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FE DE ERRATAS

Pagina 26, sesion Trabajo de Incorporacion 11:

Dice: 9:30- 9:50 ORIGEN CLINICO Y AVICOLA AISLADAS EN ANTOFAGASTA-
CHILE

Debe decir: - 9:30- 9:50 ESTUDIO DE GENES DE FIMBRIAS EN CEPAS DE Salmonella enteritidis

DE ORIGEN CLINICO Y AVICOLA AISLADAS EN ANTOFAGASTA-
CHILE

Pagina 27:
Se debe incluir en el programa la siguiente conferencia:

11:00- 12:00 Mycobacterium paratuberculosis: THE NEXT MAJOR ZOONOTIC PUBLIC
HEALTH CHALLENGE

Michael T. Collins, University of Wisconsin, EE.UU



XXVI CONGRESO CHILENO DE MICROBIOLOGIA
Programa Cientifico 2004

Miércoles 1 de Diciembre

09:00 -10:45

Inscripciones

11:00 -11:30 Ceremonia Inaugural: Salon de Actos

11:30-12:30

12:30 - 14:00

14:00 -14:30

14:30 - 15:30

Dr. Giovanni Pesce, Rector Universidad Técnica Federico Santa Maria.
Dr Michael Seeger, Presidente Sociedad de Microbiologia de Chile,

Sr. Luis Guastavino, Intendente Quinta Region

Coro de Camara Universidad Técnica Federico Santa Maria.

Conferencia Inaugural: SISTEMAS BIOLOGICOS: EL. NUEVO DESAFIO

Juan Asenjo. Premio Nacional de Cigncias Aplicadas 2004
CBvB. Universidad de Chile

Almuerzo
CAFE + VISITA A STANDS

Conferencia Plenaria I: Salon de Actos

DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA
Jorge Flores, NIAID. USA.

15:30 — 17:00 Simpesio 1: Salon de Actos

BIOQUIMICA MICROBIANA. Coordinador: Bernardo Gonziler

THE MOLECULAR BIOLOGY OF |NiFe]-HYDROGENASES FROM Escherichia coli
August Boeck, Department of Biology [. University of Munich. Germany

LAS GLUTAMIL-tRNA SINTETASAS Y SU PAPEL EN EL METABOLISMO CELULAR.
Omar Orellana, Programa de Biologia Celular v Molecular. ICBM. Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

ANALISIS PROTEOMICO DIFERENCIAL DEL EXTREMOFILO cidithiobacillus ferrooxidans
CRECIDO EN DIFERENTES SUSTRATOS OXIDABLES.

Carlos Jerez. Laboratorio de Microbiologia Molecular v Biotecnologia. Instituto Milenio CBB.
Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. cjerezi@uchile.cl

15:30 — 17:00 Simposio 2: Salon de Honor

NUEVOS ENFOQUES Y ESTRATEGIAS EN BIOPROCESOS: Coodinador: Clandia Altamirano

HERRAMIENTAS DE GENOMICA FUNCIONAL AL SERVICIO DE LA INGENIERIA
METABOLICA: PRODUCCION DE ALCOHOLES Y ACIDOS ORGANICOS

Ramon Gonzalez. Departments of Chemucal Engineening and Food Science & Human Nutrition,
fowa State University. Ames. fowa



CULTIVOS DE ALTA DENSIDAD CELULAR APLICADOS A LA  PRODUCCION DE UNA
VACUNA RECOMBINANTE.

Juan Carlos Gentina M. Escuela de Ingenieria Bioquimica P. Universidad Catolica de
Valparaiso. Valparaiso.

ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO METABOLICO DE CELULAS CHO BAJO
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO Y ENERGIA

Claudia Altamirano, Escuela de Ingenieria Bioquimica, P. Universidad Catolica de Valparaiso,
Valparaiso.

Reconocimiento a Fernando Acevedo

17:00 - 17:30 CAFE + VISITA A STANDS

17:30 - 18:30 ASM Lecture: Salon de Actos
ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, GEOBIOLOGY, AND THE SEARCH FOR NEW
AND UNUSUAL LIFE FORMS

Kenneth Nealson, University of Southern California, USA

18:30 — 20:00 SESION DE POSTERS I: Patio Central

MICROBIOLOGIA BASICA |

.- TRANS-DIENELACTONE HYDROLASE: THE KEY ENZYME OF A NOVEL
CHLOROCATECHOL PATHWAY.

Cimara, B.. Junca, H. and Pieper, D.H. Department of Environmental Microbiology, German
Research Centre for Biotechnology, GBF, Braunschweig. Germany. email:bcai@gbf.de

2.- MODULACION DE LA EXPRESION DE LA RUTA DE DEGRADACION DE ALCANOS
DE Psewdomonas putida GPOI: REGULACION GLOBAL POR CONTROL FISIOLOGICO.
{Physiologycal Control in the Alkane Degradation Pathway)

Dinamarca M. A. ¥ Rojo F. Departamento de Biotecnologia Microbiana, Centro Nacional de
Biotecnologia, CSIC, Madrid, ESPANA. miguel.dinamarca@usm.cl

3.- EL DOMINIO CARBOXILO TERMINAL DE LA TOXINA VacA DE Helicobacter pylori
COMO PRESENTADOR DE ANTIGENOS EN LA MEMBRANA EXTERNA BACTERIANA.
ALCANCES PARA FEL  DESARROLLO DE VACUNAS HETEROLOGAS.
(The carboxi-terminal domain from the fHelicobacter pvlori VacA toxin as an antigen presenter on the
bactersal outer membrane. An approach for heterologous vaccines development). Martinez, P
Olmos, M, Bruce E. v Venegas A.. Depto. Genética Molecular vy Microbiologia. Facultad de Ciencias
Biologicas.  P.Universidad  Catélica de  Chile.  Alameda 340. Santiago.  E-mail:
pmartinef@genes.bio.puc.cl.

4.- METABOLISMO DE LOS POLIFOSFATOS Y SU POSIBLE RELACION CON EL
REGULON Pho EN Acidithiobacillus ferrooxidans. (Polyphosphate metabolism and its possible
relationship with a Pho regulon in Acidithinhacillus ferrooxidans).

Vera, M., Alvarez, S. Guiliani, N. v Jerez. C. A. Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia. Departamento de Biologia e Instituto Milenio CBB, Facultad de Ciencias. Universidad
de Chile. cjerezi@uchile.cl

bt



5.- EFECTO DE FACTORES AMBIENTALES ¥ QUIMICOS SOBRE LA ESPORULACION
EN X. dendrorhous. (Effect of environmental and chemical factors on the sporulation in X
dendrorhous).

Retamales, P.; Lozano, C.; Carmona, M.: Alcaino, J.; Niklitschek, M.: Barahona. S.- Sepulveda. D
Wozniak, A.: Baeza. M. ¥ Cifuentes, V. Laboratorio de Genética. Faculiad de Ciencias. Universidad
de Chile. patricio edgardoizivahoo.com

6.- IDENTIFICACION DE UN NUEVO FAGO TIPO P4 EN CEPAS DE Escherichia coli
PRODUCTORAS DE SHIGATOXINAS (STEC) NO-0157 EMPLEANDO HIBRIDACION
SUSTRACTIVA (Identification of a new phage type P4 in Shiga-toxin producing Escherichia coli
No-O157 using subtractive genome hybridization).

Vidal, M'. Santiviago. C'.. Prado. V'. v Vidal, R". Programa de Microbiologia, Facultad de
Medicina-ICBM. Universidad de Chile, * Sidney Kimmel Cancer Center, San Diego, California.
mvidal‘@med.uchile.cl

7.~ IDENTIFICACION DE VARIANTES DE GENES QUE CODIFICAN PARA TOXINAS
BACTERIANAS MEDIANTE DGGE (Characterization ol varian genes coding for bacterial
foxins by DGGE)

Pedrozo Z, Vidal R y Toro C. Programa de Microbiologia v Micologia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. zupedrozoi@hotmail com

8.- EFECTO DE LOS (CLORO) BIFENILOS SOBRE LA FISIOLOGIA Y EL PROTEOMA
DE Burkholderia xenovorans LB40 (FfTect of (chloro)biphenyls on the physiology and proteome of
Burkholderia xenovorans | B400).

Agulld L., Martinez P. v Seeger M. Laboratorio de Microbiologia Molecular v Biotecnologia
Ambiental, Departamento de Quimica, Universidad Técnica Federico Santa Marfa. Valparaiso, Chile.
loreineai@hotmail.com

9.- EL GEN rfal! DE Salmonella fyphi ES REGULADO EN FORMA INDIRECTA POR EL
FACTOR SIGMA DE ESTRES RpoN (The rfafl gene from Salmonella nvphi is indirectly-regulated
by the stress sigma factor RpoN).

Carter, J., Bittner. M., Altamirano, F. Saldias, S., Hoare, A., v Contreras, |, Facultad de Ciencias
Quimicas v Farmacéuticas. Universidad de Chile. jearterj@ciq.uchile.cl

10.- EFECTO DIFERENCIAL DEL ANTIGENO O SOBRE LA INVASIVIDAD Y
RESISTENCIA AL SUEROQ DE Salmonella typhi (Differential effect of the O-antigen on
Salmonella (yphi invasiveness and serum resistance ).

Hoare A, Alvarez, S, Carter, J.. Zaldivar, M. v Contreras I. Facultad de Ciencias Quimicas v
Farmacéuticas, Universidad de Chile. anileipazi@yahoo.es

11.- LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS MCEC Y MCEl
INVOLUCRADAS EN LA MADURACION DE LA MICROCINA E492. (Subcellular
localization of proteins MceC and Mcel involved in maduration of microcin E492 )

Estévez, C.. Rojas, G, Lagos. R. Laboratorio de Biologia Estructural y Molecular, Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. clavaes@ yahoo.es

12.- LOS AMINOACIDOS TISI DE LA REGION C-TERMINAL DEL DOMINIO ABC DEL
TRANSPORTADOR DE  MICROCINA E492 SON  INDISPENSABLES PARA LA
EXPORTACION DE MICROCINA E492 Y COLICINA V. (Amino acids TISI of the ABC
domain C-terminal region from the microcin E492 transporter are essential for microcin F492 and
colicin V export)

Tello M., Arbildua J.. Monasterio O. v R. Lagos. Laboratorio de Biologia Fstructural y Molecular,
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias. Universidad de Chile meg_ tellod@yahoo.com

d



13.- MECANISMO DE ACCION DEL DITERPENO ACIDO 3p-HIDROXIKAURENOICO
SOBRE EL HONGO Botrytis cinerea. (Action mechanism of the diterpenoid 3p-hydroxy-kaurenoic
acid on the fungus Botritis cinerea).

Mendoza. L., Cotoras, M. y Saavedra, A'

Universidad de Santiago de Chile. Facultad de Quimica v Biologia, Laboratorio de Micologia
lalesaaflorivahoo.com

14.- GENETIC CHARACTERIZATION OF A 24.6-TRICHLOROPHENOL
DEGRADATION PATHWAY AND EVALUATION OF ALTERNATIVE PATHWAYS IN
Ralstonia eutrapha JMP134, (Caracterizacion genética de una via degradativa de 2.4.6-triclorofenol
y evaluacion de vias alternativas en Rafstomia eutropha IMP134.).

Sinchez MA. v Gonzilez B. Deplo. Genélica Molecular y Microbiologia. Facultad de Ciencias
Biolagicas, P. Universidad Catolica de Chile. e-mail: masanchei@puc.cl

15.- THE TRANSCRIPTIONAL REGULATOR #dT MODULATES DEGRADATION OF 2,4-
DICHLOROPHENOXYACETATE AND 3-CHLOROBENZOATE IN Ralstonia eutropha
JMP134(pJIP4). (El regulador transcrpeional #fdT modula la degradacion de 2.4-diclorofenoxiacetato
y 3-clorobenzoato en Ralstonia ertropha JIMPL34(pIP4)).

Trefault, N.. Herrera, 1., Pérez-Bollweg, H. & Gonzilez, B. Lab. de Microbiologia, Depto. Genética
Molecular v Microbiologia. Fac. de Ciencias Biologicas and Millennium Institute for Fundamental
and Applied Biology, P. Universidad Catolica de Chile. Santiago. Chile. nntrefaui@puc.cl

16.- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA REGION GENOMICA 12 DE Salmonella
enterica sv. Typhi Y SU INFLUENCIA EN INVASION (Molecular characterization of the
Salmonella enterica sv. Typhi genomic region 12 and its influence in invasion).

Rodas, P.. Santiviago. C. y Mora. G.. Unidad de Microbiologia. Facultad de Cs. Biologicas,
P.Universidad Catolica de Chile. Santiago, Chile. E-mail: aldustariai@vahoo.com mx

17.- ESTABILIDAD EN EL GENOMA DE LA REGION EXCLUSIVA SPI-8 DE Salmonella
enterica serovar Typhi Y SU ROL EN PATOGENICIDAD

(Salmonella enterica serovar Typhi SPI-8 exclusive genomic sequence stability and it’s rol in
pathogenicity)

Castro D. Fuentes |, Retamal P, Alvarez ] y Mora G. dlcastro@puc.cl

18.- LA ISLA DE PATOGENICIDAD 2 DFE Salmonclla typhimurium ESTA INVOLUCRADA
EN LA EVASION DE LA PRESENTACION DE ANTIGENOS POR LA CELULA
DENDRITICA A CELULAS T. (The pathogenicity island 2 of Salmoneila typhimurium is involved
on the evasion of antigen presentation by dendritic cells to T lvmphocytes)

Jaime A, Tobar. Susan M. Bueno. Pablo A. Gonzilez v Alexis M. Kalergis.

Departamento de Genética Molecular y Microbiologia. Facultad Cs. Bioldgicas, P. Universidad
Catolica de Chile. kalergisiabio.puc.cl

19.- S. rpphi PRESENTA MECANISMOS DISTINTOS A 8. typhimurinm PARA ENFRENTAR
EL ESTRES ACIDO (S. Typhi versus S. Typhimurium shows different type of mechanisms to
confront acid stress)

Trombert, A. Ma. Rosario Echeverria, Juan Fuentes ¥ Guido Mora. Laboratorio de Microbiologia,

Facultad de Ciencias. Universidad Andrés Bello. atromberi@puc.cl.

