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i) Protocolo Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracién
Bactericida Minima (CBM)

Recuperar el microorganismo a ensayar en medio sélido. Incubar a 37°C por 24
horas.

En un tubo Falcon de 15 mL anadir 5 mL de medio liquido. A partir del cultivo fresco
en medio sélido, tomar una o varias colonias con un ansa y resuspender en el tubo
Falcon. Incubar 37°C por 24 horas (obtencion de pre-indculo). Nota: El
microorganismo a ensayar debe encontrarse en la fase estacionaria de crecimiento,
esto debe ponerse a punto previo al ensayo.

En una placa de 96 pocillos, colocar 90 pl de medio liquido en toda la placa, a
excepcion de los blancos que deben tener 100 pl de medio liquido.

Afadir 90 pl del compuesto a testear en la primera columna de la placa (a excepcion
de la fila control y blanco). Realizar diluciones seriadas (90 ul) desde la columna 1
hasta la columna 12 de la placa, descartando los ultimos 90 pl.

Anadir 10 pl del pre-inéculo previamente preparado en los pocillos control y
tratamiento.

Incubar a 37°C por 24 horas.

La CIM visual corresponde al dltimo punto en el que no se observa turbidez
(crecimiento).

Para determinar la CBM, sembrar 5 ul de los ultimos 3 pocillos en lo que no se
observa turbidez, en una placa de medio sdlido. Incubar a 37°C por 24 horas.

La CBM corresponde a aquella en la cual no hay crecimiento en las placas de medio
sélido.

Protocolo Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) por método resazurina y
determinacion de IC50

1.

Recuperar el microorganismo a ensayar en medio sélido. Incubar a 37°C por 24
horas.

En un tubo Falcon de 15 mL anadir 5 mL de medio liquido. A partir del cultivo fresco
en medio sélido, tomar una o varias colonias con un ansa y resuspender en el tubo
Falcon. Incubar 37°C por 24 horas (obtencion de pre-indculo). Nota: El
microorganismo a ensayar debe encontrarse en la fase estacionaria de crecimiento,
esto debe ponerse a punto previo al ensayo.

En una placa de 96 pocillos, colocar 90 ul de medio liquido en toda la placa, a
excepcion de los blancos que deben tener 100 pl de medio liquido.

Anadir 90 pl del compuesto a testear en la primera columna de la placa (a excepcién
de la fila control y blanco). Realizar diluciones seriadas (90 pl) desde la columna 1
hasta la columna 12 de la placa, descartando los ultimos 90 pl.

Anadir 10 pl del pre-indculo previamente preparado en los pocillos control y
tratamiento.
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6. Incubara 37°C por 24 horas.

7. Afadir 10 pl de una solucién de resazurina 0.5 mg/mL en agua destilada previamente
esterilizada por filtracién (0.2 um).

8. Incubara 37°C por 2 horas.

9. Medir fluorescencia de resorufina en equipo ClarioStar Ex =530 nmy Em =590 nm.

10. La CIM corresponde al ultimo punto en el que no hubo cambio de color (ultimo
pocillo azul).

11. Para determinar la EC50 es necesario realizar al menos un duplicado bioldgico con
tres réplicas técnicas cada uno (curva dosis-respuesta).

NADH NAD+

Resazurin Resorufin

Formato de placa:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Bibliografia:

Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, M100 (31st Edition). Clinical
and Laboratory Standards Institute, PA, USA (2021).

Jorge EC, Martinez NN, Gonzdlez MJ, Sdnchez SV, Robino L, Morales JO, Scavone P. Gold-,
silver- and magnesium-doped zinc oxide nanoparticles prevents the formation of and
eradicates bacterial biofilms. Nanomedicine (Lond). 2023 Apr;18(10):803-818.
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ii) Evaluacion de biofilms estaticos mediante tincion Cristal Violeta

Folglelelg 8 Cultivo de mo Pre-indculo Inéculo 24 hs-CV 48 hs-CV

biofilms en medio

sdlido

Microorganismos a estudiar:

Cada grupo tendra un set de microorganismos:

Grupo 1: Erlen y Victoria Acinetobacter baumannii,

Grupo 2: Majo Escherichia coli,

Grupo 3: Nicole Pseudomonas aeruginosa,

Grupo 4: Nico, Staphylococcus aureus,

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

Cuantificacion de la biomasa de biofilms.

1.

© N o U

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

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

\NRNY

Incubar 24hs a 372C. >

Medir la DO 600nm de las bacterias planctdnicas del pre-indculo para evaluar que

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-indculos 20 pl 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 a 48 hs a 37°C sin agitacién.

