demandan entre 5 y 10 dias de analisis y permiten discriminar
s6lo en algunos casos hasta nivel de especie.

En el afio 2004, en el marco de un Proyecto de Extensién de la Facultad de Ciencias
Exactas de la Universidad Nacional de La Plata, bajo la direccion del Dr. O. Yantorno y mi
co-direccién comenzamos un trabajo conjunto con el Hospital de Nifios, Sor Maria Ludovica
de La Plata con el fin de obtener una técnica rapida de caracterizacion y diferenciacion de
organismos aislados de muestras de esputo de pacientes fibroquisticos empleando
diferentes metodologias.



Luego de una primer etapa (2004-2007) al estudio de otros bacilos Gram-negativos no
fermentadores presentes en esputo de pacientes fibroquisticos como Pseudomonas
aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter y Achromobacter spp y Ralstonia
spp. Las investigaciones realizadas permitieron el desarrollo de nuevas metodologias que
posibilitaron la rapida caracterizacion e identificacion de aislados clinicos (12-36 h), con
bajo costo operativo y alto grado de certeza (J Clin Microbiol 2008, 46: 2535-2546; Analyst
2009, 134: 1138-1148). Sin embargo la dinamica del CBc acompafada por el avance de
nuevas tecnologias de analisis genotipico ha llevado a que en los ultimos 3 afos se
describieran 5 nuevas especies dentro del complejo y un nuevo grupo de bacterias,
denominado Grupo K o Taxéon K, que comprende al menos dos nuevas especies, B.
contaminans y B. lata. (Vanleaare et al. 2009). Esta realidad determin6 que la base de datos
IR quedara desactualizada, lo que nos llevé a buscar su rectificacion/actualizaciéon. Un
elemento que apuntal6 esta decision fue el hecho de que a partir del afio 2008, aun con las
nuevas herramientas moleculares un 80% de los aislados locales no eran correctamente
identificados. Teniendo en cuenta esta situacion y la demanda permanente de los servicios
de microbiologia hospitalarios que trabajan con pacientes fibroquisticos, el objetivo fue para
este periodo desarrollar técnicas moleculares que permitieran la identificacion certera de
aislados clinicos.

OBJETIVOS

El trabajo en este periodo se orientd a continuar con la caracterizacion molecular de
organismos del CBc aislados de pacientes fibroquisticos, a nivel de especie por
secuenciacion de los genes recA y gyrB, y PCR-RFLP de los mismos genes empleando la
enzima de restriccion Hae lll. Del mismo modo se continué también con el registro de
espectros FT-IR de los mismos aislados para llevar a cabo su caracterizacion fenotipica. Se
realiz6 una genotipificacion de los mismos aislados clinicos empleamos técnicas de
fingerprinting basadas en los primers BOX, ERIC y Rep). En particular se realizaron estos
estudios sobre los pacientes colonizados por organismos del complejo B. cepacia de forma
cronica.

METODOLOGIA

Microorganismos. Desde el afo 2004 debido al constante trabajo en colaboracion
realizados con diversos Hospitales provinciales y nacionales, el CINDEFI cuenta con un
cepario de mas de 200 aislamientos pertenecientes al CBc recuperados de muestras de
esputo de pacientes con fibrosis quistica (FQ) y con 15 cepas de referencia de diferentes
organismos Gram negativos multiresistentes. Los aislamientos de Burkholderia spp. fueron
caracterizadas desde el punto de vista bioquimico y algunos de ellos caracterizados por sus
perfiles de PCR-RFLP del gen recA (enzima de restriccion Haelll), los cuales confieren una
identificacion parcial ya que muchas especies no pueden ser discriminadas por este método.
Durante el curso de las investigaciones realizadas en este periodo se han incluido nuevos
aislados hospitalarios de centros de asistencia de diferentes regiones del pais. Todos ellos
han sido incorporados al cepario del CINDEFI, pero se han analizado desde punto de vista
genético y fenotipico los aislamientos provenientes de infecciones crénicas (provenientes de
pacientes con mas de 3 cultivos positivos de Burkholderia en el lapso de 6 meses). Todos
los organismos fueron mantenidos a -70°C en glicerol al 30%.



