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3. 1) PROYECTOS DE INVESTIGACION EN LOS CUALES COLABORA
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2016

-“Biofilms como sistema de estudio de aislados clinicos del complejo Burkholderia cepacia recuperados de
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Proyecto correspondiente al Programa de Incentivos, otorgado por la Secretaria de Ciencia y Técnica de la
Universidad Nacional de La Plata (Participacion: Co-direccién). Periodod: 2013-2016.
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embriones humanos basada en Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier combinada con Redes
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Empresa: CENTRO DE FERTILIDAD BUENOS AIRES S.A. (PREGNA). Directores: Drs. Marcos Horton
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7.- EXPQSICI()N SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL
PERIODO.

PROYECTOS:

a) Caracterizacion molecular y fenotipica de aislamientos clinicos recuperados de
infecciones pulmonares crénicas de pacientes fibroquisticos

b) Biofilms microbianos. Estudio sobre estrategias desarrolladas por organismos
patégenos respiratorios para su persistencia en el hospedador.

INTRODUCCION

Ambos proyectos fueron planificados conjuntamente con profesionales del
Laboratorio de Microbiologia del Hospital de Nifios “Sor Maria Ludovica” de La Plata, con el
fin de avanzar en la resolucion del problema al que se enfrentan en los ultimos afos los
Hospitales publicos regionales, en relacion a la definiciéon del tipo de tratamiento
antimicrobiano que se debe aplicar a los pacientes con fibrosis quistica, cuando los mismos
son colonizados a nivel pulmonar por organismos del complejo Burkholderia cepacia. Como
consecuencia de nuestros trabajos, el Laboratorio de Microbiologia del mencionado hospital,
pudo tomar conciencia en los ultimos afios de que las bacterias que habian producido una
devastadora colonizacion de los pacientes fibroquisticos que viven en la region, durante el
periodo 2004-2005, no habian podido ser erradicados de los pacientes originalmente
infectados, sino que por el contrario, continuaban presentes en muchas de las muestras de
esputo estudiadas.

En periodos anteriores hemos desarrollado en el laboratorio diversas tecnologias y
procedimientos analiticos que permitieron la identificacion certera de organismos Gram-
negativos multi-resistentes y en particular los pertenecientes al complejo Burkholderia
cepacia que colonizan los pulmones de pacientes FQ. Asimismo, los estudios realizados
permitieron desarrollar diversas herramientas para describir la epidemiologia y distribucion
de las diferentes especies del complejo B. cepacia en la region.

Si bien con el correr del tiempo en algunos de los pacientes infectados fue posible
erradicar la infeccion, en aproximadamente el 50 % de la poblacién fibroquistica infectada,
estos microorganismos continuaron colonizando el pulmén de los pacientes de forma
cronica. En resumen, como consecuencia de los trabajos llevados a cabo, pudimos
establecer que desde el momento en que se desencadend el pico de infecciones, mediado
por organismos de este complejo en pacientes FQ en el afo 2004, estas bacterias
continuaron diseminandose entre los pacientes, en el ambiente y que ademas se habian
establecido colonizando de forma crénica a un numero significativo de pacientes.

Entre las causas que dificultan la erradicacion de estas bacterias del pulmén del
paciente FQ podemos mencionar: i) la particular caracteristica fisicoquimica del pulmén y
vias aéreas del paciente FQ, que llevan a la acumulacion de abundante moco seco en este
nicho que dificulta la eliminacién de los microorganismos depositados, ii) las caracteristicas
de los organismos del Complejo B. cepacia de ser multi-resistentes a los antimicrobianos, y
iii) la capacidad de estos organismos de formar biofilms. Para el caso de las infecciones
cronicas producidas por Pseudomonas aeruginosa en pacientes FQ, ha sido reportada la
intervencion de otros factores adicionales que dificultan la erradicacion de estas bacterias y
que llevan a la instalacion de la infeccién cronica en si. En este sentido, se ha reportado que
estos organismos son capaces de implementar diferentes estrategias que les permiten por
un lado evadir el ataque del sistema inmune del hospedador, y ademas los tratamientos
antimicrobianos con le permiten a la poblaciéon adaptarse y persistir en el hospedador. Entre
las estrategias desplegadas por P. aeruginosa podriamos mencionar: conversion del
fenotipo no mucoide a mucoide, pérdida de movilidad celular, inactivacion de funciones de
quorum sensing, aparicion de “colonias pequenas”, incremento en la tasa de mutaciones
(con aparicion de organismos hipermutadores), y disminucién de la expresién de factores de



virulencia asociados a la infeccion aguda. A diferencia de la gran cantidad de trabajos
reportados que describen las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de aislados clinicos
de P. aeruginosa que colonizan de manera cronica pulmones de pacientes FQ, para el caso
de organismos del complejo B. cepacia, de acuerdo a nuestro conocimiento, ha sido muy
poco lo reportado a nivel internacional sobre este tema. Esta falta de conocimientos hace
muy dificil la implementacién de estrategias de eliminaciéon de organismos del complejo B.
cepacia que colonizan créonicamente a los pacientes FQ.

