V Escuela Regional de Microbiologia — “Conociendo al enemigo: herramientas para el
estudio de las interacciones entre bacterias patégenas y sus hospederos”.

Montevideo, 15-26 de octubre de 2018

Docentes coordinadoras:

Dra. Lucia Yim, Dra. Laura Betancor (Departamento de Desarrollo Biotecnoldgico, Instituto de
Higiene, Facultad de Medicina).

Dra. Maria Inés Siri, Dra. Maria Julia Pianzzola (Laboratorio Microbiologia Molecular, DEPBIO,
Facultad de Quimica).

Docentes extranjeros invitados:

Dr. Leonardo De La Fuente (Auburn University, USA)

Dr. Mario Feldman (Washington University, USA)

Dr. Saul Burdman (Hebrew University, Israel)

Dr. Joao Setubal (Universidad de San Pablo, Brasil)

Dra. Eleonora Garcia Véscovi (Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, Argentina).

Otros docentes nacionales: Andrés lIriarte, Alejandro Chabalgoity, Paola Scavone, Analia Rial,
Luciana Robino, Lorena Pardo, Adriana Martinez, Maria Inés Lapaz, Virginia Ferreira, Stefanie De
Armas, Nicol Denis.

Duracioén del curso: 2 semanas

Carga horaria:

80 horas (32 h tedricos, 48 h practicos de laboratorio, practicos de bionformatica y talleres)
Lugar de realizacidn: Instituto de Higiene

Evaluacion final escrita.

Descripcién y programa del curso:

El curso estarda dividido en dos moddulos tematicos que contemplaran diferentes abordajes
(experimentales y bioinformaticos) para el estudio de bacterias patégenas y sus interacciones con
diferentes hospederos, incluyendo plantas y animales. También se realizardn talleres de discusion
interactivos centrados en temas de actualidad vinculados al drea de estudio buscando integrar los
conocimientos adquiridos en el curso a través de la discusidon de trabajos cientificos recientes. Las
clases tedricas seran abiertas a todo publico y algunos dias se realizardn conferencias plenarias por
parte de los docentes invitados.

MODULO 1 - Estudio de las interacciones entre bacterias patégenas y sus hospederos

El primer mddulo se desarrollard durante la primera semana del curso. Se abarcaran los
fundamentos sobre los principales mecanismos de patogenicidad en bacterias patégenas y los tipos
de respuesta de defensa que se desencadenan en los diferentes tipos de hospederos (plantas y
animales). Se presentaran experiencias de investigacion en diferentes bacterias patdgenas de
plantas o animales llevadas a cabo por los docentes del curso. Se realizardn varios practicos de
laboratorio, abordando diversas técnicas que permitirdn a los estudiantes adquirir experiencia en el
manejo de las metodologias experimentales utilizadas en el estudio de la interaccién de bacterias
patdgenas con sus hospederos.



PROGRAMA TEORICO.

. Introduccion: patdégenos bacterianos de plantas y animales.

. Mecanismos de patogenicidad bacteriana.

. Mecanismos de regulacién génica de factores de virulencia.

. Respuestas de defensa vegetal frente al ataque por bacterias patdgenas.

. Respuestas inmunes en mamiferos frente a bacterias patdgenas.

. Experiencia de investigacion en diferentes modelos de bacterias patdgenas.
. Aplicaciones biotecnoldgicas.
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PROGRAMA PRACTICO.