Caracterizacion molecular. Extraccion de ADN bacteriano. Se emplearon dos métodos
alternativos de extraccioén a partir de una suspension de CBc de 1 x 10°- 1 x 10'° UFC. que
fueron optimizados en el periodo anterior.

a) Lisis por calentamiento: La suspension bacteriana se llevé a ebullicion durante 10 min.
Posteriormente se separé el ADN por centrifugacion a 10.000 x g durante 5 min.

b) Lisis por accion enzimatica: Se obtuvo un sedimento bacteriano por centrifugacion de 2 ml
de un cultivo de 16 horas del CBc en medio Luria Bertani. El sedimento se resuspendio en
200 pl de GET (Glucosa 50mM, EDTA 70 mM, Tris-HCI [pH=8] 50mM) y 2.8 ml de buffer lisis
(1%SDS, Tris-HCI [pH=8] 50mM) conteniendo 60ug/ml RNAsa A y 30ug/ml Proteinasa Ky
0.5mg/ml Pronasa (4). Se incubé a 37°C y luego se agregdé 1 ml de Acetato de Amonio para
la precipitacion de proteinas y polisacaridos. Se incubé 1h y centrifugé a 17.000 x g por 10
min. EI ADN se recuperd por precipitacién con etanol. El precipitado se disolvié en 200ul de
buffer TE (Tris-Cl [pH=8] 10mM, EDTA 1mM).

Genotipificacion de los genes recA y gyrB.

a) recA-PCR-RFLP: Utilizando los primers BCR1 y BCR2 para el complejo Bc se amplifico
un segmento de aproximadamente 1 Kb. El producto amplificado se detectd mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% con tincién de bromuro de etidio y posterior
visualizacién bajo luz UV. El amplicén fue digerido con enzimas de restriccion (Hae Ill). Los
patrones de bandas obtenidos se compararon con los patrones de cepas de referencia. El
producto de las digestiones se detectd por electroforesis en geles de agarosa al 2,5% con
tincién de bromuro de etidio y se visualizé bajo luz UV.

b) Analisis de la secuencias nucleotidicas: se determind la secuencia completa del gen recA
mediante secuenciacion directa utilizando dos amplicones de 500 pb utilizando la
combinacion de primers BCR1/BCR4 y BCR2/BCR3 para cada amplicon (mahent). Las
secuencias obtenidas se compararon con secuencias publicadas en Gene Bank y MLSTpub
a través del analisis de BLAST. En base a las secuencias obtenidas se construyeron arboles
filogenéticos del gen recA.

c¢) Genotipificacion con gyrB. Se emple6 como herramientas para confirmar las
identificaciones mas dudosas (5): secuenciacion completa del gen y comparacién con
secuencias publicadas en Gene Bank y MLSTpub). GyrB-PCR — RFLP se empled para
estudios de epidemiologia a través de la comparacion de los perfiles empleando Haelll
como enzima de restriccion.

Fingerprinting BOX/ERIC/Rep-PCR. Estas técnicas utilizan primers que hibridan y
amplifican las regiones con secuencias de ADN repetidas o repetitivas que se encuentran
distribuidas a lo largo del genoma en la mayoria de bacterias Gram-negativas (6). El
polimorfismo resulta de la variabilidad en la repeticion de dichas secuencias y bajo
condiciones estandarizadas de trabajo, este método es muy confiable, reproducible, rapido y
altamente discriminatorio, Por ello ha sido utilizado en estudios epidemiologicos en brotes
infecciosos (3). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 15 pl,
constituido por 4 ul de la muestra de ADN (ADN templado) y 11 ul de la mezcla de reaccion
(master mix). La composicion de esta mezcla de reaccion es 1.5 ul de buffer de la
polimerasa (Tris-HCI 10 mM pH 9, KCI 50 mM, Triton X100 0.1%), 1.5 ul de mezcla de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP cada uno 200 uM, 1.8 ul de MgCl, 3mM, 0.15 pl de Tag DNA
polimerasa, 1.0 ul de cada uno de los primers en reacciones independientes (Box AR1, REP
1-2, ERIC 1-2).