OBJETIVOS

Los objetivos planteados para el periodo 2013-2014 consistian en i) finalizar la
experimentos relacionados al estudio de la taza de mutacion de aislados del Complejo
Burkholderia cepacia recuperados de infecciones crénicas de pacientes FQ vy el andlisis de
secuencia de los genes mutS y mutL asociados a la reparacién de la sintesis del ADN
(Mistmuch Repair System -MRS) a fin de establecer si la hipermutacion podria ser una
posible estrategia adoptada por estas bacterias para persistir y adaptarse al ambiente del
hospedador; ii) Finalizar los estudios de resistencia a antimicrobianos en todos los aislados
disponibles recuperados de infecciones cronicas y analizar su posible correlacién con la
presencia de hipermutacion; iii) continuar con el estudio de la diversidad fenotipica de los
aislados recuperados de infecciones crénicas estudiando la expresion de factores de
virulencia, la capacidad de formacién de biofilms en superficies abidticas, la expresion
fenotipica global a través de estudios de espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FT-IR); iv) Finalizar y discutir entre las diferentes contrapartes que participaron en
esta investigacion, Dra Andrea Smania del CIQUIBIQ, Universidad Nacional de Cordoba, el
Dr. Antonio Oliver del Hospiotal Son Espases de Palma de Mallorca, Espafia y los
profesionales del Hospital de Nifios de La Plata Sor Maria Ludovica, la redaccion del trabajo
a ser enviado a una revista de referato internacional.

Avanzar en el conocimiento de la poblacién microbiana que coloniza de manera cronica los
pulmones del paciente FQ permitira alcanzar un mayor conocimiento de los mecanismos de
resistencia a antibidticos, tratamiento antimicrobiano, evolucion de resistencia a tales
agentes, todos datos claves para la definicién del tratamiento de estos pacientes. Los
resultados a obtener serian transferidos directamente al sector salud.

METODOLOGIA
Se describe la metodologia que se ha implementado en este periodo

Microorganismos. Desde el afio 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 cronicas (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%.

Determinacion de la ocurrencia de cepas hipermutadoras



A fin de determinar la ocurrencia de cepas hipermutadoras en la poblacién de aislados
cronicos del complejo, en particular las pertenecientes a la especie B. contaminas, se
estimo la frecuencia de mutacion mediante el método del recuento de mutantes resistentes
a rifampicina en medio MH-rifampicina (300 ug/ml) descripto por Oliver y col. (Oliver, A. et
al. (2000) Science 288, 1251-1253), empleando como control cepas de referencia
previamente caracterizadas como no mutadoras asi como cepas de P.aeruginosa mutantes
en el gen mutS (obtenida del laboratorio de la Dra. Smania, Cérdoba, CIQUIBIC). Cabe
aclarar que aunque la tasa de mutacion a través del analisis de fluctuacion puede
proporcionar mejores estimaciones del estado de mutagénesis de una célula (Foster ,2006
Methods and Enzymol), debido al gran numero de aislados a analizar y a la gran
laboriosidad de esta metodologia se procedié al calculo de la frecuencia de mutantes
resistentes a rifampicina la que se considera proporcional a la estimacion de frecuencias
mutacion.

Analisis de genes del sistema Mistmuch Repair System (MRS)

Para explorar las bases genéticas del fenotipo hipermutador en cada uno de los aislados
seleccionados en el punto anterior, se secuenciaron los genes del sistema de reparacion de
bases mal apareadas (MRS). Para ello, se emplearon las secuencias de genomas de
especies CBc disponibles en el GenBank (NCBI) para el disefio de primers especificos para
los genes mutS (coédigo de genbank NC010804.1, NC011000.1) y mutL (NC008060.1,
NC010804.1, NC009256.1), principales componentes de este sistema, para lograr su
amplificacion por PCR y posterior secuenciamiento. Se emplearon diferentes software para
el analisis bioinformaticos: Vector NTI Advance10 (Invitrogen) y MEGA 4 (version 4.0).