MICROBIOLOGIA AMBIENTAL Y BIOTECNOLOGIA I

20- DEGRADACION DE CAPTAN Y ACIDO 2 4-DICLOROFENOXIACETICO EN SUELO
AGRICOLA. (Captan and 2.4-Dichlorophenoxvacetic acid degradation in agricultural soil)

Aguayo, J. Becerra. ). Martinez, M. Departamento de Microbiclogia. Facultad de Ciencias
Biologicas. Universidad de Concepeion. E-mail: joaguayvo@'udec.cl



21.- CARACTERIZACION DEL POTENCIAL CATABOLICO DE SIMAZINA DE LA BACTERIA
Psendomonas sp. P41 AISLADA DESDE SUELOS AGRICOLAS DEL VALLE DE ACONCAGUA.
(Catabolic potential of simazine of Pseudomonas sp. P41 isolated from from agricultural soils of Aconcagua
valley).

Villalobos P, Gonzilez M. y Seeger M. Laboratorio de Biotecnologia Ambiental v Microbiologia Molecular,
Universidad Técnica Federico Santa Marfa, Valparaiso, Chile. biagginif@cvmail.cl,

22.- AISLAMIENTO DE BACTERIAS OXIDANTES DE ARSENITO DE SEDIMENTOS DE
LA VII REGION, CHILE. (Arsenite- oxidizing bacteria isolated from sediments of VIII Region)
GuiiiezA. . Campos, V., Castillo, E., Yaez J.. Mondaca, M.A. Departamento. de Microbiologia.
Facultad de Ciencias Bioldgicas: Departamento. Quimica Analitica e Inorganica. Facullad de Ciencias
Quimicas. Universidad de Concepeion. mmondacar@udec ¢l

23.- EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD DE FITOESTEROLES PRESENTES EN
EFLUENTES DE FABRICA DE CELULOSA KRAFT MEDIANTE EL ENSAYO “REC™ DE
Bacillus subtilis (genotoxicity evaluation of the phytosterols of kraft pulp mill effluents by  Bacillus
suhtilis “rec” assay)

Odiate', E., Decap', J.. Chamorro'. S.Vidal'. G.. Mondaca’. M. A, 'Centro de Ciencias
Ambientales  EULA-Chile, ‘Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias
biolégicas. Universidad de Concepcion. E-mail: gvidali@udec.cl

24.- EFFECT OF BIOUGMENTATION IN BIODEGRADATION OF THE HERBICIDE
SIMAZINE IN SOILS (Efecto de la bicaumentacion en la biodegradacion del herbicida simazina en
suelosh

Moréan AC, Vial F. Miiller A, Manzano M and Gonzilez B. Depto de Genética Molecular v
Microbiologia. and Center for Advanced Studies in Fcology and Biodiversity. Facultad de Cs.
Biologicas. P. Universidad Catalica de Chile - Santiago — E-mail: amoran@bio_pucl.cl

25.- RESPUESTA MICROBIANA AL TRATAMIENTO CON 24-D EN ENSAYO DE
MICROCOSMOS (Microbial response to 2.4-D treatment in microcosm assay )

Cuadrado,V.; Merini L.J.: Flocco C.G. and Giulietti AM. Catedra de Microbiologia Industrial y
Biotecnologia, Facultad de Farmacia y Bioguimica. Universidad de Buenos Aires. Bs. As. Argentina,
E-mail: virginia@[Tvb.uba.ar

26.- CHARACTERIZATION OF THE MICROBIAL EPIPHYTIC ASSEMBLAGES
ASSOCIATED WITH TWO SPECIES OF INTERTIDAL MACROALGAE OF NORTHERN
CHILE (Caracterizacion de los ensamblajes microbianos epilitos asociados con especies de
macroalgas del intermareal del norte de Chile).

Hengst, M.B', Correa J.A." & Gonzalez B. 'Depto. Genética Molecular y Microbiologia, * Depto.
Ecologia & CASEB, Facultad de Ciencias Biologicas, P. Universidad Catdlica de Chile. e-mail:
mbhengstiaipuc.cl

27.- DEGRADACION DE SIMAZINA EN SUELO AGRICOLA: BIOAUMENTACION CON
LA CEPA NATIVA Pseudomaonas sp. P41 VERSUS MICROBIOTA NATIVA (Degradation of
simazine in agricultural soil: bivaugmentation with the native Psewdomonas sp. strain P41 versus
nalive microbiota)

Morgante V.'. Fadic X.%. Cereceda IF.2, Vasquez M.? v Seeger M." ' Laboratorio de Microbiologia Molecular
v Bintecnologia Ambicntal L abormtorio de Quimica Ambicnial. Departamento de Quimica, Universidad  Técnica
Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile. * Laboratorio de Biotecnologia. INTA. Universidad de Chile, Santiago, Chile.
veranica.morganteiaalumnos utfsm cl



28- DISPONIBILIDAD DE BETAINA ¥ TRIMETILAMINAS POR BIOPELICULAS DE
BACTERIAS PROTEOLITICAS ANAEROBIAS (Betaine and trimethylamine availability by
proteolytic anaerobic bacterial biofilm})

Ruiz-Tagle N, Becerra J. Aspe E, Jopia P, Sossa K, Salgado F. Torres E & Urrutia H.

Depto. Microbiologia, Facultad Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcian. nruiztag@udec.cl

29.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS REDUCTORAS DE
SULFATO DESDE INSTALACIONES DE REFINERIA ENAP BiO-BIO. (lIsolation and
Characterization of Sulfate Reducing Bacteria from ENAP Bio-bio refinery facilities)

Salgado, F: Sossa. K: Ruiz-Tagle \N: Jopia [Pz Torres, E ¥ Urrutia H. Lab. de Biopeliculas y
Microbiologia Ambiental. Fac. de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcion. fabsalgai@udec.cl

30.- AISLAMIENTO DE BACTERIAS CON PROPIEDADES ADHERENTES PRESENTES
EN MITILIDOS (Bacterial isolation with adherents characteristic in mussel)

Bermejo, A'.. Mondaca. M. A'. Aracena, O°. 'Depto. de Microbiologia. Facultad de Ciencias
Biologicas. “Depto. de Oceanografia. Facultad de Ciencias Naturales y Oceanogrificas. Universidad
de Concepeion. abermejo/@udec.cl.

31.- ANALISIS QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DE LA DINAMICA ESPACIAL Y
TEMPORAIL. DEL HERBICIDA SIMAZINA EN SUELOS AGRICOLAS. (Chemical and
Microbiological ~ Study of  Spatial  and  Temporal Simazine  Dynamics in  Soils)
Dinamarca M. A.,' Fadic X" Cereceda F° Seceger M." 'Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia  Ambiental, ’Laboratorio de Quimica Ambiental. Departamento  de Quimica,

Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso, Chile. miguel.dinamarcaf@usm.cl

32- MEDIO M9 MODIFICADO PARA EL CULTIVO LIQUIDO DE NEMATODOS
BACTERIVOROS. (Modified M9 medium for the liquid culture of bacterivorous nematodes)
Verdejo A., ). Robeson, E. Montenegro. Laboratorio de Interacciones Microbianas. Instituto de
Biologia.. Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso. jrobesonigucv.cl

33_ INHIBICION DE LA FLIACION DE SEMILLAS DE SEMIMYTILUS ALGOSUS
UTILIZANDO BIOPELICULAS Y PRODUCTOS EXTRACELULARES BACTERIANQOS.
(Inhibition of spat setlement of S. algasus using bacterial extracelular products).

Ayala M.'. Clarke M. y Riquelme C.") 'Laboratorio de Ecologia Microbiana, Universidad de
Antofagasta, Chile. ?Laboratorio de Zoologia de Inveriebrados, Universidad de Antofagasta . Chile.
criquelmerauantof.cl

34.- DESARROLLO DE TECNOLOGIAS PARA LA PRODUCCION MASIVA DE
PRODUCTOS EXTRACELULARES ANTIFOULING FE INHIBICION [N SITU DEL
MICROFITOBENTOS (Development of technology for massive production of antifouling
extracellular products and inhibition in situ of microphytobentos)

Lody M.' Luza Y' v Riquelme ' "Laboratorio de Fcologia Microbiana, Universidad de
Antofagasta, Chile. E-mail:criquelmef@uantof.cl

35 Psendomonas aeruginosa EFECTOS DE LAS VARIABLES FiSICO —QUIMICAS SOBRE

EL CRECIMIENTO ¥ DEGRADACION DE AMONIO.
Soto C.. Mufioz M. ¥ Yeber M*. €. Universidad Catdlica de la Santisima Concepcion.
Facultad de Ciencias. Departamento de Biotecnologia. e-mail cespinozafaucse.cl

36.- APLICACION DE ZEOLITAS MODIFICADAS CON METALES EN PROCESOS
ANAEROBIOS ¥ AEROBIOS (Application of metal modified zeolite to anaerobic and aerobic
processes)

Milin, Z., Chamy. R. Escuela Ingenieria Bioquimica, Pontilicia Universidad Catélica de Valparaiso,

General Cruz 34, Valparaiso, Chile. z milan 2000aivahoo.com

fH



37.- INOCULACION EXPERIMENTAL DE BACTERIAS ACETICAS Y LEVADURAS
SOBRE UVAS var. Red globe. (Inoculation of acid acetic bacterias and veast in grapes Red globe).
Sote H, Mendoza C, Rivas P, Troncoso M. Figueroa A, Figueroa G. Laboratorio de Microbiologia.
INTA, Universidad de Chile. gfigueroi@uchile.cl

38.- METODOLOGIAS DE CUANTIFICACION DE BIOMASA Y CAPACIDAD DE
ADSORCION EN SOPORTES INORGANICOS DE Hyphomicrobium sp. { Methodologics for the
determination of biomass concentration and adsorption on inorganic supports of | lyphomicrobium sp.
Arancibia A., Aroca G. Fscuela de Ingenieria Bioguimica, Facultad de Ingenieria, P. Universidad
Catolica de Valparaiso, Valpariso (hile alejandra.arancibia.di@mail.ucv.cl

39.- PRODUCCION DE PROTEINA ANTIGEN ICA CON CEPAS RECOMBINANTES DE £
coli. MEDIANTE CULTIVO POR LOTES ALIMENTADO (Fed Bateh Fermentation of
Recombinant E. coli producing Antigenic Protein).

Albistur' P, Juan Gajardo’. Carolina Escobar', Patricio Cataldo’, Claudia Altamirano’, Sergio
Marshall” y Marfa Elvira Zuniza''Escuela de Ingenieria Bioguimica, “Laboratorio de Inmunologia v
Genética Molecular, Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso, claudia.altamirano@ucy ¢l

MICROBIOLOGIA MEDICA I Y VIROLOGIA

40- PREVALENCIA DE LEVADURAS EN NICHOS ORALES DF INDIVIDUOS CON
PERIODONTITIS CRONICA ¥ AGRESIVA (Prevalence of veasts in oral niches of individuals
with aggressive and chronicle periodontitis).

Urzia, B.'. Hermosilla, G.°. Gamonal. 17, Leon, R Lozano, C' Galvez, 1. v Cifuentes, v.'n
Departamento de Ciencias Fisicas ¥ Quimicas, (2) Departamento de Odontologia Restauradora,
Facultad de Odontologia; {3) Programa de Microbiologia y Micologia. Facultad de Medicina: v (4)
Drepartamento de Fcologia, Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.

41.- FINGERPRINTING BIOQUIMICO DE CEPAS DE  Staphylococcus  aureus
MULTIRESISTENTES A LOS ANTIBIOTICOS AISLADAS DE MUESTRAS CLINICAS EN
ANTOFAGASTA. Biochemical (ingerprinting of antibiotic multiresistant Staphvlococens aurens
strains isolated from clinical sources in Antofagasta).

Gahona J', Silva J', Arava J', Kiihn I, Colque-Navarro P, Mollby R”. | Depto Tecnologia Médica-
INDES, Universidad de Antolagasta, Antofagasta.  Chile. E-mail:  jgahonai@uantof.cl. 2,
Microbiology and Tumorbiology Center. Karolisnka Institute. Estocolmo. Suecia.

42.- DIVERSIDAD GENETICA GENERADA EN UNA POBLACION CLONAL DE Vibrio
parahaemolvticus RESPONSABLE DE DOS BROTES DE DIARREA OBSERVADOS
RECIENTEMENTE EN CHILE (Genetic diversity in a clonal population of the pandemic strain
O3:K6 of Vibrio parahaemolvticus that caused two large diarrhea outbreaks in Chile)

Ledn L. N. Gonzalez-Escalona, V. Cachicas, J. Romero v R T. Espejo. Instituto de Nutricion v
Teenologia de los Alimentos, Universidad de Chile. e-mail- urchi l@vahoo.com

43 - PROTEINA SIP DE Streprococens agalactioe, CANDIDATA PARA EL DESARROLLO
DE VACUNAS Y/O METODO DIAGNOSTICO EN HUMANOS Y BOVINOS. Streptococeus
agalactiae SIP protein, a candidate for new vaccine and rapid diagnostic methods in humans and
bovines.

'Pérez, F.. ‘Rojo. P.. 'Gonzilez. P.. 'Pradenas. G.. 'Troncoso, C.. 'Maier. I..."Hormazabal, JC.
'"Wisquez. A. 'Centro de Investigacion v Desarrolfo, Departamento de Produccion. “Seccion de
bacteriologia. Depantamento de Laboratorios de Salud.  Instituto de Salud Publica de Chile.
"Universidad Santo Tomis.