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR). Dado que el fenotipo de
cada microorganismo depende de variables tales como: sistema de cultivo utilizado,
composicion del medio de crecimiento, tiempo de incubacién, pH, temperatura, etc., se
debid estandarizar las condiciones de operacion para la toma y procesamiento de espectros
IR (15,18). La metodologia que se empled se muestra a continuacion.
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RESULTADOS

En periodos anteriores se desarrolld un protocolo basado en PCR-RFLP de los genes recA
y gyrB y se pusieron a punto las técnicas de secuenciacién de ambos genes. Con esta
metodologia logramos discriminar e identificar 9 especies pertenecientes al CBc, incluyendo
los aislados que hasta el afio 2008 habian sido identificados como aislados “atipicos”
pertenecientes a la especie B. cenocepacia. En base a estos nuevos instrumentos de
identificacién optimizados, estos aislados fueron asignados a la especie B. contaminans.
Las 9 especies fueron encontradas en aislados tanto de pacientes como del ambiente, a
excepcidon de B. lata que nunca se aisldé en pacientes. Interesantemente, el analisis de las
secuencias del gen recA reveld una alta uniformidad para los aislados locales de pacientes
fibroquisticos, ademas de una gran prevalencia de B. contaminans (mayor al 80 %). En
cuanto a los aislados de esta ultima especie, con patréon “K” el 85% producian hemdlisis y
pigmentacion verde amarillenta, pero no se observé diferencias en cuanto al origen del
mismo.

En los estudios epidemiologicos se han empleado diferentes metodologias fenotipicas y
genotipicas como se indico (ver métodos). Las técnicas de fingerprinting (BOX-PCR, ERIC-
PCR y Rep-PCR) utilizadas a tal efecto revelaron la existencia de una mayor variabilidad
genética que las obtenidas a nivel de secuencia de gen. Entre las diferentes técnicas
moleculares implementadas, BOX-PCR mostré ser la herramienta con mayor poder de
discriminacion (ver resultados en comunicaciones y trabajos publicados).

Tanto la puesta a punto de estas técnicas como el andlisis de sus resultados se realizaron
con el asesoramiento del Dr. Antonio Lagares del IBBM, Facultad de Ciencias Exactas,
UNLP.

Los resultados obtenidos durante este periodo se encuentran detallados en el punto 8.
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b) Biofilms microbianos:

“Estudio sobre estrategias desarrolladas por organismos patégenos respiratorios

para su persistencia en el hospedador Estudio de la respuesta fisiolégica de B.
pertussis en cultivos en biofilm” Proyecto X-534, correspondiente al Programa de
Incentivos, otorgado por la Secretaria de Ciencia y Técnica de la Universidad Nacional
de La Plata, 2009-2012. Participacién: co-directora.

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas agudas como difteria, colera y tuberculosis, que
ocuparon la atencién de los microbidlogos el siglo pasado, estaban causadas por
organismos patdégenos con mecanismos especificos de virulencia. Los antibiéticos y
vacunas desarrollados contra ellos, basados en estudios de células plancténicas, han tenido
un importante éxito en su control. En la actualidad el primer plano en cuanto a procesos
infecciosos lo ocupan bacterias ubicuas, capaces de producir infecciones de tipo crénico,
que responden pobremente a los tratamientos con antibiéticos y no pueden prevenirse por
inmunizacion. El analisis directo de los tejidos afectados muestra que estas bacterias crecen
adheridas a superficies en forma de biofilm. Dentro del biofilm las bacterias estan protegidas
de la accion de anticuerpos, del ataque de células fagociticas y de los tratamientos
antimicrobianos. Por lo tanto, es actualmente evidente que los magros resultados en el
control de estas infecciones provienen de estudios que emplearon erréneamente células
crecidas en medios liquidos. Esta realidad llevo a reorientar muchas investigaciones hacia el
conocimiento de las caracteristicas fenotipicas y estructurales que presentan las
poblaciones microbianas cuando crecen adheridas a superficies. El conocimiento de los
mecanismos desplegados por las bacterias para la adhesion y colonizacion de tejidos u
otras superficies resulta esencial para implementar cualquier estrategia de control de estas
poblaciones.

OBJETIVOS


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'FEMS%20Microbiol%20Lett.');

El objetivo en esta tematica en este periodo fue concluir con la redaccion y
publicacion de un capitulo de un libro sobre biofiims de Bordetella pertussis cuyos
trabajos experimentales habiamos realizado en periodos anteriores. Asimismo,
finalizamos también la redaccion de un trabajo que se realizé en cooperacion con un
grupo de la Universidad de Tucuman en el periodo 2010-2011 en el tema de
tratamiento de infecciones cronicas por Pseudomonas aeruginosas en quemaduras
empleando sobrenadantes de cultivo de lactobacilos.

RESULTADOS

Ambos trabajos fueron aceptados para su publicacion (las correspondientes citas se
encuentra descriptas en el punto 8).

c) Fertilizacién asistida

Disefio y Desarrollo de una Metodologia no invasiva para la deteccion del potencial
reproductivo de embriones humanos basada en Espectroscopia Infrarroja con
transformada de Fourier combinada con Redes Neuronales Artificiales”.