Sensibilidad a agentes antimicrobianos. Determinacion de la Concentracién inhibitoria
minima.

Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) de antibidticos empleados en el
tratamiento de las infecciones a nivel hospitalario para organismos del Complejo B. cepacia:
Ciprofloxacina, Minociclina, Ceftazidima, Meropenem, Cotrimoxazol), por el método de
microdilucion en placa, siguiendo las pautas sefialadas por el NCCLS. Para realizar las
determinaciones de la CIM se emple6 caldo Mueller Hinton ajustado con cationes. Para la
sensibilizacion de las microplacas, se inocularon 50 uL de cada una de las diluciones del
antibidtico en los pocillos. Los antibiéticos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. Cada
uno de los pocillos se inoculé con 50 pL de una dilucion 1:100, preparada en caldo Mueller
Hinton, de una suspensién bacteriana 0.5 de la escala McFarland. Un pocillo sin adicion de
antibiodticos se empledé como control de crecimiento. Las microplacas se incubaran en
aerobiosis durante 20-24 h a 35°C. La CIM sera determinada como la concentracion mas
baja del antibiético que inhibe el crecimiento de los microorganismos. La interpretacion de
sensible-resistente se obtiene comparando los resultados obtenidos con los valores de las
tablas del NCCLS para los microorganismos analizados.

LOS RESULTADOS CORRESPONDIENTES A ESTOS TRABAJOS SE ENCUENTRAN EN
EL MANUSCRITO QUE SE ENCUENTRA EN PRENSA Y SE ADJUNTA AL PRESENTE
INFORME.



c) Aplicacion de métodos espectroscopicos vibracionales en Fertilizacién
Asistida

Diseno 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

Entre los mayores desafios de la investigacion actual en el campo de la fertilizacion

in vitro (FIV) se encuentran el mejoramiento de la tasa de embarazo y la disminucion en la
prevalencia de gestaciones multiples. El principal problema en limitar el numero de
embriones transferidos deriva de la dificultad en estimar con precisiéon el potencial
reproductivo de embriones individuales dentro de una cohorte de embriones, siendo la
evaluacion morfoldgica de los mismos, la técnica de seleccion 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 investigacion. 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
embridon 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 composicién 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 absorcidn 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 interpretacién 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, normalizacion, 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.

Objetivo

Ya optimizada la tecnologia general de trabajo, puesto en marcha el nuevo espectrémetro
automatizado adquirido en el marco de este proyecto, el objetivo propuesto para este
periodo 2013-2014 fue analizar el fingerprinting metabdlico obtenido de espectros infrarrojos
de sobrenadantes de cultivo de embriones y determinar si el mismo contiene marcadores
espectroscoépicos asociados a la metabolémica de los embriones que permitan discriminar el
potencial reproductivo de los embriones en una cohorte de embriones previo a su
transferencia a la madre. Para alcanzar este objetivo nos propusimos en primer lugar
construir dos bases de datos: i) que contuviera los datos relacionados con los pacientes
(edad de la madre, motivo de la esterilidad, cantidad de embriones obtenidos, etc) la cual se
desarrollaria de manera conjunta con un centro de estadistica especializado IECS (Instituto
de efectividad clinica y Sanitaria)., y ii) otra base de datos constituida por espectros de



sobrenadantes de 3 dias de cultivo de embriones con la cual se llevara a cabo estudios
mediante la a'iiocacogpm de modelos estadisticos sencillos como el analisis de cluster y
mas complejos como las redes neuronales artificiales.

METODOLOGIAS Y RESULTADOS OBTENIDOS

Las actividades asociados a estas investigaciones comienzan en el Centro de Fertilizacién
Asistida Pregna donde se lleva a cabo la recuperacion de ovulos y espermatozoides,
obtencion y cultivo de embriones (1 a 10 embriones por paciente), recoleccién y
congelamiento de los sobrenadantes del cultivo de los embriones luego de 3 dias de
incubacion, evaluacion y seleccién de los embriones en base a su morfologia, y la
transferencia de 1 o 2 embriones seleccionados a la paciente (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de trabajo y recoleccién de
muestras en el Laboratorio de Fertilizacion Asistida
(Pregna).