44.- PROTOZOARIO MEDIANTE PCR Y ELECTROFORESIS EN GEL EN GRADIENTE
DENATURANTE (DGGE) EN MUESTRAS DE PACIENTES CON ENDOFTALMITIS Y
CULTIVOS NEGATIVOS. (Detection of bacterial, fungal and protozearian DNAr gene using
PCR and DGGE in  samples  from patients with endophtalmitis and negative cultures).
Tapia, C.", Zufiiga C' Vidal, R'. I Programa de Microbiologia y Micologia. Instituto de Ciencias
Biomédicas, Facultad de Medicina. Universidad de Chile. 2. Servicio de Oftalmologia. Hospital
Clinico de Ja Universidad de Chile. Fmail: cetapiaimed.uchife.cl

45.- EVALUACION POR FISH Y CITOMETRIA DE FLUJO DE LOS CAMBIOS EN LA
MICROBIOTA FECAL INDUCIDOS POR LA INGESTION DE Lactebacillus johnsonii Lal
EN VOLUNTARIOS SANOS.

Garrido D, Cruchet S.. Gotteland M. Laboratorio de Microbiologia. INTA, Univ. De Chile. Macul
5540, Macul, Santiago, Chile.

46.- RELACION ENTRE LA DETECCION MICROBIOLOGICA DE Helicobacter pylori Y
EL DIAGNOSTICO HOSTOPATOLOGICO (Microbiological detection of Helicobacter pylori
and histopathological diagnosis}.

Yega, P.. Sepulveda, O, Delgado. C., Gonzilez, C. y Garcia, A. Departamento de Microbiologia.
Facultad de Ciencias Biolagicas v Departamento de Especialidades, Facultad de Medicina.

Universidad de Concepcion. Casilla 160-C, Concepcion. E-mail: apgarciai@udec.cl

47.- COMPARACION ENTRE Campylobacter jejuni DE PACIENTES CON SINDROME DE
GUILLAIN-BARRE, DE DIARREA Y PORTADORES ASINTOMATICOS. {Relationship
between Campylobacter jejuni isolates from Guillain-Barré Syndrome patients. from diarrhea and
healthy carriers.

Reves A, Troncoso M, Fernandez J*. Figueroa G | aboratorio de Microbiologia, INTA. Universidad
de Chile. *Instituto de Salud Publica (ISP). arevesitimta.cl

48.- FRECUENCIA DE DETECCION DE GENES ASOCIADOS A VIRULENCIA EN CEPAS
DE Helicobacter pylori DE POBLACION CHILENA (Detection frequency of virulence associated
genes in Helicohacter pylori strams trom Chilean population) .

Gareia, A.', Barra. R.'. Delgado. C.*. Kawaguchi. F.' v Gonzilez, C.".

"Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas: “Departamento de Especialidades,
Facultad de Medicina v 'Departamento de Medicina Interna, Facultad de Medicina, Universidad de
Concepcion. Casilla 160-C, Concepeion. Chile.  E-mail: apgarciaiaudec.cl

49.- RESISTENCIA A QUINOLONAS EN BACILOS GRAM NEGATIVOS AISLADOS EN
HOSPITALES CHILENOS (Uninclone resistanee in Gram-negative bacilli isolated from Chilean
hospitals)

De La Fuente. M.'. Ibaiiez. D.". Diaz P.'. Bello 11.", Dominguez, M.", Sepulveda, M.”, Mella, s
Zemelman, R." v Gonzalez. (i_”l)cmn, Microbiologia. Fac. Cs. Biologicas: "l.'Jcp[n. Medicina Interna.
Fac. Medicina. U, de Concepcion: “Fac. Ingenieria v Tecnologia. Ul San Sebastian, Concepeion.
Chile. medelalui@udec.cl

50.-CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE  MULTIRRESISTENCIA
PRESENTES EN UN AISLADO CLINICO DE Escherichia coli (Characterization of the
multiresistance mechanism present in i clinical Excherichia coli isolate)
V. Castillo.. M. Wilkens, Lab. de Microbiologia Molecular. Facultad de Quimica ¥ Biologia.
Universidad de Santiago de Chile. valeska.castilloi@correo usach.cl

51.- TIPIFICACION ¥ ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A DROGAS ANTIMICROBIANAS
DE Enterococcus sp. AISLADAS EN HOSPITALES DE LA ZONA NORTE DE CHILE™.
Silva J°. Asserella L', Bolados N°, Levton J°. Depto Tecnologia Médica-INDEES, Universidad de

Antofagasta. F-mail:lasserellar@hotmail.com



52- INTEGRONES EN CEPAS HOSPITALARIAS DFE Kiebsiella pnewumoniae SSp. prewmoniae
NO PRODUCTORAS DE B-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (Integrons among
nosocomial strains of K. paenmonice ssp. pneumoniae non  producing  extended-spectrum  [3-
lactamases)

Diaz, P. . Suirez, K.'. Dominguez, M., Gonzdlez. G.'. Mella, S, Zemelman, R." v Bello,
H."'Seccion Antibicticos. Depto. Microbiologia. Facultad Ciencias Biologicas. “Depto. Medicina
Interna. Facultad de Medicina. Universidad de Concepcion. 'Facultad de Ingenieria v Tecnologia,
Universidad San Sebastian. Concepeion. Chile. patdiazi@udec.cl

53.- IDENTIFICACION DE Aeromonas AISLADAS EN EL RIiO LOA. COMPARACION
CON CEPAS CLINICAS DE Aeromonas AISLADAS EN ANTOFAGASTA.,

Lizama C'. Aravena C'. Espinoza 1%, Silva 1" Dpto. Tecnologia Médica. Unidad de
Microbiologia': Unidad de Bioquimica’. Facultad Cs. de la Salud: Instituto del Desierto’, Universidad
de Antofagasta. Chile. clizama@antolcl

54.- UTILIDAD DE LA REACCION DE POLIMERASA EN CADENA (PCR) GENERICA Y
ESPECIE ESPECIFICA PARA DIAGNOSTICO DE BROTES NOSOCOMIALES POR
ADENOVIRUS. (Study of Nosocomial adenovirus respiratory outbreaks using PCR)

Palomino MA. Larraitaga C, Fernandez I. Martinez ). Pefia M. Avendaiio LF. Dpto Pediatria Norte,
Hosp. R. del Rio ¥ Programa Virologia U Chile, lavendan@med.uchile.cl

S5- DETECCION MUY RAPIDA DE VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (Evaluation of
two very rapid RSV diagnostic kits)

Avendaiio, L., Daniela Salas Programa  Virologia.  1CBM.  Fac Medicina.  U.Chile.
lavendani@med.uchile.cl

56.- SEROPREVALENCIA DE PARVOVIRUS B19 (PV-B19) EN DOS BANCOS DE
SANGRE DE LA REGION METROPOLITANA (Seroprevalence of Parvovirus B19 (PV-B19) in
two Blood Banking of the Metropolitan Region)

Gaggera A.. Rivera L. Calquin E. Pefa M., Larrafiaga C. Lean O, Daz P, v Miranda M. . Programa
de Virologia, ICBM. Facultad de Medicina, Universidad de Chile. agaggeroa@med.uchile.cl

57.- ANALISIS DE LOS MECANISMOS DE EXPRESION DE GVA Y RESPUESTA DE
NICOTIANA BENTHAMIANA FRENTE A LA INFECCION VIRAL. {Analysis of Fxpression
Mechanisms  of GVA  and  response  of  Nicotiana  benthamiana  to  wviral  infection)
Obregue J.1, Minafra A2, Vera I, |, Diaz. D 1. Jashés. M.1 v H. Pefa-Cortés3 | Lab. de Virologia
Vegetal. Depto. Biologia. Fac. Quimica ¥ Biologia. Universidad de Santiago de Chile. 2Dip.di

Protezione delle Piante ¢ Microbiologia Applicata. Universita de Bari-ltaly. 3Centro de Biotecnologia.
Universidad Tecnica Federico Santa Maria. e-maik: jobrequeda@lauca.usach.cl.

58.- SECUENCIAMIENTO GENETICO DE VIRUS DENGUE SEROTIPO 1 EN CHILE.
{Genetic sequence of Dengue serotype | in Chile.}

Caceres C.. Yung V., Vera L. Torres G.. Villagra E., Fernandez 1. Instituto de Salud Piblica de
Chile.

59.- PRE-EXISTENCIA DE MUTACIONES DE RESISTENCIA A DROGAS
ANTIRETROVIRALES EN VARIANTES DEL VIH-1 DE PACIENTES CON FRACASO
VIROLOGICO PRECOZ AL TRATAMIENTO ANTIRETROVIRAL DE ALTA EFICACIA
(HAART). (Pre-existance ol drug resistance mufations in HIV-1 variants from patients with
antiretroviral therapy HAART Jailure.)

Galvez, P., Rios. M., Fernandez. J. Centro Nacional de Referencia de VIIFSIDA v Unidad de
Desarrollo Tecnologico. Instituto de Salud Pablica de Chile. mriosi@ispch_cl

g



60.- CUANTIFICACION DE RNA DE VIRUS ANDES EN CULTIVOS CELULARES
(Quantification of Andes virus RNA in cultured cells)

Barria M., Fernandez |. v Ramirez [ cramirezi@ispeh.cl Instituto de Salud Piblica de Chile

61.- “FL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA CONTIENE
FLEMENTOS IRES EN SU 5-UTR "(The Infectious Pancreatic Necrosis Virus contains IRES
elements in its 3°- LITR)

oto-Rifo, R: Gonzilez, R: Sandine A.M. {Laboratorio de Virologia, Departamento de Ciencias

5
_——n D
Biologicas, Universidad de Santiage de Chile asandino@usach.cl

62.- TIEMPO DE MORIR; ;LO DETERMINA EL VIRUS IPN O LAS CELULAS
INFECTADAS  (Time to die: determined by ipnv or infected cells?)
Kuznar J, Cortés M v Espinoza 1C. Laboratorio de Bioguimica v Virologia, Facultad de Ciencias
Universidad de Valparaiso. Juan. Kuznari@uy ¢l

63.- METODOLOGIA PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE VIRUS DE LA
NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA EN SEDIMENTOS LACUSTRES (A Method to
Detect and Quantify Infectious Pancreatic Necrosis Virus in Lake Sediments)

Labraiia R. Kuznar ] y Espinoza JC. Juan Espinozaiuy.cl

ECOLOGIA MICROBIANA

64.- COMPARACION DE LA FRACCION CULTIVABLE ¥ NO-CULTIVABLE DE LA COMUNIDAD
BACTERIANA EN SUELOS CON Y SIN COBERTURA VEGETAL. (Comparison of the culturable
and non-culturable bacterial community in unplanted and actinorhizal-planted soils).
Chivez, M.; Orlando. J.: Bravo, L. y Cari, M. Laboratorio de Microbiologia, Departamento
de Ciencias  Fcoldgicas, Facultad de Ciencias.  Universidad de  Chile.
mearwacodon.ciencias.uchile.cl

65.- EXPLORACION MEDIANTE TECNICAS DE CULTIVO DE LA MICRODIVERSIDAD
REVELADA POR TECNICAS MOLECULARES.

Cecilia Demergasso S'. Galleguillos, P.'. Victor Zepeda A', Lorena Escudero G', Danny Castillo’.
Laboratorio de Microbiclogia Técnica. Departamento de Quimica. Universidad Catélica del Norte,
Avda. Angamos 0610, Antofagasta, Chile.Proyecto Lixiviacion de Sulfuros, Minera Escondida Ltda.,
Avda. de la Mineria 501, Antofagasta Chile cdemerga‘@ucn.cl

66.- RIESGOS POTENCIALES DE TOXICIDAD POR CIANOBACTERIAS (Potential toxicity
risk due to Cvanobacterin}

Vera ,A. Lisperzuer: S v V: Campos Laboratorio de Microbiologia Ambiental Instituto de Biologia.
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso

67.- GENETIC DIVERSITY OF Prochioroceccus AND Synechococcus POPULATIONS FROM
THE OXYGEN MINIMUM ZONE IN THE FASTERN SOUTH PACIFIC OCEAN AS
REVEALED BY DGGE. (Diversidad genética de poblaciones de Prochiorococeus y Synechococeus
de la Zona de Minimo Oxigeno en el Océano Pacilice Sur Oriental. estudiada mediante DGGE).
Lavin, P.!, Gomez. P! & Gonzalez. B and Ulloa, O.°. I-Depto. de Botanica. Universidad de
Concepeion, 2-Depto. de Oceanografia & COPAS. Universidad de Concepeion. 3-Depto de Genética
Molecular v Microbiologia & CASERB. Facultad de Ciencias Biologicas. P. Universidad Catalica de
Chile. palavin@udec.cl

68.- PERFIL BIOQUIMICO DE CEPAS FUNGICAS RIZOFERICAS. (Biochemistry profile
of rhizospheric fungal strains)

Tore V'.. Valenzuela E'. & Cabeza R”. 'Instituto de Microbiologia. Facultad de Ciencias. “Instituto
de Ingenieria Agraria v Suelos. Faculad de Ciencias Agrarias. Universidad Austral de Chile.
vioroziahotmail.com evalenzu@uach.cl ricardocabezaauach ¢l

1]



69.- CARACTERIZACION GENOTIPICA MEDIANTE ERIC-PCR DE CEPAS
SELECCIONADAS DE RIZOBIOS EN ALFALFA (Genotype characterization by ERIC-PCR of
selected rhizobia strains in alfalia )

R. Galdames, R. Campillo. A. Perticari, M. Del Papa. R. Racca. P. Andrade.

Unidad de Biotecnologia, INIA Carillanca, Temuco. Chile, rgaldameracarillanca.inia.cl

70.- TRANSFORMACIONES BENTONICAS DE NITROGENO Y COMUNIDADES
MICROBIANAS MUY “PECULIARES™ (Nitrogen transformation and “unusual™ benthic
microbial communities

Graco M. and L. Farias Programa Regional de Oceanografia Fisica v Clima, Universidad de
Concepeion Casilla 160-C, Concepeion 3, Chile. mgracof@udec ¢l

TL-AFILIACION FILOGENETICA DFE  Baciflus AISLADOS DE COMUNIDADES
HIPOLITICAS DEL DESIERTO DE ATACAMA (Phylogenetic affiliation of Bacilfus isolated
from Atacama Desert hypolithic communitiesy.