Los estudiantes se dividirdan en seis grupos, a los cuales se les asignard un patégeno especifico de
estudio (tres bacterias fitopatégenas y tres bacterias patdgenas de animales). Durante las practicas
de laboratorio, cada grupo aplicard diferentes técnicas para la identificacion, caracterizacion,
cuantificacion, evaluacién de mecanismos de virulencia, ensayos de infeccién y evaluacion de
respuestas de defensa. Cada grupo estara dirigido por un docente que los guiara en el trabajo. Se
entregard material de lectura que incluird descripcién del patdgeno y los principales antecedentes
de investigacion en el tema. Cada clase practica contard con una introduccion explicativa al
comienzo de la misma y protocolos detallados para cada actividad. El dltimo dia, cada grupo
expondra su caso de estudio, actividades realizadas, interpretacién de los resultados obtenidos, asi
como las perspectivas de cada trabajo.
Patégenos de estudio:

® Ralstonia solanacearum (Rs)
Streptomyces spp. (St)
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)
Salmonella enterica
Serratia marcescens
Streptococcus pneumoniae

Bacterias fitopatdgenas:

Practico 1A.

- Ensayos de inoculacién.

Metodologias de inoculacién (infiltracidn, riego, en tallo). Reacciones de hipersensibilidad (HR) y
patogenicidad (sintomas). Evaluacion y cuantificacidon de sintomas.

- Evaluacion de mecanismos de virulencia en bacterias fitopatégenas.

Produccidon de biofilm. Movilidad tipo twitching. Produccién de toxinas. Amplificacion de genes de
patogenicidad.

Practico 2A.

- Cuantificacion de patégenos in planta.

Cuantificacidn absoluta por gPCR. Deteccidén y cuantificacién de patégenos en muestras vegetales.

- Evaluacion de mecanismos de defensa vegetal.

Extraccidon de RNA, tratamiento con DNAsa y retrotranscripcion para el andlisis mediante RTqPCR de
genes de resistencia.

Practico 3A.

- Observacion de patogenos in planta.

Observacidn de tejido infectado mediante microscopia confocal de fluorescencia.

- Evaluacion de mecanismos de defensa vegetal.

Analisis mediante RTgPCR de genes de resistencia.

Practico 4.

Presentacién de los resultados obtenidos en cada grupo.

Discusion general y cierre del médulo.



Bacterias patdgenas de animales:

Practico 1B.

- Ensayos de adhesion e invasion bacterianas en células eucariotas en cultivo (Salmonella-Serratia)

- Fijacidon de muestras para microscopia de fluorescencia (Serratia)

- Ensayos de infeccion de células humanas en cultivo para estudiar la respuesta inflamatoria
(Salmonella)

- Procesamiento de drganos de ratones para recuento de cfus y andlisis por citometria de flujo del
infiltrado celular en pulmdén (neumococo). Nota: los animales serdn manipulados previamente por
el personal especializado en el Bioterio del Departamento de Desarrollo Biotecnolégico, y a los
estudiantes se les proveera de los érganos aislados una vez sacrificados.

Practico 2B.

- Conteo de placas de experimentos del dia anterior (Sa/lmonella-Serratia-neumococo)

- Procesamiento de muestras para microscopia de fluorescencia (Serratia)

- Extraccién de RNA, tratamiento con DNAsa y retrotranscripcidon para el analisis mediante RTqPCR
de la respuesta inflamatoria desencadenada en células en cultivo en respuesta a la infeccidn
(Salmonella)

- Extraccién de RNA, tratamiento con DNAsa y retrotranscripcién para el andlisis mediante RTqPCR
de la respuesta inflamatoria desencadenada en pulmones en respuesta a la infeccion (neumococo)
Practico 3B.

- Analisis de la replicacién y trafico intracelular bacterianos por microscopia confocal de
fluorescencia (Serratia)

- gPCR de las muestras de cDNA obtenidas el dia anterior, para analizar la respuesta de expresidn
de citoquinas, quemoquinas y péptidos antimicrobianos por parte de las células infectadas
(Salmonella)

- gPCR de las muestras de cDNA obtenidas el dia anterior, para analizar la respuesta de expresion
de citoquinas, quemoquinas y péptidos antimicrobianos en pulmones de animales infectados
(neumococo)

Practico 4.

- Presentacion de los resultados obtenidos en cada grupo.

- Discusién general y cierre del mdédulo.