Durante el periodo informado se han reclutado 110 pacientes en el marco del

presente estudio. A partir de los embriones de obtenidos de estos pacientes, se analizaron
los correspondientes sobrenadantes de cultivo de 3 dias de incubacion.
- En el laboratorio de embriologia del Centro de Fertilizacion Pregna se analizé también por
microscopia la morfologia de cada uno de los embriones obtenidos asignandoles una clase
segun la clasificacion Ml a MIV. Dentro de cada cohorte de embriones se seleccionaron para
ser transferidos a la madre, de ser posible aquellos con morfologia | o Il

Los resultados obtenidos fueron almacenados y organizados en la base de datos del
OpenClinica La misma fue desarrollada por el Instituto de Efectividad Clinica y Sanitaria
(IECS), los profesionales del Centro de Fertilizacion Asistida Pregna y el grupo del CINDEFI
durante el periodo anterior. La base de datos del OpenClinica se encuentra disponible en el
sitio http://www.serveriecs.com/iecs2/pages/login/login, al cual es posible acceder por claves
personales. En esta base se encuentran almacenados hasta el presente, los datos clinicos
correspondientes a 150 parejas, el numero de embriones obtenidos para cada una de ellas
(casi 600 embriones), las caracteristicas morfolégicas de cada uno de ellos, el destino de los
embriones (si se transfirieron o si se criopreservaron), la calidad de la transferencia de el o
los embriones a la madre, la evolucion del procedimiento (nimero de embriones que
implantaron), la evolucion del embarazo, y los datos del recién nacido.
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Figura 2. Screenviews de la base de datos del OpenClinica
desarrollada por el Instituto de Efectividad Clinica y Sanitaria (IECS),
los profesionales del Centro de Fertilizacion Asistida Pregna y el
grupo del CINDEFI. Disponible en el sitio
http://www.serveriecs.com/iecs2/pages/login/login,

De acuerdo al organigrama de trabajo las actividades relacionadas al estudio
espectroscopico de los sobrenadantes de cultivo contindan en el CINDEFI. Alli se procede a
la preparacién de la muestra para la lectura espectroscopica, el registro de los espectros FT-
IR, el pre-tratamiento de los datos espectrales, y la construccion de la base de datos o
libreria espectral que permitira posteriormente realizar el analisis de datos

Preparacion de la muestra Registro de espectros
7
——————— -
o
30 pl de sobrenadante de cultive Espectrometro FT-IR (ERUKER OPTIK)
son transfendo_s alacelda de ZnSe Adquisicion de espectros de ahsorcion
¥ secado al vacio a temperatura FT-IR en el rango 4000-650 cml,

ambiente hasta obtener un film promediando 64 scans con 6 cm!
transparente resolucién

-La preparacion de las muestras y el registro de espectros se realizé en base al protocolo
optimizado en el periodo anterior, de mismo modo el pre-tratamiento de los datos
espectrales (aplicacion del test de calidad espectral ii) de técnicas de aumento de
resolucioén espectral (derivadas primera o segunda) y de una normalizacién vectorial.

-Con los espectros obtenidos se construyd y organizé una LIBRERIA O BASE DE DATOS
ESPECTRAL (Figura 5).

Espectros incluidos en la libreria: hasta el presente, en el contexto de este proyecto, se han
incluido casi 600 espectros adquiridos de los sobrenadantes de embriones recuperados de



las 150 parejas, 150 espectros correspondientes al medio de cultivo control que se obtiene
para cada cohorte de embriones de cada paciente, 90 espectros provenientes de los
diferentes lotes de medio de cultivo y 65 espectros adquiridos de muestras de los diferentes
lotes de aceite empleados a lo largo del estudio.

Se EXCLUYERON de la libreria espectral los espectros que no superaron el Test de calidad
espectral establecido previamente.

Los espectros incluidos en la LIBRERIA ESPECTRAL fueron organizados y clasificados en
dos GRUPOS (A'Y B) con 3 CLASES el GRUPO A y 4 CLASES el GRUPO B:

GRUPO A: Espectros infrarrojos correspondientes a sobrenadantes de cultivo que provienen
de embriones que fueron TRANSFERIDOS. Este GRUPO de espectros es el que se
empleara para desarrollar el modelo que permita establecer el potencial de implantacion de
los embriones. Los espectros contenidos en dicho grupo se clasificaron en 3 CLASES:

Clase | o positivos: Corresponde a los espectros de los sobrenadantes de cultivo de
embriones que provienen de una transferencia en la que TODOS los embriones transferidos
se implantaron positivamente.

Clase Il o negativos: Corresponde a los espectros de sobrenadantes de cultivo de
embriones que provienen de una transferencia en la que NINGUNO de los embriones
transferidos se ha implantado.