Entre los mayores desafios de la investigacién actual en el campo de la fertilizacion in vitro
(FIV) se encuentran el mejoramiento de la tasa de embarazo y la disminucién en la
prevalencia de gestaciones multiples. El principal problema en limitar el numero de
embriones transferidos deriva de la dificultad en estimar con precision el potencial
reproductivo de embriones individuales dentro de una cohorte de embriones, siendo la
evaluacion morfologica de los mismos, la técnica de seleccidn de embriones vigente en la
mayoria de los centros de referencia de FIV. Sin embargo en los ultimos afios han surgido
una serie de tecnologias adicionales para estimar el potencial reproductivo de los
embriones, muchas de las cuales son aun objeto de investigacién. Estas metodologias
incluyen el dosaje de glucosa, lactato, piruvato, niveles de aminoacidos, consumo de
oxigeno durante el cultivo de embriones, y mas recientemente la evaluacion de los perfiles
genomicos y protedmicos de los embriones y la metabolémica de los cultivos (Gardner et al
2001; Brison et al. 2004, Devreke 2007; Seli E, 2008, Botros et al. 2008; Marhuenda-Egea,
2010). La metabolémica en particular, tiende a determinar el potencial reproductivo de un
embrion a través de la evaluacion del perfil metabdlico del sobrenadante de cultivo de los
embriones.

En la ultima década, la espectroscopia infrarroja (IR) ha tomado un importante protagonismo
como técnica de biodiagndstico no convencional (Naumann 2000). La espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) aplicada a materiales biolégicos proporciona
un reflejo de la composicidon quimica y estructural de los mismos. Los espectros de
absorcion de los biomateriales estan representados por bandas anchas constituidas por una
superposicion compleja de picos originados por la absorcion de sus constituyentes
(proteinas, carbohidratos, lipidos y otros compuestos de bajo peso molecular),
representando “huellas digitales” altamente especificas de los mismos (Nichols 1995;
Naumann 2000). Debido a la complejidad inherente a la interpretacion de los espectros y la
asociada al desarrollo de sistemas de clasificacion de los mismos en sistemas bioldgicos se
hace necesario recurrir a la quemometria. Esta disciplina constituye la aplicacion de
meétodos estadisticos y/o matematicos a los espectros FT-IR con la finalidad de extraer la
informacién contenida en los mismos (Schmitt 2001). La quemometria abarca las
operaciones correspondientes al reprocesamiento espectral que involucra las pruebas de
calidad espectral, normalizacién, la aplicacién de técnicas de aumento de resolucion, y el
analisis espectral empleando técnicas estadisticas multivariantes basadas en metodologias
de reconocimiento de patrones, como el analisis de cluster y/o redes neuronales artificiales.



El objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio preliminar para analizar si el
fingerprinting metabdlico obtenido de espectros infrarrojos de sobrenadantes de cultivo de
embriones permitiria discriminar su potencial reproductivo. A tales fines la informacion
espectral fue analizada mediante un modelo estadistico multivariante que permitio
discriminar distintos tipos de embriones. Por ser este el primer trabajo que estudia la
aplicacion de la espectroscopia IR en el desarrollo de métodos no invasivos para determinar
la viabilidad de los embriones, se debid optimizar en una primera etapa un protocolo de
trabajo estableciendo las posibles interferencias.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos fueron publicados en la revista de la Sociedad Argentina de
Medicina Reproductiva (se indica la cita correspondiente en el punto 8).

En el marco de este proyecto se ha iniciado en el mes de abril de 2012 un trabajo conjunto
entre PREGNA, CINDEFI y la consultora IECS (Instituto de efectividad clinica y Sanitaria). El
mismo consite en el disefio de un sistema informatizado de formularios (desarrollados bajo
estdndares internacionales) que funcionara en el entorno de Internet. Esta herramienta
facilitara la recoleccion y el analisis de datos.

En el periodo noviembre 2011 - enero 2012 se elabor6é un proyecto entre CINDEFI y
PREGNA Medicina Reproductiva que fue presentado al concurso internacional "Grant for
Fertility Innovation” GFI-2012, auspiciado por Merck-Serono.