TALLERES DE DISCUSION.

El objetivo de estos talleres es generar un espacio interactivo de discusion entre estudiantes y
docentes que permita integrar los conceptos adquiridos en los médulos anteriores a través de la
discusion de ejemplos concretos de aplicacion. Se trabajard de forma simultanea en tres grupos
abarcando diferentes temas de actualidad:

i) Rol del microbioma en la respuesta del hospedero frente al ataque por patégenos. Manipulacion
del microbioma como posible herramienta para el tratamiento o prevencion de infecciones.

ii) Desarrollo y aplicaciones de organoides intestinales humanos como modelos alternativos para el
estudio de patdgenos entéricos.

iii) Abordajes biotecnoldgicos para el control de enfermedades en los cultivos.

En cada taller se trabajara en base a articulos de investigacidon seleccionados y preguntas guia
elaboradas por los docentes. Al final de la jornada se pondran en comun las conclusiones obtenidas
en cada taller y se discutiran los aspectos mds relevantes de cada tema con el resto del grupo.



MODULO 2 — Andlisis transcriptomico en interacciones hospedero-patégeno (RNAseq).

Este mddulo se desarrollard durante la segunda semana del curso, del 23 al 25 de octubre de 2018.
El mismo estara enfocado a proporcionar a los estudiantes las bases bioinformaticas para llevar a
cabo el analisis de datos transcriptomicos masivos (RNA-Seq) en patdgenos bacterianos crecidos en
condiciones relevantes para la infeccidn. Las clases tedricas y prdcticas se desarrollardn en una sala
de informatica en la cual cada estudiante dispondra de una computadora para realizar los ejercicios
planteados y capacitarse en el uso de software y herramientas presentadas.

PROGRAMA TEORICO:

1. Introduccién al sistema operativo Linux y a la linea de comando.

2. Tecnologias de secuenciacién masiva.

3. Transcriptdémica, RNAseq.

4. Base de datos (NT-NCBI, Refseq, Pfam, Interpro, CDD-NCBI).

5. Concepto de COG, Ontologia de genes y base de datos KEGG.

6. Cuantificaciéon de la expresion génica. Ensamblado sin referencia y mapeo de reads.
Herramientas dependientes e independientes de alineamiento (HTSeq, Cufflinkgs, RSEM, Kallisto,
Sailfish y Salmon).

7. Analisis de expresion diferencial.

PROGRAMA PRACTICO:

Practico 1.Introduccidn a Linux. Comandos bdsicos y manipulacién de texto.

Practico 2. Andlisis de la calidad de la secuenciacién. FastQC, Trimmomatic.

Practico 3. Discusion de resultados de articulos cientificos. ¢ Cual es el objetivo de un analisis de
expresion?, ¢Qué resultados se muestran habitualmente en un articulo que utiliza la aproximacién?
Practico 4. Utilizacion de bases de datos. Blastn (NT-NCBI), TransDecoder, Blastp (Swissprot),
HMMER (Pfam).

Practico 5. Anotacion Funcional. cdd2cog (COG), GeneOntology (Pfam), KAAS (KEGG).

Practico 6. Cuantificacion de la expresion génica. Analisis con y sin genoma de referencia. Bowtie2
(mapeo) + HTSeq (conteo). Rockhopper2 (ensamblado de novo) + Salmon (conteo).

Practico 7. Andlisis de expresion diferencial. Test de expresion diferencial (DESeq2). Graficos
(Heatmap y PCA).