Clase llII: Incluye los espectros de los sobrenadantes de cultivo de los embriones
correspondientes a una transferencia en la que un embrion implanté positivamente y el otro
no implanté. Los espectros incluidos en esta Clase se emplearan en la ultima etapa del
proyecto para fines de validacion.

GRUPO B: Incluye a los espectros de sobrenadante de cultivo de embriones QUE NO HAN
SIDO TRANSFERIDOS, es decir aquellos que fueron o bien criopreservados o transferidos
a otro medio de cultivo para prolongar la incubacion 2 dias mas. Estos espectros seran
empleados para realizar un estudio adicional que permitira establecer si existe alguna
asociacién entre la MORFOLOGIA de los embriones y la metabolémica registrada a través
de los espectros FT-IR. Este grupo esta dividido en 4 subgrupos o clases (I a IV) de acuerdo
a la morfologia observada previo a su congelamiento (Morfologias | a IV, respectivamente
(Anexo I, Figura 5).

Se estudié la homogeneidad, o similitud espectral dentro de cada Clase del GRUPO A, a
través de la “distancia espectral”’. Un conjunto de espectros caracterizados por una distancia
espectral media pequena (d < 25) indica que es una poblacibn homogénea, con poca
varianza o dispersion, mientras que un conjunto de espectros caracterizado por una
distancia espectral grande indica que es un grupo heterogéneo, con gran diversidad.

Se empled el software Opus 7.0 para realizar el pre-tratamiento espectral y calcular las
distancias espectrales medias y la respectiva varianza dentro de cada clase.

En este periodo se ha comenzado con el desarrollo y aplicacién de los metodos de analisis
espectral mas sencillo como lo son los métodos estadisticos multivariantes no supervisados.
Se aplicaron los métodos de analisis de patterns o patrones, tales como Analisis de Cluster
(AC) o Analisis de Componente Principal (ACP) empleando las derivadas segundas
normalizadas de los espectros.

i) Anélisis de cluster. Es un método estadistico aplicado para analizar si existe alguna
agrupacion o estructura intrinseca dentro de los datos sin ningun tipo de clasificaciéon o
asignacioén previa de clases dentro de la poblacion de estudio. Permite establecer la
similitud, disimilitud, o diversidad global entre las muestras. A través de esta técnica es
posible analizar la existencia o no de algun agrupamiento o estructura dentro de la poblacion
total. Dicho agrupamiento se grafica empleando dendogramas.

ii) Anélisis factorial. Este método se basa en la extraccidén de informacion esencial del
grupo de datos, para alcanzar una reduccion de los mismos y facilitar la busqueda de un
patrén de agrupacion, o clasificacion dentro de la poblacion. Este método no requiere, al
igual que el AC una asignacion previa de clases, sino que analiza la poblacion como un
todo.
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Herramientas para el tratamiento de los datos

Estadistica multivariante

Entrada Ohjativo Anilisi de Cluster (AC),
Componente Principal (ACP)
-Il Discriminante lineal (LD A)
Il SIMCA, otos

Clasificacién

. basada en la estadistica
multivariante

Especiro FT-IR inteligencia artificial

“Sistemas de aprendizaje”

o “intelignecia artiticial™
Machine Leaning Systens (MLS)

Redes Neurpnales Artificiales (ANNs)
Programacion genetica (GP)
Logica difusa (Fuzzy Logic. FZ)

Se ensayaron ambos métodos, se analizé a través de ellos la diversidad global en
diferentes ventanas espectrales (ventanas asociadas a absorcion de grupos funcionales
presentes en carbohidratos, lipidos, proteinas), aplicando diferentes combinaciones de
ventanas y diferentes métodos de calculo (coeficiente de Pearson, factorizacién, scaling to
first range) agrupamientos (algoritmo de Ward, Av. Linkage, etc). Los sistemas aplicados no
lograron discriminar de manera adecuada los espectros de sobrenadantes de embriones
que resultaron en embarazos positivos de los que no se habian implantado. Ninguno de los
sistemas o combinaciones empleado mostré una agrupacién de los datos en dos categorias
o clases. Esto podria deberse a que el numero de muestras (principalmente los de clase |)
no es aun suficiente (deben reclutarse mayor niumero de pacientes), y/o a que los sistemas
de discriminacién ensayados no son suficientemente robustos para discriminar los patterns
de los espectros provenientes de clase | de los de clase Il. De modo que en la segunda
etapa de esta beca se continuara incorporando un mayor numero de muestras y se
ensayaran otros sistemas de discriminacion mas robustos, entre ellos, se aplicaran redes
neuronales artificiales y maquinas de soporte vectorial