Se completaron las bases y formuld un proyecto relacionado con esta tematica. en inglés

El proyecto fue premiado. El premio fue otorgado en Estambul, Turquia, julio de 2012

(Ver descripcion en el punto 8).

8.- OTRAS ACTIVIDADES

8.1 PUBLICACIONES

8.1.1. TRABAJOS PUBLICADOS en el periodo informado

1.- Sebastian Oderiz, Maria J. Palau, Paula del Palacio, Miriam C. Lewis, Marisa P. Bettiol,
Pablo Martina, Alejandra Bosch, Osvaldo M. Yantorno, Blanca M. Gatti.

Evaluacién de los sistemas comerciales automatizados VITEK 2 y API 20NE para la
identificacion de organismos del Complejo Burkholderia cepacia aislados de muestras
clinicas. Revista Argentina de Microbiologia, 43: 168-175, 2011. ISSN 1851-7617.

2.- Marcelo Garcea, Priscila Calderoli, Claudio Bisioli, Mariana Gémez Pena, Osvaldo
Yantorno y Alejandra Bosch.

Perfil metabdlico de embriones humanos con diferente potencial reproductivo mediante
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Revista de la Sociedad Argentina de Medicina Reproductiva (SAMER). Reproduccion 2011;
26:45-54. 2011

3.- Alberto N. Ramos, Maria E. Sesto Cabral, Diego Noseda, Alejandra Bosch, Osvaldo M.
Yantorno, and Juan C. Valdez

Antipathogenic properties of Lactobacillus plantarum on Pseudomonas aeruginosas: The
potencial use of its supernatants in the treatment of infected chronic wounds. Wound Repair
and Regeneration. 2012. 20: (4) 552-562.
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doi: 10.1111/j.1524-475X.2012.00798.x.
ISSN: 1567-5769(Impact Factor: 3,443)

8.1.2. CAPITULOS DE LIBROS

Natalia Cattelan, Pablo Martina, Laura Arnal, Diego O. Serra, Claudia Prieto, Alejandra
Bosch y Osvaldo M. Yantorno.

ROL DE ADHESINAS EN LA FORMACION Y ESTABILIDAD DE BIOFILM DE
ORGANISMOS PATOGENOS

Publicado en CD-ROM. Fecha de catalogacion 22/06/2012

Editores Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teodricas y Aplicadas (INIFTA)

ISBN: 978-950-34-0857-5

Paginas: 1-9. 2012

8.1.3. TRABAJOS DE DIVULGACION PUBLICADOS

Nota periodistica. “Premian avance platense para mejorar las técnicas de la fertilizacion
asistida”. Publicada por el Diario EL DIA de La Plata, 6 de Agosto de 2012, Seccién LA
CIUDAD, pagina 11 (completa). 2012.

8.1.4. TRABAJOS REMITIDOS PARA SU PUBLICACION

Pablo Martina, Marisa Bettiol, Cecilia Vescina, Patricia Montanaro, Maria Constanza
Mannino, Claudia Prieto, Carlos Vay, Dieter Naumann, Juergen Schmitt, Osvaldo Yantorno,
Antonio Lagares, and Alejandra Bosch.

Genetic diversity of Burkholderia contaminans isolates from cystic fibrosis patients in
Argentina.

Enviado a Journal Clinical Microbiology (ASM) en Junio de 2012.

Control number JCM01545-12.

8.1.5 TRABAJOS DE TRANSFERENCIA / EXTENSION EFECTUADOS

2004-2012

Trabajo de transferencia de tecnologia al Hospital de Nifios Sor Maria Ludovica, en el marco
Proyectos de Extension de la Facultad de Ciencias exactas, de la Universidad Nacional de
La Plata (http://www.unlp.edu.ar/articulo/2008/4/10/extension_apertura_institucional). Desde
el afo 2004 hemos realizado conjuntamente con el Dr. O. Yantorno trabajado en
colaboracién con el Hospital de Nifios de La Plata en la tematica: Empleo de métodos
espectroscoépicos vibracionales y moleculares para identificar, caracterizar y realizar
estudios de evolucién de organismos del complejo Burkholderia cepacia aisladas de
pacientes con fibrosis quistica. Estas investigaciones surgieron como propuesta de los
laboratorios de Bacteriologia de los diferentes hospitales nacionales a fin de cubrir
necesidades asociadas a poder contar con técnicas alternativas, rapidas que permitieran
identificar, caracterizar y diferenciar aislamientos de B. cepacia de pacientes fibroquisticos.
En el curso de estos trabajos de extensidn se desarrollaron técnicas y estrategias de estudio
inéditas para el estudio de estos microorganismos a nivel mundial, las cuales fueron ya
transferidas casi en su totalidad al sector hospitalario. Funcién dentro de estos proyectos:
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Co-direccién y colaboracién en tareas de coordinacion, supervision y -direccién de becarios
de extension.