V Escuela Regional de Microbiologia - “Conociendo al enemigo: Herramientas para el estudio de las interacciones entre bacterias
patogenas y sus hospederos”. Montevideo, 15-26 octubre de 2018

Programa
Fecha Hora \ Actividad Profesores Modalidad
9.00-9.15 Presentacion del curso, de los estudiantes y los profesores M.L. Siri, L. Yim -
9.15-11.00 | Patégenos bacterianos de plantas y animales: generalidades L. De La Fuente, M. Feldman Tedrico
11.15-13.00 | Mecanismos de patogenicidad bacteriana M.L. Siri, L. Betancor Tedrico
Lunes E. Garcia Véscovi, M. Feldman, L. De La Fuente, S.
15/10 14.00 - 17.00 | Presentacién de pdsters de los estudiantes Burdman, M.I. Siri, L. Yim, L. Betancor, L. Robino, P. Taller
Scavone, A. Rial, L. Pardo
Conferencia
17.00 - 18.00 | Vesiculas de membrana externa de amigos y enemigos M. Feldman plenaria
9.00-9.45 | Mecanismos de regulacidn génica de factores de virulencia E. Garcia Véscovi Tedrico
Respuestas de defensa vegetal frente al ataque por bacterias S. Burdman
9.45-11.15 | patdgenas Tedrico
11.30-13.00 | Respuestas inmunes en mamiferos frente a bacterias patégenas L. Yim, A. Rial Tedrico
Martes Y - —
16/10 Técnicas experimentales para el estudio de bacterias patégenas E. Ggraa Vescovi, L. De La.Fuente, > Burdman,. M.1. Sirl, o
14.00-17.30 A S L. Yim, L. Betancor, L. Robino, P. Scavone, A. Rial, L. Practico de
Pardo, V. Ferreira, M.I. Lapaz, S. De Armas, N. Denis laboratorio
Conferencia
17.30-18.30 Glico-ingenieria de nuevas vacunas bio-conjugadas M. Feldman plenaria
9.00-10.00 | Nuevos conceptos sobre la patogénesis de Acinetobacter M. Feldman Tedrico
Bombas de eflujo: papel en la patogenicidad, formacion de
10.00 - 10.45 | biofilms y potenciales blancos de antimicrobianos P. Scavone Tedrico
- Gendmica y sistema de secrecion de tipo Ill del patégeno
Miércoles , . . -
17/10 11.00-12.00 ACId'OVOI’OX citrulli : _ : S. Burdman Tedrico
Calcio como modulador del proceso de infeccién de un patégeno
12.00 - 13.00 | vascular de plantas (Xylella fastidiosa) L. De La Fuente Tedrico
Técnicas experimentales para el estudio de bacterias patégenas E. G.arC|a Vescovi, L. De La.Fuente, > Burdman,. M.1. Sirl, _
14.00 - 18.00 T L. Yim, L. Betancor, L. Robino, P. Scavone, A. Rial, L. Practico de
Pardo, V. Ferreira, M.l. Lapaz, S. De Armas, N. Denis laboratorio