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

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

Remover el exceso de colorante mediante lavados con PBS (hasta que no salga mas
color).
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10. Solubilizar el CV agregando etanol 95%. Agitar suavemente. Medir la absorbancia a
590 nm.

11. Si los valores de OD son > 1,5-2 realizar una dilucién 1/10 en etanol y volver a medir.

12. Andlisis de datos.

Formato de placa:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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ili) Inhibicion de la formacion de biofilms por efecto de
antimicrobianos/ moléculas/ extractos/ etc.

Recuperacién Pre-indéculo Inéculo + 24 hs 48 hs-CV
en medio antimicrobian
sélido o)

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 €j.)

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

\MRNY

Incubar 24hs a 372C. L[>

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

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

Realizar 3 lavados con PBS

L o N o Wn

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

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

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

12. Si es necesario realizar una dilucion 1/10 en etanol y volver a medir.
12. Andlisis de datos.



Formato de placa:
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1

2

10

11

12
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iv) Erradicacion de biofilms por efecto de antimicrobianos/
moléculas/ extractos/ etc.

Jirlele=dle)y | Pre-indculo  Indculo 24 hs 48 hs-cambio 24 hs-CV
de medio/

adicion

antimicrobian

o

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

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

\NRNY

Incubar 24hs a 372C. L[>

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

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

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

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

8. Incubar 24 hsa 37°C.

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

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

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

color). L>]

14. Solubilizar el CV agregando etanol 95%. Agitar suavemente. Medir la absorbancia a
590 nm.
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15. Si es necesario realizar una dilucion 1/10 en etanol y volver a medir.

16. Andlisis de datos.

Formato de placa:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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v) Evaluacion de biofilms estaticos sobre cubreobjeto

[ ]

en medio
sdlido

Leldn el 72 hs (3 dias) 120 (5 dias)

biofilms

Microorganismos a estudiar:

Cada grupo tendra un set de microorganismos:
Grupo 1: Erlen y Victoria Acinetobacter baumannii,
Grupo 2: Majo Escherichia coli,

Grupo 3: Nicole Pseudomonas aeruginosa,

Grupo 4: Nico, Staphylococcus aureus,

Cada grupo tendra 6 tubos, 2 para cada tincion y para cada tiempo a ensayar (24, 72, 120).

Procedimiento:

1. Recuperar el microorganismo a ensayar en medio sélido, incubar 24 horas a la
temperatura de crecimiento (Ej: 37°C).

2. Preparar pre-indculo de cada microorganismo a ensayar en un tubo Falcon estéril de
50 mL con 20 ml de medio de cultivo e incubar por 24 horas a la temperatura de
crecimiento.

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

4. En un tubo Falcon estéril de 50 mL posicionar con cuidado el cubreobjeto y adicionar
18 mL de medio liquido. Tomar de los pre-inéculos 2 mL y colocarlos en cada tubo.
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Incubar 24 horas (dia 1), 72 horas (3 dias) y 120 horas (5 dias) a 37°C sin agitacion.
Retirar los cubreobjetos con una pinza y sumo cuidado.

Realizar 3 lavados con PBS.

Limpiar con un algoddn con alcohol 95% un lado del cubreobjetos.

Realizar tincion por inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia simple de biofilms:

Esta tincion se realiza sobre el biofilm fijado y permite el material genético, las bacterias y la
matriz extracelular

Mezcla de tincion:

w N

No v s

L

Fluoréforo Volumen (uL)
Syto 9 (5 mM) 0.4
Anti E. coli 4

Hoechst (1 mg/ml) 2
Sypro Ruby 50
Buffer (BNP) 200

Fijar con 50 pL de PFA 4% e incubar por 15 minutos.

Lavar 3 veces con PBS.

Incubar con 50 plL de Buffer de No Permeabilizacién (BNP) por 20 min, a temp.
ambiente.

Lavar 3 veces con PBS.

Permeabilizar con Buffer de Permeabilizacién (BP) 15 min.

Lavar 3 veces con PBS.

Incubar con 50 pL de la solucién de tincidn (Syto9 (para E. coli anti E. coli) y Hoescht)
e incubar 1 hora a temp. ambiente en oscuridad.

Lavar 3 veces con PBS.

Tefiir con SyproRuby 50 pL de de la solucidn sobre el cubre incubar por 30 min a
temp. ambiente en cdmara oscura.

10. Lavar 1 vez con H20 destilada estéril.
11. Montar los cubreobjetos con unas gotas de medio de montaje, evitar las burbujas.

Inmunofluorescencia vivas y muertas:
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Este procedimiento se realiza generalmente sin fijar, pero para poder administrar los tiempos
durante el curso, adicionamos un paso de fijacion luego de realizar las tinciones.