Lizama C'. Gomez-Silva B™'. Silva J'. Olivares H’. Depto. Tecnologia Médica. Unidad de
Microbiologia': Unidad de Bioguimica', Facultad Cs. de la Salud: Instituto del Desierto’, Universidad
de Antofagasta. Chile. clizamaf@vantol .cl

72.- THE BENTHIC BACTERIAL MATS UNDER THE OXYGEN MINIMUM ZONE OF
THE EASTERN SOUTH PACIFIC BY ANALYSIS OF 16S rRNA GENES,

Campos, VL. Mondaca, MA. Gallardo VA, (1)Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias
Biologicas. (2)Center for Oceanographic Research in the Eastern South Pacific (COPAS).
Universidad de Concepeion. Casilla 160-C. vagallari@udec.cl.

73.- Analysis OF COPPER EXPOSED MARINE MICROBIAL COMMUNITIES WITH
CULTURE-INDEPENDENT APPROACHES (Analisis de comunidades microbianas marinas
expuestas a cobre, mediante aproximaciones cultivo-independientes. ),

De la Iglesia R'. Correa JA® & Gonzilez B'. 'Depto. Genética Molecular y Microbiologia, * Depto.
Ecologia & CASEB, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catolica de Chile. e-mail:
rdelaiglia'bio.puc.cl

74.- EFECTO DEL FUEGO SOBRFE. LAS COMUNIDADES FUNGICAS DE SUELOS DEL
PARQUE NACIONAL TOLHUACA — CHILE. (Fire effect on the soil fungal communities of the
National Park Tolhuaca - Chile,).

Martinez, 0.": Valenzuela, ' Godoy. F.* & Paulino, 1. 'Instituto de Microbiologia, “Instituto de
Botinica. Fac. de Ciencias, Universidad  Austral  de  Chile. Casilla 167, Valdivia.
oscarmartineziuach.cl

75.- PRESENCIA DFE BACILOS UREACLASTICOS EN SUELO RIZOSFERICO DFE
PLANTAS EN UN TRANQUE DE RELAVE Y SU INTERACCION CON NEMATODOS DE
VIDA LIBRE (Presence of ureaclastic bacilli in thizosphere soil of plants in a mining waste facility
and their interaction with free living nematodes)

Campano M. S Montenegro E.. Robeson J., Laboratorio de Interacciones Microbianas. Instituto de
Biologia.. Pontilicia Universidad Catdlica de Valparaiso. jrobesoni@iucy.cl

76.- EVALUACION DE LA DIVERSIDAD MICROBIANA EN LA ZONA DE MINIMO
OXIGENO (ZMQ) FRENTE A LA COSTA DE IQUIQUE. CHILE, MEDIANTE EL
METODO DE ELECTROFORESIS EN GRADIENTE DENATURANTE (DGGE). (Fvaluation
of microbial diversity in the oxygen minimum zone {OMZ) off lquique. Chile. by denaturing gradient
el electrophoresis technique (DGGE ).

Fuentes, K. " Ulloa.0. """, Urrutia, 117, Soza. K. " (1) Departamento de Oceanografia. Universidad
de Concepeion (2) Programa Regional de Oceanografia Fisica v Clima (3) Centro de Oceanografia
Pacifico Sur-Oriental (COPAS) Universidad de Concepeion (4) Departamento de Microbiologia,
Linsversidad de Conceperon katfuentiatudec.cl



2000

77.- DETECCION MOLECULAR DE BACTERIAS BIOMINERAS
Fhrenfeld N, Pacheco 1., Parada P. Laboratorio Referencia para la Biomineria (BRL) de
BroSigma. Gral San Martin 16 5300, Loteo Los ibertadores # 16, Colina, Santiago, Chile.

Coclktail Patio Los Cafiones

Jueves 2 de Diciembre

09:00 -10:3¢)

09:00 -10:30

Comunicaciones libres [ Virologia y Micologia: Salon de Honor

EVIDENCIA MOLECULAR DE CEPAS HOSPEDERO-ESPECIFICAS EN EL GENERO
Rhinosporidium (Molecular Evidence for Muluple Host-Specific Strains i the  genus
Rhinosporidiim)

Silva V', Perewra C7, Ajello L', Mendoza 17, 'Microbiologia y Micologia, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile; *Michigan State University, USA; 'CDC. Atlanta, 1ISA.
vsilvaimmed. uchile cl

DIAGNOSTICO POR PCR DE SEIS ESPECIES DE CANDIDA (Biomformatic study th
design specific primers for PCR diagnostic ol six Candida species)

Silva V. Madrid 11, Thomson P. Microhiologia ¥ Micologia, Fac. de Medicma, ], de Clale
vsilva@imed uchile ¢l

FFECTO DE UNA FORMULA INFANTIL CON PREBIOTICOS SOBRE LA
MICROBIOTA INTESTINAL POSTERIORMENTE A UN TRATAMIENTO
ANTIBIOTICO. (Effeet of a formula with prebiotics on intestinal microbiata afler antibintic
treatment). Gamido D, Golteland M, Cruchel S, Figueroa G, Steenhout P, Brunser O,
Gastroenternlogia v Microbiologia, INTA, Univ. de Chile v Nestee, Vevey, Suiza,

EXPRESION GENICA EN CELULAS INFECTADAS CON HTLV-1 DEPENDIENTE E
INDEPENDIENTE DEL FACTOR DE CRECIMIENTO (Growth factor dependent and
independent gene expression i HTLV-1 mfected cells)
Fung, MM., Chu, Y -L.. Fink, 11., Wallace. A & McGuire, K.L. Department of Biology, San
Diega State University, kmogumreimsunstroke sdsu edu

PAPEL DEL POLIMORFISMO DEL CORRECEPTOR CCRS (CCRS delta32) EN LA
TRANSMISION VERTICAL DEL VIH-1 EN CHILE. (Role of delta-32 polymorphism in
CCRS coreceptor on HTV-1 vertical transmission i Clile)
Berrios, J., Rios, M., Bravo, C | Fendndez. 1. Candia, I
Institito de Salud Pablica de Chile. Centro Nacional de Referencia de Retrovirus VIFESITYA,

mnosiaispeh el

DIVERSIDAD MOLECULAR DEL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL AISLADO EN
DOS HOSPITALES DE SANTIAGO, EN 2002, (RSV maolecular diversity among two pediatric
hospilals in Santiago)

Elgueta, A" Luchsinger, ¥V ', Rome, Ii ', Avendaio, L. F. M programa de Virologia,
ICIEM. lavendan‘amed uchile el 7' Dpto. Pediatria Onente. Facultad de Medicma. Universidad de
Chile

Comunicaciones libres II: Microbiologia Basica y Medica: Sala A2

INFECCION DEL UTERO DE RATONES Balb/c CON Neisseria gonarrhoeae.
RESPUESTA DEL HUESPED A LA INFECCION. (Infection of Balb/c mouse uterus by
Neisseria gonorhocae Flost response 1o infection)

Sandoval LM . Pardo M Maisey K, Pérez T Reyes S, Poli C, Valdés ., Tmarai M
Iaboratorie de Tnmumelogia. Departamenta de Biologia. Facaltad de Quimica y Biologia,
Uiversidad de Santiago de Chile. cimarni@usach cl



09:00 -10:30

CARACTERIZACION MOLECULAR DE FACTORES DE VIRULENCIA DE Helicobacter
pylori Y CITOQUINAS REGULATORIAS EN PACIENTES INFECTADOS EN CHILE:
DESARROLLO DE UN MODELO PREDICTIVO™ (Relationship between molecular
characterization of  virulence factors and regulatory cytokines of Helicobacter pylori infection in
Chile: development of a predictive model).

Valdivia A., Serrano €., Diaz M., Gogoy A.. Kirberg A.. Hebel E.. Fierro 1, Klapp G., Rollan A,
Harris P Venegas A, Pontificia  Universidad Catélica de Chile avenegasi@bio.puc.cl,
pharrisi@med.puc.cl.

PREVALENCIA DE FENOTIPOS DE Enterococeus spp RESISTENTES A ANTIBIOTICOS
EN AGUAS SERVIDAS, (Prevalence of phenotype of antibiotic resistant Enterococeus spp in waste
waters,

Silva J'. Lovola P'. Galleguillos J', Rodriguez Y. Kiihn I, Colque-Navarro P°, Mallby R”. 1. Depto
Tecnologia Médica  INDES, Universidad de Antofagasta. F-mail: jsilvai@uantof.cl. 2. Microbiology
and Tumaorbiology Center. Karolisnka Institute. Fstocolmao, Suecia

ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA DEL SISTEMA DE SECRECION TIPO
IV DE Helicobacter pylori 199 EN E. coli. (Studies on the biological activity of the /. pylori type
IV secretion svstem in £, coli.).

Palacios JL, Venegas A. Departamento de Genética Molecular ¥y Microbiologia. Facuitad de
Ciencias Bioldgicas. Pontificia Universidad Catélica de Chile. jpalaciofd@puc.cl

CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES PARA LA ENTEROTOXINA
SHET-2 EN CEPAS DE Shigella flexneri ¥ EIEC (Construction and characlerization of ShET-2
mutants of Skigella flexneri and EIEC straing)

Farfain M’ Toro C.' y Nataro 1" 'Programa de Microbiologia, ICBM. Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.” Center for Vaccine Development. School of Medicine, University of
Maryland. mfarfani@med.uchile cl

Comunicaciones libres 111 Biotecnologia y Microbiologia Ambiental Auditorio
Principal

A PROGRESS REPORT ON THE GENOME ANALYSIS (7000 GENES) OF THE
ENVIRONMENTAL MICROBE Wantersia metallidurans STRAIN CH34

Simon__Silver. Department of Microbiology and Immunology. University of Illinois.
Chicago, USA . simoni@'uic edu

REGULACION DE LOS NIVELES DE GLU-TRNA EN Acidithiobacillus Serrooxidans.
(Regulation of glu-trna levels in acidithiobacilins ferrooxidans)

Katz, A: Valenzuela P. y Orellana, O. Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM., Facultad
de Medicina, Universidad de Chile, oorellan@med.uchile.cl

VIA METABOLICA PARA LA SINTESIS DE EXOPOLISACARIDOS EN Acidithiobacillus
Sferrooxidans (Metabolic pathway for the swnthesis of exopolysaccharides in Acidithiobacillus
ferrooxidansy

Barreto', M . Jedlicki’. E. v Holmes', D 1. Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Genomica,
Universidad Andrés Bello ¢ Instituto Milenio de Biologia Fundamental v Aplicada v 2. ICBM,
Universidad de Chile. Email: dsholmes2000i@ yahoo.com

EFECTO DEL CAMBIO DE POROSIDAD EN LA BIODEGRADACION DE COVS Y
COSVS  DE  SUFELOS  DESERTICOS CONTAMINADOS CON MEZCLAS DE
HIDROCARBUROS. {Effect 1o porosity change in the biodegradation of VOCs and SVOCs in
desertics soils contaminated with hydrocarbons mixtures)

Reves B. L.*, Godoy F. Alex*. Camaio Andrés**. Sacz N. César*. *Departamento de Ingenieria
Quimica v Bioprocesos, Facultad de Ingenieria, Pontificia Universidad Catolica de Chile. **Gerencia
de Asuntos Ambientales, Minera Escondida. lerevesipuc,cl.



10:30 - 11:00

11:00 -13:00

11:00 -13:00

13:00 -14:30
14:30 - 15:00

15:00 - 16:00

16:00-17:00

DIVERSIDAD MICROBIANA EN REACTORES UASB Y EGSB EN DISTINTOS ESTADOS
DE OPERACION (Microbial diversity m UASB and EGSB reactors at different operation stales)

Vivanco E., Puital A., Chamy, R. Escuela Ingenieria Bioquimica. Pontificia Universidad Catdlica de

Valparaiso, General Cruz 34, Valparaiso, Chile. elba.vivanco.ti@mail.ucv.cl
CAFE + VISITA A STANDS

Simposie 3: Salon de Honor

EVOLUCION BACTERIANA: EL CRECIMIENTO Y LA DIVISION CELULAR.

Coordinador: Rosalba Lagos

INSIGHTS ON PATHOGEN EVOLUTION GAINED FROM COMPARATIVE GENOMICS
Roberto Kolter, Harvard Medical School. USA

EXPRESION GENICA Y PERSISTENCIA EN Mycebacterium tuberculosis
Maria Mercedes Zambrano, Corpogen , Bogota, Colombia

ETAPAS INICIALES DE LA FORMACION DE SEPTO DE DIVISON
Miguel Vicente, Centro Nacional de Biotecnologia, CSIC. Madrid, Espana.

ESTABILIDAD Y PLEGAMIENTO DE LA PROTEINA DE DIVISON FisZ
Octavio Monasterio, Facullad de Ciencias, Universidad de Chile

Simposio 4: Salon de Actos

NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO EN MICROBIOLOGIA.
Coordinador: Luis Fidel Avendaiio

AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA CLINICA
Igor Mimica, PROLAB. Brasil.

APLICACION DE LA CUANTIFICACION YIRAL EN MEDICINA HUMANA™.
Vivian Luchsinger. Universidad de Chile

DESARROLLO Y APLICACION DE PCR PARA DETECTAR AGENTES EN ALIMENTOS
Ana Maria Sandine, Universidad de Santiago de Chile

Almuerzo
CAFE +VISITA STANDS

Conferencia Plenaria I1: Salon de Actos

ANTIBIOTICOS, ACUICULTURA Y SALUD PUBLICA: LA INTERFASE ENTRE
EPIDEMIOLOGIA, MICROBIOLOGIA MOLECULAR ¥ ECOLOGIA.