LOS RESULTADO ALCANZADOS EN ESTE PROYECTO SE ENCUNTRAN EN EL MARCO

DE UN PROYECTO DE CONFIDENCIALIDAD POR LO CUAL SOLO HAN TENIDO UNA
DIFUSION PARCIAL.
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8.- OTRAS ACTIVIDADES

8.1 PUBLICACIONES

8.1.1. TRABAJOS PUBLICADOS en el periodo informado

Martina, P., Sofia Feliziani, Carlos Juan, Marisa Bettiol, Blanca Gatti, Osvaldo Yantorno,
Andrea M. Smania, Antonio Oliver, Alejandra Bosch.

HYPERMUTATION IN BURKHOLDERIA CEPACIA COMPLEX IS MEDIATED BY DNA
MISMATCH REPAIR INACTIVATION AND IS HIGHLY PREVALENT IN CHRONIC
INFECTION IN CYSTIC FIBROSIS PATIENTS.

Trabajo en prensa. International Journal of Medical Microbiology

Disponible online: 28-AUG-2014 DOI: 10.1016/j.ijmm.2014.08.011Agosto 2014.

8.1.5 TRABAJOS DE TRANSFERENCIA / EXTENSION EFECTUADOS

2004-2014

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 afno 2004 hemos realizado conjuntamente con el Dr. O. Yantorno trabajado en
colaboracién con el Hospital de Nifios de La Plata en la tematica.

Estos proyectos surgieron como necesidad de los laboratorios de Bacteriologia de los
diferentes hospitales, de poder contar con técnicas alternativas, rapidas, que permitieran
caracterizar y diferenciar aislamientos de B. cepacia de pacientes fibroquisticos. Funcion
dentro de estos proyectos: Co-direccion y colaboracién en tareas de coordinacion,
supervision y co-direccién de becarios de extension.

8.3 ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS O EVENTOS
SIMILARES

2013

6-8 de Septiembre
Participacion y dictado de una conferencia por invitacion. Titulo: Fibrosis quistica.
“l Congreso Nacional de Estudiantes de Ciencias Exactas” (ICONECEXx).
Universidad Nacional de La Plata, Facultad de Ciencias Exactas, La Plata.

23 - 26 de septiembre
Presentacion de un poster: EVALUCION DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
EN AISLADOS CLINICOS LOCALES DEL COMPLEJO BURKHOLDERIA CEPACIA
Pablo Martina, Marisa Bettiol, Blanca Gatti, Brenda Valeiras, Patricia Montanaro,
Claudia Prieto, Osvaldo Yantorno y Alejandra Bosch
XIlIl Congreso Argentino de Microbiologia organizado por la Asociacion Argentina
de Microbiologia (AAM), realizado en el Palais Rouge ciudad Autdbnoma de Buenos
Aires.

16 de octubre
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Presentacion oral: Fourier-Transform Infrared spectroscopy in metabolomics and its
application to embryo assessment in IVF”

Figoli C, Garcea M, Bisioli C, Horton M, Yantorno O, Bosch A.

Fertility Experts Annual Meeting of the American Society for Reproductive
Medicine, Boston, USA

22-23 Octubre
Participacion en el dictado de una conferencia por invitacion: Insights into
Burkholderia cepacia complex long-term infections through FT-IR spectroscopy.
Brenda Valeiras, Pablo Martina, Claudia Prieto, Osvaldo Yantorno, and Alejandra
Bosch.
9" International Workshop FT-IR Spectroscopy in Microbiological and Medical
Diagnostics, realizado en el Robert Koch-Institute, Berlin, Alemania

27 de Noviembre
Conferencista Titulo: FT-IR spectroscopy applied to the characterization and
identification of respiratory tract bacteria down to the strain level.
“Seminar on Vibrational Spectroscopy Applied to the Analysis of Biological
Samples” llevado a cabo en el Centro Cientifico Tecnoldgico CONICET - LA PLATA,
Argentina el 27 de Noviembre de 2013.

