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Evaluacion de biofilms estaticos
Planificacién del ensayo
a. Formacion de biofilms
b. Inhibicion de la formacion de biofilms

c. Erradicacion de la formacion de biofilms

Microorganismos a estudiar:

El que uno desee ensayar (Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, etc).

Si uno no conoce la capacidad de formacién de biofilms de su microorganismo de
estudio, lo primero es realizar el ensayo de formacion de biofilms, evaluando distintos
medios de cultivo asi como distintos tiempos de formacién de biofilms. Una forma de
establecer como se clasifican los microorganismos de acuerdo a su capacidad de formar
biofilms lo establecié Villegas et al., 2013.

Experimento 1: Cuantificacion de la biomasa de biofilms.
1. Recuperar el microorganismo a ensayar en medio sdlido, incubar 24 hs a la
temperatura de crecimiento (37°C por ej.)

2. Enuna placa de 96 pocillos, colocar 150 ul de medio liquido. A partir del cultivo
fresco en medio sdlido, tomar de a una colonia y resuspender en cada pocillo.

Incubar 24hs a 37°C.
3. Medir la DO 600nm de las bacterias plancténicas del pre-inéculo para evaluar
que todas hayan crecido de igual forma y hayan llegado a fase estacionaria.

4. En otra placa de 96 pocillos, colocar 180 ul de medio liquido, tomar de los pre-
inéculos 20 ul y colocarlos en cada pocillo (realizar triplicados de cada
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microorganismo a ensayar). Dejar al menos 3 pocillos solo con medio liquido
para control negativo. Incubar 24 a 48 hs a 37°C sin agitacidn.

Medir la DO 600nm de las bacterias planctdnicas.
Remover suavemente las bacterias plancténicas.

Realizar 3 lavados con PBS
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Teiiir las bacterias adheridas y el biofilm con una solucion de cristal violeta al 0,1
%, poner 200 pl de CV en cada pocillo, incubar 15 minutos.

9. Remover el exceso de colorante mediante lavados con PBS (hasta que no salga
mas color).

10. Solubilizar el CV agregando etanol 95%. Agitar suavemente. Medir la absorbancia
a 590 nm.

11. Si es necesario realizar una dilucién 1/10 en etanol y volver a medir.

12. Andlisis de datos.

Experimento 2: Inhibicion de Ila formacidn del biofilms por efecto de
antimicrobianos/moléculas/extractos/etc.

Procedimiento para determinar el efecto de distintos antimicrobianos o moléculas sobre el
biofilm de 48 hs. Basado en Blango y Mulvey, 2010.

1. Recuperar el microorganismo a ensayar en medio sélido, incubar 24 hs a la
temperatura de crecimiento (37°C por ej.)

2. Enuna placa de 96 pocillos, colocar 150 ul de medio liquido. A partir del cultivo
fresco en medio sdélido, tomar de a una colonia y resuspender en cada pocillo.
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Incubar 24hs a 37°C. L[>

3. Medir la DO 600nm de las bacterias plancténicas del pre-inéculo para evaluar
gue todas hayan crecido de igual forma y hayan llegado a fase estacionaria.

4. En otra placa de 96 pocillos, adicionar los 180 ul de medio liquido con las
moléculas/antimicrobianos/etc que uno quiera ensayar en la concentracién a
estudiar. Tomar de los pre-indculos 20 ul y colocarlos en cada pocillo (realizar
triplicados). En este caso los blancos sin bacterias tienen que realizarse con las
moléculas a evaluar. Se debe ademas colocar medio sin moléculas para usar

como control positivo, ya que en estos pocillos si se va a formar el biofilm.
Incubar 24 a 48 hs a 37°C sin agitacion.

Medir la DO 600nm de las bacterias planctdnicas.

Remover suavemente las bacterias plancténicas.

Realizar 3 lavados con PBS
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Teiiir las bacterias adheridas y el biofilm con una soluciéon de cristal violeta al 0,1
%, poner 200 ul de CV en cada pocillo, incubar 15 minutos.
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Remover el exceso de colorante mediante lavados con PBS (hasta que no salga

mas color). L&

Solubilizar el CV agregando etanol 95%. Agitar suavemente. Medir la absorbancia
a 590 nm.

Si es necesario realizar una dilucidn 1/10 en etanol y volver a medir.

Andlisis de datos.

Experimento 3: Erradicacion de biofilms por efecto de
antimicrobianos/moléculas/extractos/etc.
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Recuperar el microorganismo a ensayar en medio sélido, incubar 24 hs a la
temperatura de crecimiento (37°C por ej.)

En una placa de 96 pocillos, colocar 150 ul de medio liquido. A partir del cultivo
fresco en medio sdélido, tomar de a una colonia y resuspender en cada pocillo.
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Incubar 24hs a 37°C. L[>

Medir la DO 600nm de las bacterias planctdnicas del pre-inéculo para evaluar
gue todas hayan crecido de igual forma y hayan llegado a fase estacionaria.

En otra placa de 96 pocillos, colocar 180 ul de medio liquido, tomar de los pre-
inéculos 20 ul y colocarlos en cada pocillo (realizar triplicados de cada
microorganismo a ensayar). Dejar al menos 3 pocillos solo con medio liquido
para control negativo. Incubar 24 hs a 37°C sin agitacion.

Medir la DO 600nm de las bacterias plancténicas.
Remover las bacterias planctonicas , realizar 3 lavados con PBS

Adicionar los 180 ul de medio liquido con las moléculas/antimicrobianos/etc que
uno quiera ensayar en la concentracion a estudiar.

Incubar 24 hs a 37°C.

Medir la DO 600nm de las bacterias planctdnicas.
Remover suavemente las bacterias plancténicas.
Realizar 3 lavados con PBS

Tedir las bacterias adheridas y el biofilm con una solucién de cristal violeta al 0,1
%, poner 200 pl de CV en cada pocillo, incubar 15 minutos.

Remover el exceso de colorante mediante lavados con PBS (hasta que no salga

mas color). L&

Solubilizar el CV agregando etanol 95%. Agitar suavemente. Medir la absorbancia
a 590 nm.

Si es necesario realizar una dilucidn 1/10 en etanol y volver a medir.

Analisis de datos.



Formato de placa:
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