Felipe Cabello, NYMC, USA

Conferencia Plenaria I11: Salon de Actos

BIOPELICULAS BACTERIANAS: GENETICA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR,
Roberto Kolter, Harvard Medical School, LISA



17:00 — 17:30 CAFE + VISITA A STANDS

17:30- 19:00 SESION DE POSTERS IL

MICROBIOLOGIA BASICA |

78.- IMPLICANCIAS DEL GEN MGTC EN LA VIRULENCIA DE Salmonella enterica
SEROVAR Typhi

Retamal', P.. Tesser B.', Castillo D.', Fuentes. 1'. y Mora. G'. 1. Laboratorio de Microbiologia.
Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile. Email- piretamai@puc.cl.

79.- EFECTO DE LA INFECCION POR Neisseria gonorrheeae SOBRE UNIONES
ADHERENTES EN CELULAS EPITELIALES DE LA TROMPA DE FALLOPIO. i Effect of
Netsserta gonorrhoeae infection on the adherens junctions of epithelial cells from the Fallopian tube).
Maisey K. Reyes PA, Valdés D, Imarai M. Laboratorio de Inmunologia. Departamento de Biologia.
Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile. kmaisevi@usach.cl

80- 3-CHLOROBENZOATE DEGRADATION IS MODULATED BY CHROMOSOMAL
LysR FAMILY REGULATORS IN Ralstonia eutropha JMP134(pJP4) (l.a degradacion de 3-
clorobenzoato es modulada por reguladores cromosomales de la familia LysR en Ralstonia eutropha
IMP134(pIP4)).

Pérez-Bollweg, H., Irefault, N.. & B. Gonzilez. Lab. Microbiol. Dep. Gen. Molec. and Microbiol.
Fac. de Ciencias Biologicas and Millennium Institute for Fundamental and Applied Biology. P. L.
Catdlica de Chile. Santiago, Chile. haidiperf@yahoo.com

81.- TRANSPORTER MEDIATED UPTAKE OF 3-CHLOROBENZOIC ACID IN Ralstonia
eufropha JMP134 (Incorporacion del dcido 3-clorohenzoico en Ralstonia eniropha JMP134 mediada
por un sistema de transporte. )

Ledger, T., Flores-Aceituno, F. ., & B. Gonzalez. 1: Lab. Microbiol, Dep. Gen. Molec. and Microbiol.
Fac. de Ciencias Biolégicas and Millennium Institute for Fundamental and Applied Biology. P. U.
Catdlica de Chile. Santiago, Chile. tledger@bio.puc.cl

82.- Salmonella ENTERICA SEROVAR Typhi PRESENTA UN FENOTIPO HEMOLITICO
CUANDO PIERDE LA INTEGRIDAD DE MEMBRANA (Salmonella Typhi displavs a hemolytic
phwmn‘{w witen it foses the membrane integrity)
Fuentes. J.. Castro, D.. Retamal, P, Castillo. M. ¥ Mora, G. Laboraterio de Microbiologia. Pontificia
Universidad Catolica de Chile, jafuenter@puc.cl

83.- Salmonella enterica sv typhi AL INTERIOR DE LA AMEBA Acanthamoeba castellanii SF.
ENCUENTRA PROTEGIDA DEL ESTRES ACIDO (Salmonella enterica sv tvphi within the
amoeba Acamthamovha castellanii is protected from acid stress)

Tesser B, [Lagos C., Mora G

84.- CARACTERIZACION DE LA ISLA 22 “ANTIGENO O ACILTRANSFERASA™ EN
Salmonella syphi (Characterization OF Island 22 “O-Antigen Acyltransferase” in Salmonella tvphi)
Bustos Py Mora G.

85.- LA DEMANDA DE HEMO REGULA LA EXPRESION DE LA GLUTAMIL-TRNA
SINTETASA ¥ GLUTAMIL-TRNA REDUCTASA DE Acidithiobacillus ferrooxidans. (Heme
requirements regulate the expression of glutamyl-IRNA synthetase and glutamyl-tRNA reductase in
A fervooxidany).

Nadiez H., Armas M., Eevicin Gy Orellana € Programa de Biologia Celular ¥ Molecular. [CBM.
Facultad de Medicina. Universidad de Chile. oorellanicémed. uchile ¢l

(]



86.- ANALISIS ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA REGION CARBOXILO DE FTSZ
DE E. coeli (Structure and Functional Analisys of the E.coli Fisz C-terminal Region)

Diaz, R., Garcés, A.. Montecinos, F., Lagos. R.. Monasterio, (0. Departamento de Biologia, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile, rodiazef@hotmail com

87.- ANALISIS POR ELECTROFORESIS DE CAMPO PULSADO DEL GENOMA DE LA
CIANOBACTERIA PRODUCTORA DE SAXITOXINA Cylindrospermopsis raciborskii C10
(Pulsed-field gel electrophoresis analysis of the genome of the saxitoxin producer cyanobacteria
Cyvlindrospermopsis raciborskii C10}.

Fuenzalida, L., Visquez M. Laboratorio de Biotecnologia. Instituto de Nutricion y Tecnologia de
los Alimentos (INTA)-U. de Chile. loretofTi@hotmail.com

88- IDENTIFICACION DE LEVADURAS CON FENOTIPO KILLER Y
CARACTERIZACION DE LOS ELEMENTOS GENETICOS IMPLICADOS. (Identification of
yeast with a killer phenotype and characterization of genetic elements implicated).

Baeza M.. Sanhueza M., Barahona S.. Carmona M., Niklitschek M., Retamales P., Cifuentes V.

e ———
Depto. Cs. Ecolégicas. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. mbaeza@uchile.cl

89.- QUORUM SENSING EN Acidithiobacillus  ferrooxidans: CARACTERIZAC ION
FUNCIONAL DEL GEN AFEI CODIFICANTE PARA UNA SINTETASA DE
HOMOSERINA LACTONA FUNCIONAL. (Quorum sensing in Acidithiohacilfus ferrooxidans:
characterization of the afel gene encoding for a functional Homoserine lactone synthase).

Banderas' A Carolina Farah'. J. Mobarec'. D. Morin’, D. Haras’. C. A. Jerez'. N. Guiliani' '
Laboratorio de Microbiologia Molecular v Biotecnologia, Instituto Milenio CBB, Facultad de

-

Ciencias, Universidad de Chile. * Université de Bretagne-sud. Lorient. France.

90.- RESPUESTA AL ESTRES Y QUIMIOTAXIS DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE
POLICLOROBIFENILOS (PCBS) DURANTE SU CRECIMIENTO EN BIFENILO Y
CLOROBIFENILOS, (Chemotaxis and stress responses of PCB-degrading bacteria during their
growth in biphenyl and chlorobiphenylsj.

Chivez, F. P., Gordillo, F. y Jerez, C. A. Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia,
Departamento de Biologia e Instituto Milenio CBB., Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

cjerezi@uchile.cl.

91.- ESTUDIO GENETICO MOLECULAR DEL GEN CRTE INVOLUCRADO EN LA RUTA
DE BIOSINTESIS DE ASTAXANTINA EN Xantophyllomyces dendrorhous. (Molecular and
genetic study of the oE gene involucrated in the astaxanthin biosynthesis pathway in
Xantophyliomyces dendrorhous).

Niklitschek M., Barahona S., Alcaino 1. Retamales P., Baeza M. y Cifuentes V. Dpto. s

Fcoldgicas, Facultad de Ciencias. U. de Chile. nikmai@softhome.net.

92.. RESPUESTA DE  Burkhoelderia  xemovorans LB400 FRENTE A 13-
DIHIDROXIBIFENILOQ {Response of Burkholderia xenovorans [.B400 to 2 3-dihidroxibiphenyl).
Cordova M. v Secger M. Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental.
Departamento de Quimica.  Universidad Técnica Federico Santa  Maria, Valparaise, Chile.
michael seeger@usm cl

93. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE DIFERENTES
DITERPENOS CON CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES SIMILARES. (Antibacterial
activity characterization of different structural related diterpenes).

Farias, L.'; Urziia, A.". Wilkens, M." 'Laboratorio de Microbiologia Molecular, *Laboratorio de
Quimica FEcologica, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile.
leonardo lori@yahoo.com

| 6



94.- APLICACION DE MODELOS DE REGRESION LINEAL Y NO LINEAL PARA
PREDECIR EL CRECIMIENTO DE Vibrio alginolyticns EN CONDICIONES DE
LABORATORIO. (Application of Lineal and No Lineal Regression Models for Prediction of
Growth of Vibrio alginolyticus Under Laboratory Conditions).

Cortes 1.! & E. Santander’ ' Lab. Microbiologia. INDES. Universidad de Antofagasta; "Lab.
Microbiologia, Depto. Cs del Mar, Universidad Arturo Prat. ivaniacortes@hotmail.com

95.- PURIFICACION DE FisA DE £ coli Y CARACTERIZACION DE SU ACTIVIDAD
ATPasica (Purification and characterization of the A'TPase activity of £ cofi FtsA).

Gallardo R.. Lagos R. y Monasterio O, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile. rodrigogallardot@yahoo.com.

96.- LA PRODUCCION DE MICROCINA E492 ACTIVA REQUIERE DE ENZIMAS
IMPLICADAS EN LA SINTESIS DE ENTEROQUELINA Y SALMOOQUELINA. (The
production of active microcin E492 requires enzvmes involved in the synthesis of enterochelin and
salmochelin)

Mercado G., Marin M., Tello M. ¥ Lagos R. Laboratorio de Biologia Estructural v Molecular,
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. mg 907 li@hotmail.com

97.- FUNCION DE LOS DOMINIOS ESTRUCTURALES DE LA ENZIMA WbaP EN LA
SINTESIS DE ANTIGENO O EN Salmonelia enterica (Role of the different structural domains of
WhaP in O antigen biosynthesis in Salmonella enterica)

Saldias. S.'. Bittner, M.'. Marolda. CL. . Contreras, I.' y Valvano, MA® 'Laboratorio de
Microbiologia, Faculiad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. * Department
of Microbiology and Immunology, University of Western Ontario, Canada,

MICROBIOLOGIA AMBIENTAL Y BIOTECNOLOGIA 1I

98.- DEGRADACION DE 246-TRICLOROFENOL Y SU RELACION CON EL
CONTENIDO DE POLI-S-HIDROXIALCANOATO. i 2.4.6-trichlorophenol degradation and its
relationship with poly & hvdroxyalcanoate content)

Y. Schlosser ¥ Martinez. M. Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas.

Universidad de Concepeion, Casilla 160-C, Concepeion, Chile I-mail: schlosseriaiudec ¢l

99- CAMBIOS DE LA COMUNIDAD MICROBIANA DFE UNA PLANTA DE
TRATAMIENTO DE AGUAS SERVIDAS MEDIANTE LODOS ACTIVADOS. (Changes in
microbial community of a wasterwater treatment plant by activated sludge) Alfaro, M.': Cari, M.":
Castillo. G.”: & Herrera, 1", |.- Facultad de Ciencias 1). de Chile, 2.- Facultad de Ciencias Fisicas y
Matematicas, 1! de Chile. mearmadicodon.ciencias uchile.cl

100.- DETECCION DE  COMPUESTOS CLOROFENOLICOS EN  RESIDUOS
INDUSTRIALES LIQUIDOS UTILIZANDO CEPAS MUTANTES DE E coli DmpR.
( Chlorophenolic compounds detection in industrial effluents by £ coli DmpR mutant strain ).

Campos ¥V (1), Mondaca MA (1), Zaror C (2} (11Departamento de Microbiologia. Facultad de
Ciencias Biologicas. (2 Departamento de ingenieria Quimica, Facultad de Ingenieria. Universidad de
Concepeion, Casilla 160-C. veamposiaiudec.cl



101- BIOREMEDIATION OF HERBICIDE (2,4-1) TREATED SOILS WITH Ralstonia
eutropha  JMPI134 IS ADVERSELY AFFECTED BY THE SOIL MICROBIOTA
{Bioremediacion de suelos expuestos al herbicida 2.4-D por la bacteria Ralsronia entropha IMP134 es
afectada adversamente por la microbiota del suelo).

ManzanoM, B. Tesser, MC. Gazitua. AC, Moran, and B. Gonzilez. Laboratorio de Microbiologia.
Departamento de Genética Molecular y Microbiologia. and Center for Advanced Studies in Ecology
and Biodiversity. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia Universidad Catolica de Chile.
mmanzanoi bio.puc.cl

102.- RESPUESTA Y CARACTERIZACION DE LEVADURAS AMBIENTALES FRENTE A
METALES PESADOS. (Response and caracterization of environmental yeasts to heavy metals).
Lozano, C.; Leon, R.: Retamales, P.; Niklitschek, M.. Barahona, S.; Wozniak, A.; Alcaino, 1.
Carmona, M.. Sepulveda. D.; Baeza, M. y Cifuentes, V. Laboratorio de Genética, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile. ¢.lozano‘@entelchile.net

103- PIVERSITY OF TFD4 GENES, ENCODING THE FIRST STEP IN MICROBIAL
CATABOLISM OF THE PHENOXYALKANOQIC HERBICIDES, IN AN AGRICULTURAL
SOIL. (Diversidad de genes (fdA4. que codifican el primer paso en el catabolismo microbiano de
herbicidas fenoxialcanoicos, en un suelo agricola.

Gazitia, M.C. Marlene Manzano and Bernardo Gonzilez. Laboratorio de Microbiologia.
Departamento de Genética Molecular v Microbiologia, and Center for Advanced Studies in Ecology
and Biodiversity. Facultad de Ciencias Bioldgicas. Pontificia Universidad Catélica de Chile. Santiago,
Chile. megazituiapuc.cl

104.- EFECTO DEL AMONIACO EN El CRECIMIENTO DE DIFERENTES GRUPOS
MICROBIANOS EN UNA BIOPELICULA ANAEROBIA (Effcct of ammonia on the growth of
different microbial groups on an anaerobic biolilm)

'Sossa, K.. 'Alarcon, M.. 'Urrutia, H.. "Aspé, E. ¥ 'Veeh, R.' Depto. Microbiologia, * Depto.
Ingenieria Quimica. Universidad de Concepeion, Chile. ' Center for Biofilm Engincering, Montana

State University, U.S A, ksossa@udec.cl

105- AISLAMIENTO Y FORMACION DE BIOPELICULAS POR UNA CEPA
METILAMINOGENICA QUE CONSUME COLINA COMO UNICA FUENTE DE
CARBONO. {Isolation and biofilm develop by methylaminogenic strain that use choline as carbon
source)

(1) Aguavo.P., (l)opia P. {1)Ruiz Tagle N., (1)Salgado F. (1)Torres A (1)1Sossa, K., (2)Aspe.E.
(1)Urrutia, H. Depto. de Microbiologia. Fac. de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepeion.
pauly aguayoi@hotmail.com (2) Departamento de Ingeniera Quimica Fac. de Ingenieria, Univ. de
Concepcion.