2014

11 al 14 junio 2014
-Presentacion de Poster: Hypermutation in Burkholderia cepacia complex is highly
prevalent in chronic respiratory infections of cystic fibrosis patients
A. Bosch, P. Martina, S. Feliziani, C. Juan, M. Bettiol, B. Gatti, B. Valeiras, O.
Yantorno, A. Smania, A. Oliver.
-Presentacion de Pdster: Burkholderia contaminans in cystic fibrosis: genetic and
phenotypic diversity among isolates from long-term infections.
A. Bosch, P. Martina, C. Prieto, B. Valeiras, M. Bettiol, P. Montanaro, O. Yantorno
“37" European Cystic Fibrosis Conference, organizada por la European Cystic
Fibrosis Society, en Gothenburg, Suecia.

2 - 4 Julio
Presentacion de un poster: Detection of Burkholderia cepacia epidemic strain marker
(BCESM) and the cable pilin subunit gene (cblA) in Burkholderia contaminans local
isolates
Pablo Martina, Marisa Bettiol, Blanca Gatti, Brenda Valeiras, Patricia Montanaro,
Claudia Prieto, Osvaldo Yantorno y Alejandra Bosch
“X Congreso de Microbiologia General”, organizado por la Sociedad Argentina
de Microbiologia General (SAMIGe) realizado Mar del Plata

11-14 Agosto
-Presentacion de un poster: ;Nuevo miembro perteneciente al Complejo
Burkholderia cepacia?
Martina P, Montanaro P, Valeiras B, Jacome J, Ferreras J, Yantorno O y Bosch
Alejandra
-Presentacion de un poster: Disefio de UNA Base de Datos virtual interactiva para el
almacenamiento y manejo de datos asociados a organismos patdégenos en
laboratorios de microbiologia
Prieto Claudia, Massillo Cintia, Valeiras Brenda, Martina Pablo, Yantorno Osvaldo,
Blanca Gatti, Marisa Bettiol, Patricia Montanaro, Maria Laura Cazzola, Silvia Susana
Perez, Fernando Renteria, Graciela Diez, Achiary Carlos Achiary Andrés, y Alejandra
Bosch.
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XV Jornada Argentina de Microbiologia. Adelantos tecnolégicos en el
diagnéstico microbiolégico, organizada por la Asociacién Argentina de
Microbiologia (AAM), llevada a cabo en Cérdoba. 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 Ciencia y Comunidad 2013. Dr. Pedro J. Carriquiriborde”, en el Area Desarrollo
Social, Trabajo y/o Salud- Otorgado por la Comisién de Investigaciones Cientificas CIC
PBA, Ministerio de Produccion, Ciencia y Tecnologia de la Provincia de Buenos Aires.
Distincion a la Dra. Alejandra Bosch y el grupo de trabajo del CINDEFI por el impacto de su
investigacion en la mejora de calidad de vida de la poblacion de la provincia de Buenos
Aires. Premio $ 50.000 (cincuenta mil pesos) y Diploma de Honor para el grupo de
investigacion. El premio fue otorgado el 20 de septiembre, 2013, en el Teatro Argentino de
La Plata, en el marco del 1er Congreso Internacional Cientifico/tecnolégico de la Provincia
de Buenos Aires.

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 difusién de la informacién 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 Investigaciony Desarrollo de Incentivos Docentes, otorgado por la
Secretaria de Ciencia y Técnica de la Universidad Nacional de La Plata en el marco del
Programa de incentivos. Titulo: Proyecto: BIOFILM COMO SISTEMA DE ESTUDIO DE
AISLADOS CLINICOS DEL COMPLEJO BURKHOLDERIA CEPACIA RECUPERADOS DE
INFECCIONES PULMONARES CRONICAS EN PACIENTES FIBROQUISTICO.

Director: OCo-directora: Alejandra Bosch. Periodo 2013-2016. Monto total anual: $
15.000

Proyecto de Extensién de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional
de La Plata- Area Salud y Diagnéstico. Titulo: “Caracterizacion de cambios fenotipicos
asociados a la adaptaciéon de organismos del Complejo Burkholderia cepacia durante la
infeccién pulmonar crénica en pacientes fibroquisticos. Implicancias en la eficiencia del
tratamiento antimicrobiano”.
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Director: Alejandra Bosch. Co-director: svaldo M. Yantorno. Subsidio: $6.000 y un cargo
de Ayudante alumno por el periodo 2014-2016.

10.4. FORMACION Y DIRECCION DE RECURSOS HUMANOS

10.4.2 Tesis Doctorales en curso

-Titulo: Formacion de biofilm por aislados clinicos de Burkholderia contaminans
recuperados de infecciones pulmonares crénicas de pacientes con fibrosis quistica.
Respuestas adaptativas asociadas a la persistencia.