8.3 ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS O EVENTOS
SIMILARES

8.3.1. CONFERENCIAS DICTADAS

26 Junio 2012
Disertante en la mesa redonda: El laboratorio de microbiologia en la enfermedad
fibroquistica: Recomendaciones del Grupo de Trabajo de la AAM. Congreso de la
Sociedad Argentina de Bacteriologia, Micologia y Parasitologia Clinicas — SADEBAC.
Conferencia: Cambios fenotipicos de B. cepacia en el curso de la infecciéon
cronica. Palais Rouge, Buenos Aires, Argentina.

9 de Agosto
Disertante en la mesa redonda de Microbiologia en el paciente fibroquistico.
Situacién epidemiolégica en Argentina y técnicas de diagnéstico molecular. || Congreso
Argentino de Fibrosis Quistica, realizado en el Hotel Sheraton Cérdoba.

21 Octubre 2011
Conferencia por invitacion: Burkholderia contaminans in cystic fibrosis: FT-IR
spectroscopy-based study of phenotypic variation and diversity among isolates in long-
term infection. Workshop FT-IR Spectroscopy in Microbiological and Medical
Diagnostics, realizado en el Robert Koch-Institute, Berlin, Alemania

4 Julio 2012
Panelista en mesa redonda: “FT-IR data analysis, discussions with experts” en el 1st
Brazilian Biophotonic Winter School, realizado desde el 1ro al 7 de Julio de 2012 en
la Universidad Sao José dos Campos, San Pablo, Brazil.

8.3.2- PARTICIPACION EN CONGRESOS - ENCUENTROS - JORNADAS Y SIMPOSIOS

2011

29 de Septiembre al 1 de Octubre
Presentacion de un poster: DISTRIBUCION DE MARCADORES DE
TRANSMISIBILIDAD EN AISLADOS CLINICOS DEL COMPLEJO BURKHOLDERIA
CEPACIA OBTENIDOS DE PACIENTES FIBROQUISTICOS. Martina P, Bettiol M. ,
Cazzola L., Zappa M.E. , Montanaro P. , Yantorno O. , Bosch A.
XIV Jornada Argentina de Microbiologia, Ill Jornada de Microbiologia e Infectologia
del NEA organizada por la Asociacion Argentina de Microbiologia (AAM), llevada a cabo
en Resistencia, Chaco, Argentina.

3 Octubre
Exposicién oral: DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO EN FIBROSIS QUISTICA. Pablo
Martina, Osvaldo Yantorno y Alejandra Bosch.
INNOVAR, Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva, realizado en
Tecnopolis, Buenos Aires Argentina. Premios Innovar 2011 ($5.000), Categoria
Innovacion Aplicada, otorgado por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién
Productiva (MINCyT).

20 -21 Octubre
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Presentacion poster: FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTROSCOPY AS A
TOOL TO EVALUATE THE EFFECT OF LACTOBACILLUS PLANTARUM
SUPERNATANT ON PSEUDOMONAS AERUGINOSA BIOFILM DEVELOPMENT.
Autores: Ramos, Alberto N. Bosch, Alejandra; Claudia Prieto, Valdez, Juan C.; and
Yantorno, Osvaldo M. Workshop FT-IR Spectroscopy in Microbiological and Medical
Diagnostics, realizado en el Robert Koch-Institute, Berlin, Alemania.

2012

4 de Julio
Presentacion de Poster: FT-IR SPECTROSCOPY-BASED STUDY OF PHENOTYPIC
VARIATION OF BURKHOLDERIA CEPACIA COMPLEX ISOLATES RECOVERED
DURING LONG-TERM LUNG INFECTION OF CYSTIC FIBROSIS PATIENTS. Autores:
Pablo Martina, Ailén Natale, Claudia Prieto1, Dieter Naumann, Juergen Schmit, Antonio
Lagares, Osvaldo Yantorno, and Alejandra Bosch.
1st Brazilian Biophotonic Winter School, realizado desde el 1ro al 7 de Julio de 2012
en la Universidad Sao José dos Campos, San Pablo, Brazil.