106.- ESTABLECIMIENTO DFE MICROORGANISMOS EN UN REACTOR DE LODOS
ACTIVADOS A ESCALA DE LABORATORIO (Microbial population dynamics in a laboratory

scale activated sludge reactor)
Castillo G'. Herrera L', Carii M” Urmeneta MC'. ' Facultad de Ciencias y Matematicas, U. de Chile. ~

Facultad de Ciencias. U. de Chile. geastilo@ing.uchile.cl

107.- DEGRADACION DE COVS Y COSVS POR BIOVENTILACION DE MEZCLAS
SUELOS DESERTICOS-ASERRIN, CONTAMINADOS CON MEZCLAS DE
HIDROCARBUROS: CAMBIOS EN LAS COMUNIDADES MICROBIANAS. {Degradation of
VOCs and SVOCs for hioventing of mixtures desertics soils-sawdust contaminated with mixtures of
hydrocarbons: Changes in microbial communities.).

Godoy F. A.*. Reves B, Lorenzo *, Camaiio M. Andrés**. Saez-Navarrete. César*. *Departamento
de Ingenieria Quimica y Bioprocesos. Facultad de Ingenieria. Pontificia Universidad Catélica de
Chile, **Gerencia de Asuntos Ambientales. Minera Escondida. agodoy@puc.cl,



108.- CUANTIFICACION DF Lactobaciltus sp. v Lactobacillus Johnsonii MEDIANTE PCR-
COMPETITIVO.

Garride D. Gotteland M. Laboratorio de Microbiologia. INTA. Univ. de Chile. Macul 5540,
Santiaga, Chile,

109.- REMOCION DE NH; EN UN BIOFILTRO DE ESCURRIMIENTO CON
BIOPELICULA DE Nurosomonas ewropaca ATCC 19718 {Renoval of NH; by a biotrickling filter
using biofilms of Nitrasomonas ewropaca ATCC 19718)

P. Tello, G. Aroca. " Escuela de Ingenieria Bioquimica, Universidad Catolica de Valparaiso. P. O.
Box 4059, Valparaiso. garocaraucy.cl

110~ INHIBICION DE LA FLIACION DE MICROALGAS Y MACROALGAS COMUNES
DEL BIOFOULING POR SUSTANCIAS BIOACTIVAS DE ORIGEN MICROBIANO.
{Inhibition of settlement of common biofouling microalgae and macroalgae by microbial bioactive
substances).

Silva, F & Riquelme. C.Laboratorio de Fcologia Microbiana, Universidad de Antofagasta, Chile. E-
mail: probioti@uantofl.cl.

I11.- SUBSTANCIAS BIOACTIVAS DE ORIGEN MARINO CON CAPACIDAD
ANTHNCRUSTANTES (Marine binactive substances inhibitory of the biofouling)

Zapata M.', Silva F.', Luza Y.", Infante C.' Wilkens M. y Riquelme C."'Laboratorio de Ecologia
Microbiana. Universidad de Antofagasta, Chile.’Laboratorio de Microbiologia Molecular,
Universidad de Santiago de Chile. E-mail: microaliuantof cl.

112- DEGRADACION DE AMONIO POR BACTERIAS NITRIFICANTES Y
Pseudomonas aeruginose (Ammonia degradation by Nitrifying Bacterial and Pseudomonas
AEruginas)

{1)Aguavo.P, (1 )Muiioz. M.{ 1Y eber. M*C (1 )Dpto de Biotecnologia. Facultad de
Ciencias.Universidad Catéolica de la Ssma Concepcion

113.- CINETICA DE  CRECIMIENTO EN  BIOPELICULA DE UNA CEPA
p-Proteahacteria METILAMINOGENICA  (Biofilm growth kinetic of methylaminogenic [i-
Proteobacteria strain)

Jopia, P.. Aspé, E.. Sossa. K., Pantoja. S. y Urrutia, H. Depto. de Microbiologia. Fac. de Ciencias
Bioldgicas. Universidad de Concepcion. pjopia@udec.cl

114.- FORMACION DE BIOPELICULA ANAEROBIA EN REACTORES GAS-LIFT
{Formation of Anaerobic Biofilm in Gas-Lift Reactors)

Pizarro, C.. Guerrero L., Chamy. R. Escuela Ingenieria Bioguimica, Pontificia Universidad Catalica
de Valparaiso, General Cruz 34, Valparaiso, Chile. cpizarroti@ierra.cl

TS5 -CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS BASADAS EN Acidithiobacillus

thioovidans EN UN BIOFILTRO DE ESCURRIMIENTO PARA LA BIOOXIDACION DE H,S,
(Characterization ol biofilms  based on  Acidithibaciflus thiooxidans i biotrickling for the
biooxidation of H.S)

Arancibia, A. Nifiez'. B. Sercu’, G. Aroca'. W. Versiraete” & 1. Van angenhove’

Pontificia  Universidad Catolica de Valparaiso. Facultad de Ingenieria.Fscuela de Ingenieria
Bioguimica. General Cruz N” 34, Valparaiso, Chile.” Faculty of Agricultural and Applied Biological
Sciences, Ghent University. Coupure Links 653, Gent, Belgium garocai@ucy.cl
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116.- UNA COLECCION DE HONGOS FILAMENTOSOS COMO FUENTE DE
BIODIVERSIDAD EN LA INVESTIGACION DE PRODUCTOS NATURALES
BIOACTIVOS (A Filamentous fungi collection as a biodiversity source for bioactive natural

products research).
Aranda, C y Schmeda-Hirschmann, G. Instituto de Quimica de Recursos Naturales, Universidad de

Talca, Casilla 747, Talca. Chile carandaf@utalca.cl

117.- RECUPERACION DE PROTEINA ANTIGENICA CON CEPAS  RECOMBINANTES
DE E. coli (Recuperation of Antigenic Protein Produced by Recombinant £. coli Culture)

Gajardo' J, Pablo Albistur'. Carolina Fscobar', Patricio Cataldo’, Claudia Altamirano’, Sergio
Marshall’ v Maria Elvira Zafiga'. 'Escuela de Ingenieria Bioquimica, “Laboratorio de Inmunologia v
Genética Molecular, Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso. mzuniga@ucy cl

MICROBIOLOGIA MEDICA Il - VETERINARIA Y DE ALIMENTOS

118- DETECCION MOLECULAR RAPIDA DEL COMPLEJO Mycobacterium tuberculosis
MEDIANTE PCR DE TIEMPO REAL Y DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A
RIFAMPICINA (Rapid molecular detection of Mycobacterium tuberculosis complex by using Real
Time PCR and rifampicin susceptibility determination).

"Mudoz K., “Zahrt T.. 'Bustamante M.. 'Kirsten L., 'Acevedo V.. y 'Maulén N. 'Laboratorio de
Biologia Molecular. Facultad de Medicina. U. Catolica Ssma. Concepcion. Concepeion.:
nmauleni@ucsc.cl

119.- LOS BROTES DE DIARREA OCURRIDOS EN CHILE EN 1998 (ANTOFAGASTA) Y
2004 (PUERTO MONTT), FUERON CAUSADOS POR LA CEPA CLONAL PANDEMICA
03:K6 DE Vibrio parahaemolyticus, SURGIDA RECIENTEMENTE. (Recently emerged pandemic
strain O3:K6 of Fibrin parahaemolvtices caused two large diarrhea outbreaks in Chile in 1998 and
20004

Gonzalez-Escalona N., V. Cachicas, C. Acevedo, M.L. Rioseco, J.A. Vergara, F. Cabello. J. Romero
v R.T. Espejo. Instituto de Nutricion ¥ Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Chile. e-mail:

ngonzaleziaimta.cl

120.- CARACTERIZACION DE Lactobacillus spp. VAGINALES AISLADOS DE MUJERES
DE UN AREA INDIGENA DE CHILE. (Characterization of vaginal Lactobacillus spp. isolated of
women from an area indigenous of Chile).

Castro, E . Dib, M', Encina, M'.'Lab. Bacterias Lacticas, U. de Concepeion: *Depto. Obstetricia y
Puericultura. Fac. Medicina. U. de Concepeion. ercastroiudec.cl

121.- ADHERENCIA DE Lactobacifius spp. VAGINALES A CELULAS EPTELIALES
BAJO DISTINTAS CONDICIONES DE pH. (Adherence of vaginal Lactobacillus spp. 1o

ephitelial cells under different pll conditions).
Fncina M'. Castro E."" 'Laboratorio de Bacterias Licticas. Universidad de Concepeion, Chile,
"Depto. Obstetricia v Puericultura, Fac. Medicina. L. de Concepeidn. ercastro@udec.cl

122.- INTERACCION in vitro DE UROPATOGENOS NOSOCOMIALES ¥ UNA CEPA DE
Lactobacillus spp. PROBIOTICA EN SOPORTE DE SONDA LATEX SILICONA (Interacction
in vitro between nosocomial uropathogens and a Loctohacillus probiotic strain in a vesical rubber
support ).

Vern, R": Pérez, 1.': M. Sanchez'; M, Encina’; A. Solis'; 1, Ferrer': V. Silva’: G. Gonzalez': R,
Borquez'™: E, Castro'”. 'Lab. Bacterias Lacticas, U. de Concepeion: “Depto. Microbiologia, Fac.
Medicina, L. de Chile: "Depto. Microbiologia. Fac. Ciencias Biologicas. U, de Concepeion, "‘Depto.
Ingenieria Quimica. 11, de Concepeion: “Depto Obstetricia v Puericultura, Fac. Medicina. U. de
Concepcion. ercastroudec.cl
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123.- ANALISIS DE SUEROS DE PACIENTES CHILENOS INFECTADOS CON M. pylori
INDICAN QUE HpaA, CagA Y VacA SON LOS ANTIGENOS MAS FRECUENTEMENTE
RECONOCIDOS (Analysis of sera from /. pylori-infected Chilean patients indicates that HpaA,
CagA and VacA are the most commonly recognized antigens)

Diaz M.L, Lienlaf M. Valdivia A., Harris P., Venegas A. Pontificia Universidad Catolica de Chile.

124.- SEROPREVALENCIA DE Helicobacter pylori EN POBLACIONES MAPUCHE Y
AYMARA (Seroprevalence of Helicobacter pvlori in mapuche and aymara populations).

Rivas P. Troncoso M. Pérez F. y Figueroa G. Laboratorio de Microbiologia. Instituto de Nutricion y
Tecnologia de los alimentos (INTA) Universidad de Chile. Av Macul 5540-Santiago-Chile.
privasi@inta.cl

125.- EVOLUCION DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN Helicobacter pylori
EN CONCEPCION, CHILE. PRIMEROS AISLAMIENTOS DE CEPAS RESISTENTES A
TETRACICLINA {Antimicrobial resistance evolution among, Helicobacter pviori in Concepcidn,
Chile. First isolation of tetracveline resistant strains),

Gonziler, C.", Rivera. N.'. Daroch, F.". Kawaguchi, F*7, Vega, E.* vy Garcia. A.'

'Depto de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas. Depto de Medicina Interna, Facultad de
Medicina. Universidad de Concepeion. 'ACHS Concepcion. E-mail carlosgiaudec.cl

126.- DETERMINANTES GENETICOS DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN
CEPAS MULTIRRESISTENTES DE Shigella AISLADAS EN SANTIAGO EN EL VERANO
DEL 2004 (Genetic analysis of antibiotic-resistance determinants in multidrug-resistant Shigella
strams isolated during summer 2004 in Santiago, Chile).

Salas, R'., Pinchi, M.", Saldias, S.'. Contreras, I', Fenandez. P.". Ulloa, M.T.} y Toro, C.S". 'Lab, de
Microbiologia. Fac. Ciencias Quimicas v Farmacéuticas. ‘Servicio de Pediatria Hospital Clinico v
"Lab. de Antibidticos. Programa de Microbiologia v Micologia, [CBM, Fac. Medicina, Universidad de
Chile.

127.-SUSCEPTIBILIDAD DE Arcobacter butzleri AL SUERO HUMANO (Susceptibility of
Arcobacte buizleri 10 human blood serum

Wilson, M; Otth,L.; Fernandezll: Aron, R. Instituto de Microhiologia Clinica. Facultad de Medicina,
Umiversidad Austral de Chile. mwilsonia@uach.cl

128 - OCURRENCIA DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS ¥ METALES PESADOS EN
CEPAS DE Aeromonas spp DEL RIO LOA, 11 REGION - CHILE. {Ocurrence of antibiotic and
heavy metals resistance on Aeromonas spp strains of the Loa river, Il Region - Chile).

Silva' J, Espinoza H'. Lizama C', Kiihn I°, Colque-Navarro P Mallby R°. 1. Depto Tecnologia
Medica-INDES, Universidad de Antofagasta. E-mail: jsilvai@uantof.cl, 2. Microbiology and Tumor
Biology Center. Karolinska Institute, Estocolmo, Suecia.