Solucién de tincion:

No vk

Fluoréforo Volumen (uL)
Syto 9 (5 mM) 0.4
loduro de propidio 1
(1 mg/ml)
Hoechst (1 mg/ml) 2
PBS 200

Preparar la solucién de tincién en PBS en un tubo cubierto con papel aluminio.
Preparar la cdmara humeda con papel de aluminio por fuera y papel humedecido con
agua destilada en el interior. Arriba colocar un trozo de parafilm.

Colocar 50 pL de la solucién de tincion, colocar el cubre encima del lado con BF, tapar
e incubar 15 minutos.

Lavar 3 veces con PBS.

Fijar el preparado con PFA 4% durante 15 min.

Lavar 3 veces con PBS.

Montar los cubreobjetos con 20 uL de medio de montaje. Mantener en la oscuridad.
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vi) Evaluacion de biofilms en modelo dinamico

Planificacién del ensayo

Armado de 24 hs tincion 48 hs tincion 72 hs tincidn
sistema Observacion Observacion  Observacion
Indculos al Confocal al Confocal al Confocal

Anilisis de
imagenes

Protocolo de biofilms en sistema de flujo

Materiales estériles

o Caldo LB

o PBS

o 2 Kitasato conectados por el pico inferior a un tubo

de 30 cm, conectado a una llave de paso y a un tubo de 7 et
cm

o Tubos de bomba peristaltica

o Tubosde6cmyde4cm

Llave de paso

Tubo 5x8
Tem

o Camara con laminillas de vidrio pegadas en
parte superior e inferior, y puntas blancas en sus
extremos. La corona de cada punta se une a un :A
tubo de 6 cm

" Punta blanca
(con silicona)

Cdmara con
laminillas de vidrio

Tubo 5x8
6cm

o Tubos de descarte (60-80 cm de largo)
o Botellas de 1 L para descarte, cerradas con papel aluminio y papel

o Conectores envueltos de forma individual:
= x4: Conector blanco de 4 mm
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* x4:Conectores azules con tuerca en el medio ‘

= x4: Conectores azules solos para reconectar la cdmara (dia 2)

Armado del sistema

*Trabajar con guantes y en cabina de flujo laminar Tubo 7410
30cm

1. Desenvolver el tubo del Kitasato, unir el tubo al conector
blanco y este al tubo de la bomba peristaltica
2. Colocar en el otro extremo del tubo de la bomba peristaltica Tubo 5x8
, are 7cm
una llave de 3 vias nueva (cerrada, no se reutiliza)
3. Desenvolver la camara, colocar un conector azul junto con un

Llave de paso

Conector blanco

tubo de 5x8 de 6 cm del lado izquierdo. Unir el tubo en la Tubo de bomba I
llave de 3 vias peristaltica |
4. En el lado derecho, unir un conector azul a un tubo de 5x8 de
4 cm y a éste un conector blanco al cual se le une luego el
tubo de descarte
Llave de 3 vias Conector azul Conector blanco
e —_—
-
Tubo 5x8 Cémara con Punta blanca Tu:zrixs Tubo descarte

Tubo de bomba Tubo 5x8 6cm laminillas de vidrio (con silicona)

peristéltica 6cm

5. Con las llaves de paso cerradas, colocar el medio de cultivo en el Kitasato (1 L en cada
uno)

6. Llevar a la mesada y colocar los Kitasato elevados

7. Colocar el tubo de la bomba en uno de los carreteles
de la bomba peristaltica

8. Colocar el extremo libre de los tubos de descarte en
la botella de descarte correspondiente

9. Enumerar las cdmaras
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Esquema del sistema armado

Inicio del flujo y preparacion del inéculo

. Abrir las llaves de paso de los Kitasato
. Abrir también la llave de 3 vias, ver que quede abierta solo en un sentido

ho‘ll el Tubo de cémara

Tubo de bomba
peristaltica — -J'

. Prender la bomba peristéltica, poner el carretel en el 4°tope y setearla en 1,5

. Asegurarse que las cdmaras se llenen de medio de cultivo y que comience el descarte. El
sistema tiene que quedar completamente lleno, sin burbujas

. In6culo

- Microorganismo bacteriano

- Preparar una suspension de la cepa con una turbidez equivalente a 0,5 McFarland en
PBS.

- Volumen: Al menos 6 mL para cada camara
- Preparar en la cabina de flujo laminar y ahi mismo colocar la suspensién en una jeringa

. Inocular cada camara a través de la llave de 3 vias con erings

una jeringa estéril. Asegurarse que la llave esté abierta

hacia la entrada y hacia la cdmara, y cerrada hacia la

bomba (para que vaya solo en direccién de la cdmara).