Fecha Hora Actividad Profesores Modalidad
9.00-10.00 | Experiencias de investigacion: Rasltonia solanacearum M.L. Siri Tedrico
10.00- 11.00 | Experiencias de investigacion: Streptomyces M.J). Pianzzola Tedrico
Jueves 11.15-12.15 | Experiencias de investigacion: Salmonella-Serratia L. Yim, E. Garcia Véscovi Tedrico
18/10 12.15-13.15 | Experiencias de investigacion: UPEC L. Robirlmo : ' _ Tedrico
Técnicas experimentales para el estudio de bacterias patdgenas E. Qarc1a Vescovi, L. De La.Fuente, > Burdman,' M.1. Siri, -
14.00 - 18.00 L S S L. Yim, L. Betancor, L. Robino, P. Scavone, A. Rial, L. Practico de
Pardo, V. Ferreira, M.Il. Lapaz, S. De Armas, N. Denis laboratorio
9.00-10.00 Experiencias de investigacidn: Staphylococcus aureus L. Pardo Tedrico
10.00 - 11.00 Ex'periencias.de investigacion: Clavibacter michiganensis subsp. M.L. Siri Tebrico
michiganensis
Viernes 11.15-12.15 | Avances de investigacidn en Candidatus Liberibacter (HLB) L. De La Fuente Tedrico
19/10 12.15-13.15 Estr.at.egias'bio-guiadas para la identificac}ién de nuevos agentes E. Garcia Véscovi Tebrico
antimicrobianos frente a Salmonella entérica
Técnicas experimentales para el estudio de bacterias patdgenas E. Garcia Véscovi, L. De La Fuente, S. Burdman, M.!. Siri,
14.00-18.00 | de plantasy animales: andlisis de datos, presentacién de L. Yim, L. Betancor, L. Robino, P. Scavone, A. Rial, L. Practico de
resultados y discusion Pardo, V. Ferreira, M.I. Lapaz, S. De Armas, N. Denis laboratorio
Talleres de discusidn:
i) Rol del microbioma en la respuesta del hospedero frente al
ataque por patdgenos. Manipulacién del microbioma como
ipni::cliz::;ramlenta para el tratamiento o prevencion de L. De La Fuente, S. Burdman,
9.00-17.00 | .. . . . . M.L. Siri, M.J. Pianzzola, L. Yim, L. Betancor, P. Scavone, Taller
Lunes ii) Desarrollo y aplicaciones de organoides intestinales humanos A Rial
22/10 como modelos alternativos para el estudio de patégenos ’
entéricos.
iii) Abordajes biotecnoldgicos para el control de enfermedades
en los cultivos.
17.00 - 18.00 !3iotecno|og|'a.s de la salud aplicadas al desarrollo de nuevas J.A, Chabalgoity Conferer.1cia
inmunoterapias plenaria
9.00 - 10.30 Introduccidn al sistema operativo Linux y a la linea de comando J. Setubal, A. Iriarte Tebrico
Martes 10.30 - 13.00 Tecnologias de secuenciacién masiva. Transcriptdmica (RNAseq) J. Setubal, A. Iriarte . .Précticcta.
23/10 , — —— . bioinformatica
14.00 - 15.30 | Tecnologias de secuenciacidn masiva. Transcriptomica (RNAseq) J. Setubal, A. Iriarte Tedrico
15.30 - 18.00 Analisis de la calidad de la secuenciacion. Discusion de articulos J. Setubal, A. Iriarte Practico

cientificos

bioinformatica




Fecha Hora \ Actividad Profesores Modalidad
9.00 - 10.30 | Bases de datos J. Setubal, A. Iriarte Tedrico
5 10.30 - 13.00 Utilizacion de bases de datos J. Setubal, A. Iriarte ' 'Practlc?.
Miércoles bioinformatica
24/10 14.00 - 15.30 | Concepto de COG, Ontologia de genes y base de datos KEGG J. Setubal, A. Iriarte Tedrico
15.30 - 18,00 | ANOtacion Funcional ). Setubal, A. Iriarte  Practico
bioinformatica
9.00 - 10.30 | Cuantificacion de la expresion génica J. Setubal, A. Iriarte Tedrico
10.30 - 13.00 Analisis con y sin genoma de referencia J. Setubal, A. Iriarte . .Practlcc,) .
Jueves bioinformatica
25/10 14.00 - 15.30 | Analisis de expresion diferencial J. Setubal, A. Iriarte Tedrico
15.30 - 18.00 Analisis de expresion diferencial J. Setubal, A. Iriarte - .Practlccl) .
bioinformatica
9.00-11.00 | Evaluacion final escrita - -
D|scu§|on general del curso, |ncI'uyendo pres.entauorTes t?le los M.1. Siri, M.J. Pianzzola, L. Yim, L. Betancor, P. Scavone,
Viernes 11.00 - 13.00 | estudiantes acerca de lo aprendido y las posibles aplicaciones en A Rial Taller
26/10 sus investigaciones. Encuesta de satisfaccion. ’
14.30 - 16.00 Insights into composting through detailed analysis of recovered 1. Setubal Conferencia

bacterial genomes from metagenome data

plenaria