129.- PARTICIPACION DE BOMBAS DE EFLUJO EN LA RESISTENCIA A
QUINOLONAS EN BACILOS GRAM NEGATIVOS DE ORIGEN HOSPITALARIO, (Efflux
pumps in quinolone resistance ol nosocomial gram-negative bacilli)

Ibdiiez, D.'. De la Fuente, M.'. Gonzalez. G.". Bello, I1.", Sepilveda, M.%, Mella. S.”. Zemelman. R.".
Dominguez. M.' 'Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, “Departamento de
Medicina Interna, Facultad de Medicina, Universidad de Concepeion. 'Facultad de Ingenieria v
Tecnologia, Universidad San Sebastian Chile. dibanczi@udec.cl
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130.- CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A AMINOGLICOSIDOS EN CEPAS
CLINICAS Y AMBIENTALES DE ENTEROCOCOS AISLADAS EN ANTOFAGASTA.
{Characterization of the aminoglycoside resistance in clinical and environmental strains of enterococci
isolated in Antofagasta).

Rodriguez ¥'. Silva J'. Araya J', Kiihn I'. Colque-Navarro P*, Mollby R’. 1. Departamento de
Tecnologia Médica  INDES, Universidad de Antofagasta, Casilla 170, Antofagasta, Chile. E-mail:
jsilvai@uantofcl. 2. Microbiology and Tumorbiology Center. Karolisnka Institute, Estocolmo,
Suecia.

131.- CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA PUDRICION
ACIDA EN UVA DE MESA. (Characterization of microorganisms associated to “sour ror”" in table
grapes).

Figueroa A.F, Troncoso M. Rivas P. Figueroa GG. Laboratorio de Microbiologia, INTA, Universidad
de Chile. E-mail: aligueroa@inta.cl

132.- ADHERENCIA DE CEPAS DE Lacrobacillus spp. A TEJIDO ESTOMACAL DE
TRUCHA ARCOIRIS: POTENCIAL USO PROBIOTICO EN ACUICULTURA (Adherence of
Lactobacillus spp. strains to rainbow trout stomachal tissue: Potential probiotic use in aquaculture).
Cofré, J'.. Encina, M'., Castro, E'”. 'Lah. Bacterias Lacticas, /. de Concepcitn; ‘Depto. Obstetricia
v Puericultura, Fac. Medicina. U, de Concepcion. ercastrof@udec.cl

133.- RELACION ENTRE EL RECUENTO BACTERIANO EN LECHE DE ESTANQUE Y
EL TIPO DE CAMA USADO EN LA ESTABULACION DE VACAS LECHERAS (Relationship
between total bacteria count in bulk tank milk and difTerent tvpe of bedding material used for dairy
CoOwWSs)

Salgado,M.; Kruze ) : Mella AL Instituto de Microbiologia. Facultad de Ciencias, Universidad Austral
de Chile. Casilla 167, Valdivia miguelsalgadod@uach.cl

134.- SENSIBILIDAD DEL POOL FECAL PARA EL AISLAMIENTO DE Mycobacterium
avinm subsp paratuberculosis EN ¥YACAS LECHERAS INFECTADAS SUBCLINICAMENTE
{Sensitivity of the fecal pool culture method for the isolation of Afveohacteriun avium subsp
paratwberenfasts in subelinically infected dairy cows)

Pradenas.M_: Kruze.) ; van Schaik .G Instituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad

—— 1
Austral de Chile, Casilla 167, Valdivia mpradenasi@uach.cl

135.- RESISTENCIA BACTERIANA A FENICOLES EN CENTROS DE CULTIVOS DE
TRUCHA Onchorliychus mykiss (Bacterial resistance to phenicols in trout farming Onchorhynchus
mykiss)

Fernandez, C.', Lopez. Y.'. Aguilar A.'Miranda, C.°. Bello. 11", Dominguez, M." y Gonzilez,
G.""Depto. Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas, U, de Concepeion. "Depto. Acuicultura.
Fac. de Ciencias del Mar. . Catdlica del Norte. ¢lfernandez@udec cl

136.- RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN BACILOS GRAM NEGATIVOS AISLADOS
EN PISCICULTURAS DE LA Y1 REGION DE CHILE (Antibiotic resistance among Gram-
negalive bacilli isolated from fish farms of VI Region of Chile)

Aguilar, A.'. Fernandez, C.'. Lopez, Y.', Dominguez, M.", Bello, H.', Castro. E’, Miranda, C." y
Gonzalez. G."'Depto. Microbiologia. Fac. Cs. Biologicas. “Fac. de Medicina. U. de Concepcion.
"Depto. Acuicultura. Fac. Cs. Del Mar. L. Catolica del Norte. Chile. alaguilai@udec.cl

137.- PROTEINA RECOMBINANTE PSA A DE 8. prreumoniae, UNA ALTERNATIVA PARA
FL DESARROLLO DE VACUNAS HUMANAS Y VETERINARIAS. (Psa A Recombinant
protein of S prenmoniae, an alternative in the development of human and veterinary vaccines).
Becerra, JLE : Gonzilez. P.. Canales, A.. Maldonado, A.. Riveros, B.. Visquez, A. Centro de
Investigacion y Desarrollo. Departamento de Produccion. Seccion de bacteriologia. Departamento de
Laboratorios de Salud. Instituto de Salud Pablica de Chile.

.00



138 - PREVALENCIA DE Campylobacter jejuni EN CARNES DE AVE (Campyiobacter jejuni
prevalence in poultry meats)
Figueroa A, Ruiz M., Adriazola P. y Figueroa G. Laboratorio de Microbiologia. INTA. Universidad
de Chile. gfigueroi@uchile.cl

139 IMPLEMENTACION DE UN ELISA INDIRECTO PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS CONTRA Leptospira interrogans EN EL. GANADO BOVINO (Development of
an indirect ELISA for detection of antibodies against Lepiospira interragans in cattle),

'Mancilla, C_. 'Gonzilez, P, *Moreno. R.. *Urra. L. 'Riveros. B.. ‘Bass, M., 'Vasquez, A. 'Centro de
Investigacion v Desarrollo.  Departamento. Produccion., “Seccién Espiroqueta. Departamento

Laboratorios de Salud. Instituto de Salud Publica de Chile. 'Universidad Mayor.

140.- CAPACIDAD DE ADHERENCIA DE Arcobacter butzleri AISLADO DE SERES
HUMANOS, ANIMALES RESERVORIO Y VEHICULOS DE TRANSMISION (Adherence of
Arcobacter butzleri isolated from human beings. animal reservoirs and transmission vehicles)

Inzunza, F'.. Wilson', M., Ouh'. | Vandenherg, O°, Fernandez. H'. 'Instituto de Microbiologia
Clinica. Facultad de Medicina. Universidad Austral de Chile. “Saint Pierre University Hospital.
Bruselas. Bélgica. Valdivia.Chile, F-mail dallerinzu@hotmail.com

141.- UN ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE RAM Y PATOGENOS BACTERIANOS EN
POLLOS BROILER (An Association Study for MAC and Pathogens of Broilers)

Flores, A.. Troncosa, M., Rivas. P., Figueroa. G. Laboratorio de Microbiologia, INTA, Universidad de
Chile. alfloresi@uec.inta.uchile.cl

142.-  MICROBIOTA  BACTERIANA  ASOCIADA A LOS  DISTINTOS
COMPARTIMENTOS DEL TRACTO DIGESTIVO DE SALMONES. (Bacterial microbiota
present in different sezments ol the digestive tract of salmon. )

Romero J.. Navarrete P. Laboratorio Biotecnologia, INTA, Universidad de Chile. jromeroi@inta.cl

143.- INFECCION POR COMPLEJO Mycobacterium fortwitum EN SISTEMA DE ACUARIOS
DE PEZ CEBRA (Danio rerio) (Myvcobacterium fortuitum infection in laboratory zebrafish aquaria)
Fernandez J.A.', Velasco M. °, Araya P*. Arias F°, Diaz F' v Concha M.L."' (1) Programa de
Anatomia v Biologia del Desarrollo. 1CBM. Facultad de Medicina. Universidad de Chile. Unidades de
Micobacterias (2) y Desarrollo(3), Instituto de Salud Publica. Chile jfernandi@med.uchile.cl

144.- EFICIENCIA DFEL AGAR mCCDA, LIBRE DE SANGRE EN EL AISLAMIENTO DE
Campylobacter jejuni DE MUESTRAS DE CARNE DE AVE CONGELADA (Effectiveness of
mCCDA medium agar for the isolation of ¢ jejani in freezing pouliry meats).

Troncoso M., Morales M.E., Rivas P. v Figueroa (. Laboratorio de Microbiologia. INTA,
Universidad de Chile, mtroncoainta.cl

GENOMICA_Y BIOINFORMATICA

145.- MARCOS DE LECTURA ABIERTOS (ORFs) ALTERNATIVOS COMO UNA
POTENCIAL FUENTE DE NUEVA INFORMACION GENETICA. (Altlernate Open Reading
Frames (ORFs) as a Polential Source of Novel Genetic Information. )

'Weloso, F.. "Aliaga, D.. 'l ieph. R, 'Valdés, J. v 'Holmes, D.1. Laboratorio de Bioinformatica v
Biologia Genomica, Universidad Andrés Bello e Instituto  Milenio de Biologia Fundamental y
Aplicada, Santiago. Chile v 2. Universidad de Santiago (USACH), Santiago, Chile,
fa velosoi@yahoo.com



146.- IDENTIFICACION ¥ VALIDACION DE VIAS METABOLICAS ¥ REGULADORAS
EN LA BACTERIA BIOLIXIVIANTE Acidithiobacillus ferrooxidans. dentification and
validation of metabolic and regulatory pathways in the bioleaching bacterium Avcidithiobacillus
ferrooxidans.

'Valdés, J.. 'Baretto, M.. *Cardenas. J.. 'Esparza, M., 'Lefimil. C.. "Osorio. H., 'Quatrini. R, 'Rivas.
M.. 'Veloso. F., ‘Jedlicki. E. ¥ 'Holmes. D.Lahoratorio de Bioinformitica y Biologia Genomica.
Universidad Andrés Bello € Instituto Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada, Santiago. Chile.
Universidad de Santiago (USACH), Santiago, Chile ¥ Programa de Biologia Celular y Molecular,
1.C_B.M.. Facultad de Medicina. Universidad de Chile, Santiago, ChilejoorgeT77@yahoo.com.mx

147.- GENOMIC INSIGHTS INTO IRON UPTAKE AND HOMEOSTASIS IN

THE BIOMINING MICROORGANISM Acidithiohacilluy ferroovidans

"Raquel Quatrini. 'Felipe Veloso. ‘Claudia Lefimil. “Hector Osorio, ‘Mario Esparza. 'Eugenia
Jedlicki and 'David Holmes | _Andres Bello University and Millennium Institute for Fundamental and
Applied Biology. Santiago, Chile, 2. University of Santiago (USACH). Santiago, Chile and 3. Faculty
of Medicine, University of Chile. Santiago. Chile,

148.- PROTEOMIC ANALYSIS OF Ralstonia extropha JMP 134 GROWING ON MIXTURES
OF HERBICIDES (Analisis del proteoma de Ralstonia entropha JMP 134 creciendo en mezclas de
herbicidas)

Felipe _Flores-Aceituno', Danicla Regenhardt’, Dietmar 11 Pieper’ and Bernardo Gonzalez'.
'Departamento de Genética Molecular ¥ Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile: ‘Department of Fnviromental Microbiology. German Research Center
for Biotechnology. Braunschweig. Germany. fefloreaiwuc.cl

149.- ISLA DE PATOGENICIDAD EN PROCESO DE FORMACION: HOT SPOT PARA
INSERCION DE FAGOS (Pathogenicity Island in Process of conformation: Phage Hot Spot

Integration Site)
Murillo, A.A.'. Fuentes. J.. Bueno. S., Mora. G, Pontificia Universidad Catolica de Chile.

Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, amurillo@puc cl'

150.- PREPDICCION DE LAS ZONAS DE INTERACCION DE LAS PROTEINAS
INVOLUCRADAS EN LAS ETAPAS INICIALES DE LA LOCALIZACION Y FORMACION
DEL DIVISOMA BACTERIANO (Prediction of the protein interaction zones involved in the initial
steps of the bacterial divisome location and Formation}.

Garcés, A., Arbildua. I, Monasterio, O. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. agarcesfi@hotmail.com

151.- ANALISIS GENOMICO ¥ FUNCIONAL DE PROTEINAS TIPO RODANASA EN
Acidithiobacillus ferrooxidans (Genomic and functional analysis of rhodanese-like proteins from
Acidithiobacillus ferroovidans),

Ponce, J.A., Valenzucla, .. Acosla. M., y lerez. C.A. Laboratorio de Microbiologia Molecular ¥
Biotecnologia, Departamento de Biologia e Instituto Milenio CBB., Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile. cierezi@uchile.cl.

152.- COMPARACION DEL TRANSCRIPTOMA TOTAL ENTRE M. mbercalosis ¥ M.
Bovis MEDIANTE ANALISIS POR MICROARREGLOS DE cDNA. (Whole transcriptome
comparison  between M twhercrdosis and M hovis by Cdna Microarray analysis).
Rehren, G.', Wallers. S.'. Smith, L., Zarraga, A." “Instituto de Bioguimica, Universidad Austral de
Chile: TB Center. Public Health Rescarch Institute. International Center for Public Health, Newark,

New lersey. USA. grehreni@uach cl



19:00-20:00

19:00-20:00

19:00-20:00

21:00

153 - SPOLIGOTIPOS DE CEPAS CHILENAS DE M. fuberculosis Y M. bovis. (Spoligotypes of
Chilean M. tuberculosis and M. hovis strains. )

Mancilla, M1, Palavecino, C1.. Martinez, Al Rehren, G1., Araya, C3.. Villarroel, M3.. Hidalgo,
Al Lucero, P2, Borquez. P2, Leon. Gl. y Zarraga, AMI, Instituto de Bioquimica, Universidad
Austral de Chile. 2Hospital Regional de Valdivia. 3Servicio Agricola y Ganadero Osorno.
marcosmancillasiuach.cl.