Llenar completamente la cdmara con el indculo e - Tubio de chmara

incubar 1 hora. No quitar la jeringa ni mover la llave

. Pasado el tiempo de incubacién, poner a funcionar nuevamente el sistema, con la
bomba en el 4°tope y seteada en 1,5.
Medir el flujo durante 15 minutos. El flujo deberia ser de 0,5 - 0,6 mL/min.
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Dejar el sistema funcionando durante 24 horas.

Sabiendo que el flujo debe ser de 0,5 - 0,6 mL/min, calcular el volumen de medio de cultivo
necesario para 12, 24, 48 y 72 horas:

Tiempo (h) Tiempo (min) Volumen (mL)
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Tincion y visualizacidn

. Detener la bombay cerrar la llave de paso

Registrar el volumen de los descartes: calcular el flujo

Pasar lentamente por cada camara con una jeringa 6 - 8 mL de PBS para eliminar las
células plancténicas

Pasar por cada camara una solucion de 6 - 7 mL de naranja de acridina 1/100 de 1
mg/mL e incubar 30 minutos

Desconectar las cdmaras, y cerrarlas por los extremos con una punta sellada con silicona,
sin que se escape la solucién de naranja de acridina

. Observar en microscopio laser confocal

- Settings: Paola Biofilm (Zeiss). Canal verde AF514

Reconexion de las camaras

Quitar las puntas de cada camara

2. Desconectar los tubos de 6 cm de los lados de las cdmaras y el conector azul al que estan

o v s W

unidos
Conectar a la cdmara un tubo nuevo y estéril con punta blanca, pegar con silicona

Conectar con un conector azul estéril

Cambiar las botellas de descarte

Al lado del mechero, rellenar uno de los Kitasato con medio LB fresco y al otro quitarle
todo el volumen y ponerle medio LB con antibidtico

Reiniciar el flujo, cuidando que quede el sistema completamente lleno y sin burbujas
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vii) Sintesis de nanoparticulas de ZnO dopadas con magnesio
1. Preparacién de soluciones

1.1. Disolver 224 mg de acetato de zinc (2,0 mmol) y 25 mg de acetato de magnesio (0,2
mmol) en 15 mL de etanol, a 80 °C en reflujo, bajo agitacidn constante hasta lograr completa
disolucion.

1.2. Disolver 144 mg de KOH (2,5 mmol) en 1 mL de agua destilada y afadir posteriormente
10 mL de etanol a temperatura ambiente.

2. Enfriar ambas soluciones a —10 °C antes de la reaccién de mezcla.

3. Anadir rapidamente 5 mL de la soluciéon de KOH a la solucién de zinc y magnesio.
Agitar a 500 rpm, durante 30 min, a 20 °C.

4. Centrifugar a 936xg y lavar el pellet con una mezcla etanol:acetona (1:1, v/v).

5. Suspender el pellet obtenido en agua destilada estéril para los ensayos de biofilm.
Sintesis de Au-Nps

1. Preparacion de la solucion precursora

1.1. En un matraz redondo de fondo plano con dos bocas, preparar una solucién de HAuCl. 1
mM disolviendo 1 mL de HAuCl: 25 mM en 24 mL de agua Milli-Q.

1.2. Calentar la solucidn hasta ebullicién, bajo agitacion constante a 500 rpm, durante 15
min en cabina de gases.

2. Inyectar rdpidamente 2,5 mL de citrato de sodio (38,8 mM) en la soluciéon en
ebullicion.

3. Mantener la agitacidon a 500 rpm durante 30 min.

4. Centrifugar la suspensién obtenida a 10 000 rpm, durante 1 h, a 4 °C.

5. Recuperar el pellet y resuspender en agua destilada estéril para los ensayos de
biofilm.

Sintesis de Ag-Nps
1. Preparacion de la solucién precursora

1.1. En un matraz redondo de fondo plano con dos bocas, preparar una solucién de nitrato
de plata (AgNOs) 0,55 mM disolviendo 1,375 mL de una solucién concentrada de AgNOs en
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24,625 mL de agua Milli-Q.
1.2. Llevar la solucidn a ebullicién bajo agitacién en cabina de gases.

2. Preparar una mezcla de citrato de sodio 28 mM y acido tanico 0,12 mM.

3. Inyectar rapidamente 1,91 mL de la solucidn de citrato de sodio/acido tanico en la
solucién de nitrato de plata en ebullicion.

4, Mantener la agitacion constante a 500 rpm durante 40 min.

5. Centrifugar la suspensién obtenida a 10 000 rpm, durante 1 h, a 4 °C.

6. Recuperar el pellet y resuspender en agua destilada estéril para los ensayos de
biofilm.
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