26 Julio

Presentacién de poster: DIVERSIDAD GENOTIPICA Y FENOTIPICA DE AISLADOS
CLINICOS DE ORGANISMOS DEL COMPLEJO BURKHOLDERIA CEPACIA
RECUPERADOS DE INFECCIONES CRONICAS EN PACIENTES
FIBROQUISTICOS. Autores: Pablo Martina, , Ailen Natale, Marisa Betiol, Patricia
Montanaro, Antonio Lagares, Osvaldo Yantornoy Alejandra Bosch

Congreso de la Sociedad Argentina de Bacteriologia, Micologia y Parasitologia
Clinicas — SADEBAC. Palais Rouge, Buenos Aires, Argentina.

9. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO
9.1 CARGOS DOCENTES

Jefe de Trabajos Practicos, Dedicacion Exclusiva, Area de Biotecnologia, Departamento de
Quimica, Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. (Exp: 700-8977).

10. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES.

10-1.- PREMIOS

-Premio INNOVAR 2011. Concurso Nacional de Innovaciones. Premio otorgado en
la Séptima Edicion del Concurso INNOVAR de la Secretaria de Planeamiento vy
Politicas de Ciencia e Investigacion del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion Productiva (MINCyT).

Proyecto 10344: “KIT DE DIAGNOSTICO MOLECULAR RAPIDO PARA
COMPLEJO BURKHOLDERIA CEPACIA. Autores: Pablo Martina, Osvaldo
Yantorno y Alejandra Bosch. El premio fue otorgado en Tecndpolis, Buenos Aires
Argentina. Categoria Innovacion Aplicada, en Octubre de 2011. Premio: $5.000
http://www.mincyt.gov.ar/noticias/noticias_detalles.php?id_noticia=296
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-Premio Internacional "Grant for Fertility Innovation” GFI-2012. otorgado por
Merck Serono. Proyecto: "Fourier-Transform Infrared spectroscopy in metabolomics
and its application to embryo assessment in IVF”. El| proyecto, basado en el
desarrollo de una metodologia no invasiva basada en espectroscopia infrarroja para
evaluar el potencial reproductivo de embriones humanos en fertilizacion asistida, fue
otorgado en la 28 sesion anual de la Sociedad Europea de Reproduccién Humana y
Embriologia en Estambul, Turquia, julio de 2012. Es un premio compartido por
miembros de dos instituciones, CINDEFI, Facultad de Ciencias Exactas y PREGNA
Medicina Reproductiva, Centro Médico de fertilizacion asistida. Autores: Osvaldo
Yantorno, Alejandra Bosch, Marcos Horton, Marcelo Garcea. Premio: Euros
190.000.

http://www.grantforfertilityinnovation.com/en/gfi_2012/winners/winners.html
http://www.unlp.edu.ar/articulo/2012/8/6/premio_cientificos fertilizacion_asistida

-Reconocimiento de la Honorable Camara de Diputados de la Nacién a través del
Proyecto presentado por la Diputada de la Nacién Dra. Olga E. Guzman. Mediante el
Expte: 5662-D-2012, la Honorable Camara de Diputados de la Nacién da su
beneplacito por la tarea llevada a cabo por profesionales del CINDEFI con
motivo de las investigaciones llevadas a cabo en el campo de la Fertilizacion
Asistida. Mediante el Expte: 0700-013031/12-000, la facultad de Ciencias Exactas
de la UNLP toma conocimiento y da su reconocimiento a la labor realizada por el Dr.
Osvaldo Yantorno y la Dra. Alejandra Bosch y a su grupo de trabajo en la tematica de
Fertilizacion Asistida.

10.2. PARTICIPACION EN SOCIEDADES ACADEMICAS Y PROFESIONALES

Coordinadora del “Grupo de Trabajo Burkholderia Cepacia” creado por la Asociacion
Argentina de Microbiologia (AAM), desde Diciembre de 2007.

El “Grupo de Trabajo Burkholderia Cepacia” constituye ambito cientifico auspiciado por la
Asociacion Argentina de Microbiologia que promueve la difusion de la informacion necesaria
para realizar y optimizar el aislamiento, la identificacion fenotipica y molecular, formas de
erradicacion de organismos pertenecietes al Complejo Burkholderia cepacia y difundirla en
la comunidad cientifica, hospitalaria en la industria y la sociedad.