Tesista: Lic. en Genética Brenda Valeiras

Director: Alejandra Bosch

Osvaldo Yantorno: Co-dirctor:

Beca: CONICET- Tipo I (2013-2015)

-Titulo: Desarrollo de una metodologia no invasiva basada en espectroscopia
Infrarroja, para la deteccion del potencial reproductivo de embriones previo a su
transferencia en tratamientos de fertilizacion asistid

Tesista: Cecilia Beatriz Figoli

Director: Alejandra Bosch:

Director Técnico: Marcelo Garcea (PREGNA, Medicina Reproductiva)

Beca: CONICET- cofinanciada con empresa Tipo | (2013-2015).

10.4.3 Tesinas y pasantes de grado finalizadas
a.- Tesinas finalizadas

Alumnos: Leandro Caporalle

Deteccion e identificacion directa y simultanea de especies del género
Pseudomonas vy del Complejo Burkholderia cepacia en muestras de esputo
de pacientes fibroquisticos.

Facultad de Genética, Universidad Nacional de San Luis.

Director: Alejandra Bosch.

Periodo: julio 2013 — Junio 2014

10.4.4 Tesinas y pasantes de grado en curso

Alumna: Mariana Leguizamon

Titulo de la Tesina: Evaluacién de la presencia de marcadores de
transmisibilidad, BCESM (Burkholderia cepacia epidemic strain marker) y cblA
(cable pilin subunit gene) en aislados clinicos del complejo Burkholderia
cepacia obtenidos de pacientes fibroquisticos

Carrera: Bioquimica, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de
La Plata,

Director: Alejandra Bosch. Co-direccion: Claudia Prieto

Periodo: Mayo - Diciembre 2014

Profesional Formado: Juliana Palau

Bioguimica de planta de la Sala de Microbiologia del Hospital de Nifios de La
Plata Sor Maria Ludovica.
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Proyecto: Caracterizacion genética y fenotipica de aislados clinicos
recuperados de infecciones pulmonares crénicas en pacientes fibroquisticos y
colaboracién en la construccién de la base de datos CFC database.

Periodo: Septiembre 2014- Diciembre 014

Director: Alejandra Bosch

10.4.4. Direccion y/o Co-direccion de Becas de Extension Universitaria

-Estudiante: Cintia Lorena Massillo

Becaria de Extension de la Universidad Nacional de La Plata.

Proyecto: Cconstruccién de una base de datos virtual conteniendo informacién
sobre caracteristicas moleculares y sensibilidad a antimicrobianos de
organismos patdgenos circulantes en la region, en particular asociado a las
infecciones de pacientes fibroquisticos.

Periodo: Mayo 20113-Diciembre 2014

Director: Alejandra Bosch

10.5. ORGANIZACION DE EVENTOS CIENTIFICOS - VISITAS DE INVESTIGADORES

Organizacién, del Seminario “Seminar on Vibrational Spectroscopy Applied to the
Analysis of Biological Samples”. E| Seminario consistié en una jornada de trabajo
sobre la aplicacidon de espectroscopia infrarroja y Raman al estudio de muestras
biolégicas (proteinas, microorganismos, fluidos bioldgicos, etc.). Dicho evento, fue
organizado de manera con la Dra. Evelina Ferrer, | CEQUINOR, Facultad de
Ciencias Exactas UNLP. El evento contd con la participacion del Profesor Visitante
Dr. Dieter Naumann del Robert Koch Institute de Berlin, Alemania como principal
disertante. EI mismo se llevo a cabo el 27 de noviembre de 2013 en Centro Cientifico
Tecnoldgico CONICET - LA PLATA, Calle 8 No 1467 entre 62 y 63

10.6. ESTADIAS DE ENTRENAMIENTO Y/O VISITAS EN TEMAS ESPECIFICOS EN
LABORATORIOS DEL EXTERIOR

Junio 2014

Visita al Norwegian University of Life Sciences, Department of Mathematical
Sciences and Technology, y al Nofima Institute, Norway invitada por el Prof. Dr.
Achim Koholer y la Dra. Volgha Sephadal. Durante la visita a la Universidad y el
laboratorio de investigacion se analizaron y discutieron los resultados obtenidos en
nuestro laboratorio durante el periodo 2013 — 2014 en el tema del desarrollo de un
método basado en espectroscopia infrarroja para la determinacion del potencial de
implantacién de embriones en tratamientos de fertilizacion asistida. En dicha estadia se
trabajé en métodos de analisis de espectros multivariantes alternativos a las redes
neuronales artificiales.
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