10.3. SUBSIDIOS RECIBIDOS

Proyecto de Investigacion y/o Desarrollo (Proyecto X534) otorgado por la Secretaria de
Ciencia y Técnica de la Universidad Nacional de La Plata en el marco del Programa de
incentivos. Participacion en la Co-direccion del Proyecto dirigido por el Dr. Osvaldo
Yantorno. Titulo: Biofilms Bacterianos - Estudio sobre estrategias desarrolladas por
organismos patdgenos respiratorios para su persistencia en el hospedador.

Periodo 2009-2012. Monto total solicitado: $ 15.500

Proyectos de Extension de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. - Area Salud y
Diagnostico. Participacion en la Co-direccion del Proyecto dirigido por el Dr. Osvaldo
Yantorno. Titulo: “Empleo de métodos moleculares y espectroscopicos para la
discriminacién de organismos pertenecientes al complejo Burkholderia cepacia aislados de
pacientes fibroquisticos y del ambiente. Implicaciones epidemioldgicas”. Subsidio: $500 y un
cargo de Ayudante Alumno rentado.

Periodo: 20011-2013.
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Proyecto ANR 800/2011 del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién Productiva,
Fondo Tecnoldgico Argentino (FONTAR), Convocatoria 2011. Proyecto aprobado NA
183/11: “Disefio y Desarrollo de una Metodologia no invasiva para la deteccién del potencial
reproductivo de embriones humanos basada en Espectroscopia Infrarroja con transformada
de Fourier combinada con Redes Neuronales Artificiales”. Empresa: CENTRO DE
FERTILIDAD BUENOS AIRES S.A. (PREGNA). Directores: Drs. Marcos Horton (PREGNA) y
Osvaldo Yantorno (CINDEFI) . Directoes Técnicos: Dres. Marcelo Garcea (PREGNA) vy
Alejandra Bosch (CINDEFI). Monto aprobado por FONTAR: $ 798.000. Fondos Laboratorio
CINDEFI: $ 395.000.

Periodo: 2012-2015.

10.4. FORMACION Y DIRECCION DE RECURSOS HUMANOS
10.4.1. Tesis Doctorales terminadas y aprobadas

Titulo:  Caracterizacion  mediante marcadores  moleculares vy
espectroscopia infrarroja de aislamientos del hongo Fusariun
graminearum

Tesista: Lic. Gisele Kikot

Director: Teresa Alconnada

Co-director: Alejandra Bosch

Beca: CONICET

Periodo: 2008-2012

10.4.2 Tesis Doctorales en curso

Titulo: Caracterizacion, discriminacion e identificacion de organismos de
complejo Burkholderia cepacia aislados del tracto respiratorio de
pacientes fibroquisticos mediante métodos moleculares y
espectroscopicos vibracionales.

Tesista: Lic. en Genética Pablo Martina

Director: Osvaldo Yantorno

Co-director: Alejandra Bosch

Beca: Beca Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica,
Proyecto PICT 2005, No 34836 (Periodo 2008-2010). CONICET- Tipo I
(2011-2012)

Finalizacion estimada Diciembre 2012.

10.4.3. Direccion y/o Co-direcciéon de Becas de Extension Universitaria

Estudiante: Maria Eugenia Zappa

Becaria de Proyecto de Extension de la Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata.

Periodo: Octubre 2010-Marzo 2012

Director: Osvaldo Yantorno

Co-direccion: Alejandra Bosch

Tema: Identificacién de bacterias pertenecientes al Complejo Burkholderia
cepacia aisladas de pacientes fibroquisticos por métodos moleculares y
espectroscoépicos vibracionales

Estudiante: Ailen Natale

15



Becaria de Proyecto de Extension de la Universidad Nacional de La Plata.
Periodo: Febrero 2010-Marzo 2013

Director: Alejandra Bosch

Co-director: Osvaldo Yantorno

Tema: Evaluacién del fenotipo hipermutado en aislados clinicos de
Burkholderia

contaminans recuperados de infecciones pulmonares crdnicas de pacientes
con fibrosis quistica. Implicancias para el tratamiento antimicrobiano.

10.5. EVALUADOR DE TRABAJOS PARA PUBLICACIONES DE REFEREATO
INTERNACIONAL

Evaluacion de 1 trabajo cientifico para la revista de Elsevier, Journal of Microbiological
Methos Enero 2012

Evaluacién de 3 trabajos para la revista Journal of Environmental Microbiology, de la
American Society of Microbiology ASM. Enero, Mayo y Junio de 2012
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