ESTUDIANTES DE ENSENANZA MEDIA

154.- BUSQUEDA DE UN METODO DE DESALINIZACION BIOLOGICA. Research for a
biological desalinization method)

Cifuentes, P.". Arias. 1.": Gonzalez, A.": Said. A. ' v Acevedo. 1.'' Est Enscfanza media del Colegio
Nueva Fra Siglo XXI; *Profesora de Biologia del Colegio
Nueva Fra  Siglo XXI: ¥ Universidad Metropolitana de Ciencias de la Educacién. e mail:
asaidnirhotmail.com

IS5 INMOVILIZACION DE CELULAS DE Saccharomyces cerevisiae ¥ SU APLICACION
EN PROCESOS FERMENTATIVOS Immobilization of Saccharomyees cerevisiae cells and their
application in fermentatives process).

Riesco, E.. Lopez. €% ; Lopez, 8%, Valenzuela, G, *, Said. A. * v Acevedo, J. %

'Estudiante de ensefianza media del Liceo Fidel Pinochet Le-Brun; * Estudiante de ensefanza media
del Liceo Poetisa Gabriela Mistral * Profesora de Biologia del Liceo Poetisa Gabriela Mistral: *
Profesora de Biologia del Liceo Fidel Pinochet Le-Brun: ¥ Universidad Metropolitana de Ciencias de
la Educacion. e-mail: asaidni@hotmail.com

156.- TRANSFORMACION GENETICA DE Escherichia coli. (Genetic transformation of
Escherichia coli)

Escobedo,V. ', Garcia, F.'; Morales, D% Said, A. * v Acevedo, ). * ! Estudiantes de ensefianza media
del Liceo Rosa Tocormal: * Profesor de Biologia del lLiceo Rosa Tocornal: * Universidad
Metropolitana de Ciencias de la Educacion. e-mail: asaidn(@hotmail.com

ASAMBLEA DE SOCIOS.

Reunidn informal de alumnos de Doctorado con Kenneth Nealson, auspiciada
por ASM. (Microbiologia y Biotecnologia Ambiental)

Reunion informal de alumnos de Doctorado con Pascale Cossart.
auspiciada por EMBO. (Microbiologia Basica y Clinica)

FIESTA RESTAURANT “LA PIEDRA FELIZ”



Viernes 3 de Diciembre

09:00 — 09:30 CAFE Y VISITA DE STANDS

09:30-11:00

(¥-30 - 950

0950 — 10010

1010 = 10030

10:30= 10:50

09:30-11:00

330 —9:50

950~ 104

10010 = [0:30

TRABAJOS DE INCORPORACION I:
Microbiologia Basica y Ambiental: Auditorio Principal

ORGANIZACION  TRANSCRIPCIONAL Y EXPRESION DE LOS GENES
INVOLUCRADOS EN LA PRODUCCION DE MICROCINA E492 ACTIVA ([ixpression and
transcripeional Organization of the genes involved in the production of active microcin E492)
Corsini, G * y Lagos. R Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
Mail: gino corsmiiatpmiudp.cl

POSIBLE PAPEL DE LOS POLIFOSFATOS INORGANICOS EN LA TOLERANCIA A
METALES PESADOS EN Acidithiobacillus  ferrooxidans.  (Possible rofe  of  morgamc
polyphosphates i heavy metal tolerance in A. ferrooxidans)

Alvarez, S y lerez, C AL Laboratorio de Microbiologia Motecular ¥ Bioteenologia, Instituto Milenio
CBR. Departamenta de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile salvarezi@uchile ¢l

ESTRUCTURA COMUNITARIA Y FILOGENIA DE LAS CIANOBACTERIAS ASOCIADAS
A LA ZONA DE MINIMO OXIGENO (ZMO) DEL NORTE DE CHILE. {Community structure
and phyvlogeny ol cyanobacteria related o Northern Chilean Oxygen Minimum Zone (OMZ)
Santibaiiez-Bustos' JF Osvaldo Ulloa', David J Scanlan® & Nick Fuller”. "Winversidad  de
Conceporan, Centre de Investigaciones ( yeeanogriticas del Pacifico Sur-Oriental (COPAS), Programa
Regional de Oceanografia Fisica y Clima (PROFC) y Departtamento de Oceanograflia, Concepeion,
Chile. “University of Warwick, Department of Biological Sciences, Coventry, United Kimngdom,
jusantibiaiprale ndec ¢l

BACTERIAL COMMUNITIES IN AN INTERTIDAL ECOSYSTEM: SEASONAL
CHANGES, PHYLOGENY AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL

Stevens, H 1 2 , Brnkhatl, T .1, Simon, M1 (1) Instilute of Chemistry and Biology of the Marine
Environment {1CIM) University of Oldenburg, PO, Box 2503, 26111 Oldenburg, Germany{2)
Present address  Programa Regional de Oveanografia, Fisica y Clima (PROFC) & Center fisr
Oceanographic Research {COPAS), Univ. de Conceperon, Barrio Universitanio, Conceperon 3, Chile
E-mail h stevensiaprofe ndec.cl

TRABAJOS DE INCORPORACION 11
Microbiologia Basica y Médica: Salon de Honor

ORIGEN CLINICO Y AVICOLA AISLADAS EN ANTOFAGASTA-CHILE (1997-2000).
(Study ol the fimbriaes genes in S enteritidis strams isolated m Antolagasta-Chile (| 997-200001)
Aravena C. Silva [y Agava ] Deplo Teenologin Médiea-INDES, [niversidad de Antofagasta, Clnle

E-matl cnravediir nel

DIHIDROFOLATO REDUCTASAS (dHFR) EN INTEGRONES CLASE 1 ¥ 2 DE CEPAS
HOSPITALARIAS DE BACILOS GRAM NEGATIVOS RESISTENTES A TRIMETOPRIM.
(Dihydrofolate reductases moclass 1oand class 2 otegrons ol nosocomial gram-negative baclh
resistant 1o tmnethopram .

Muiioz, J.', Medina, V', Bello, ', Domingnez. M L oMella, S Zemelman, R Yy Gonziler.
G Depto. Miciobinlogia. Fae Ciencias Biologicas, Depto. Mediema Interna. Fac. Medicia 11 de
Conecpeion Tae pemeria v Teenalogia T San Sehastidan Concepeion Chile jeamunoziaudec cl

CARACTERIZACION DE Lactobacillus spp. VAGINALES AISLADOS DE MUJERES EN
EPAD FERTIL (Clinactenzahiom of vagina Lactobacillus sppisolated Trom women i fertle apel
Castro E' . Hoggiano G Deplo. Obstetncia v Pueriendtura, Facultad de Medicing, Uhiversidad de
Coneeperon.~ Deplo. Salhud Priblica. Facultad de Modicina, { miversidad de Coneepeinn

creastrocerindee ol

2



1030 = 10:50

150 — FE:H0

10:30-11:00

11:00 - 13:00

11:00-13:00

13:00 - 14:00

14:30- 15:30

BUSQUEDA DE GENES DE Vibrio cholerae INDUCIDOS DURANTE LA INFECCION DEL
INTESTINO DELGADO DE RATON USANDO UNA TECNOLOGIiA RIVET
(RECOMBINATION-BASED /N 1710 EXPRESSION TECHNOLOGY) DE SEGUNDA
GENERACION (L: arge-scale sereen for Vibrio cholerae genes induced during infection of the
mouse small miestine usmg a u:u!mi E.unmalum recombmation-hased in vive expression technology).
C. G. Osorio'. I A Crawford®, | Michalski®, H. Martinez-Wilson®, J. B Kaper® and A. Camilli’
i’m;_: imi de Mluﬂhmingm ¥ Mmulngn Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago. Chile

' Center Tor Vaccine Development and Department of Microbiology and Immunology, Umversity of
Marvland School of Medicme, Balimore, Marvland ~ Tufis University Medical Schowl, Tufls
University. Boston, MA

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS GENES INVOLUCRADOS EN EL
TRANSPORTE DE NUCLEOSIDOS EN Salmonella  enterica  sv.  Twphi(Frnctional
chavacterization of the genes involved i the nucleosides transport in Salmonella enterica sv.
Typhi)

Bucarey S, Villagra N, Martinic M, Guajardo ¥, Trombert N, Santiviago C y Mora G, Unidad de
Microhiologia, Facultad de Ciencias Biologieas, Tontificia Universidad  Catalica de Chile.

sahucarelapie.cl
CAFE + VISITA A STANDS

Simposio S Salon de Honor
MICROBIOLOGIA MARINA Coordinador: Momica Vasquez

HACIA UNA HISTORIA NATURAL DEL PICOPLANCTON MARINO
Carlos Pedras-Alid, nstitut de Ciencies del Mar (CMIMA, CSIC), Barcelona, Espaiia

PROCESOS BlQG[(]QIIiMl('(}S Y DIVERSIDAD MICROBIANA EN LA ZONA DE
MINIMO DE OXIGENO FRENTE AL NORTE DE CHILE.

Osvaldo Ulloa, COPAS. 1] Conceperin

APLICACIONES DE BIOFILMS DE BACTERIAS MARINAS
Carlos Riquelme, Universidad de Antofagasta

Reconocimiento a Patricio Garcia-Tello

ACCESS MERTING, pari 1 “INNOVATIVE APPROACHES TO UNDERSTAND COMPLEX
MICROBIAL COMMUNITIES FOR ECO-ENGINEERING THE DEGRADATION OF
HERBICIDES IN STRESSED AGRICULTURAL SOILS™

Dietmar Pieper (GBF, Germany) - Lotte. Gabriel-Jurgens (GBF, Germany) - A M
Giulietti (Univ. Buenos Aires, Argentina) — Francisco Velasquez (CNB — CSIC,

Espana)
Almuerzo
Conferencia Plenaria I'V - Salon de Actos

ACCESSING MICROBIAL DIVERSITY BY HIGH THROUGHPUT CULTIVATION
MartinKeller, Diversa Comporation




15:30 - 16:30 Conferencia de Clausura EMBO

THE INFECTION BY [Listeria  monocytogenes:  TOWARDS A COMPLETE
UNDERSTANDING OF HUMAN LISTERIOSIS

Pascale Cossart, Institul Pasteur, Francia

1630 — 17-00 CLAUSURA Y PREMIACION

18.00-20.00

ACTIVIDAD POST — CLAUSURA

ACCESS MEETING,  part Il “INNOVATIVE APPROACHES TO UNDERSTAND
COMPLEX MICROBIAL COMMUNITIES FOR FCO-ENGINEERING  THE
DEGRADATION OF HERBICIDES IN STRESSED AGRICU LTURAL soils” Michoel Seeger
(UTFSM) — Bernardo Gonzalez (PUIC), Franciseo ( ‘ereceda (UTESM)
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CONFERENCIA INAUGURAL

“SYSTEMS BIOLOGY”: EL NUEVO DESAFIO

Juan A. Asenjo Centro de Ingenieria Bioguimica y Bioteenologia, C1ByB, Departmento de Ingenieria Quimica,
Instituto Milenio de Estudios Avanzados en Biologia Celular y Biotecnologia. CBB
Universidad de Chile

Fl analisis sistémico de los sistemas biologicos entrega una dimension adicional y una cantidad muy
importante de nuevo conocimiento. solo en la presencia de herramicntas que permitan estructurar, ordenar y
seleccionar la gran cantidad de informacion generada. Esto incluye el reciente desarrollo de la genomica, la
protedmica, la gendmica luncional y la metabolomica que hacen necesaria la creacion, generacion y utilizacion de
nuevos modelos matematicos y computacionales. Ademas, estos modelos han comenzado a proporcionar una
poderosa herramienta para predecir ¢l comportamiento de sistemas biologicos. lo que tiene gran impacto. tanto en
¢l desarrollo de conocimiento fundamental, como de nuevas aplicaciones. Se disculirdn v presentaran algunos
ejemplos como la regulacion génica de vias metahdlicas. y como, en un cultiva celular, solo midiendo parametros
extracelulares. mediante la utilizacion de un modelo matemdtico v computacional fenomenolégico. es posible
“medir” el comportamiento intracelular,

CONFERENCIA PLENARIA 1

DESARROLLO DE VACUNAS CONTRA EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA
HUMANA

Jorge Flores. MDD, Division of AIDS, National Institute of Allergy and Infectious Discases, NIH, Bethesda,
Marvland, U'SA.

El desarrollo de una vacuna para prevenir la infeccion por VIH es una de las mas altas prioridades en salud publica
hoy en dia. A pesar de los intensos esfuerzos de muchos grupos en todo el mundo, el progreso ha sido lento. Las
dificultades cientificas principales para ese desarrollo radican en la capacidad del virus de cubrir su envoltura con
miiltiples carbohidratos. su extensa variabilidad genética. su tropismo por células del sistema immune. la
integracion en ¢l cromosoma celular con establecimiento de latencia. ¥ ¢l hecho de que el VIH se puede transmitir
por miltiples vias.

Se han diseflado numerosas estrategias para prevenir la infeccion o disminuir su impacto clinico, pero pocos
candidztos han sido capaces de inducir respuestas immunes suficientemente meritorias como para ser probados en
pruebas de eficacia.  En particular. las estrategias hasadas en la induccion de anticuerpos neutralizantes con
subunidades proteicas de la envoltura viral, han fallado en inducir anticuerpos con reactividad cruzada capaces de
neutralizar cepas circulantes del virus ¥ por lo tanto fallaron en pruchas de eficacia.

Por otro lado. la induccion de respuestas celulares a través de DNA v vectores virales que expresan genes de VIH
ha mestrado promesa en estudios en macacos. Aunque estas estrategias no son capaces de prevenir la infeccion con
el virus, los vectores empleados tienen un marcado efecto sobre ¢l progreso de la enfermedad. Vacunas basadas en
vectores de canarypox y adenovirus tipo S estin siendo actualmente probadas en pruchas de eficacia y estudios fase
2 respectivamente,

Mucho terreno hay por delante para el logro de una vacuna eficaz con el VIH. El éxito solo podra alcanzarse a
través de un continuo esfuerzo intenso global, y sostenido.



ASM LECTURE

ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, GEOBIOLOGY, AND THE SEARCH FOR
NEW AND UNUSUAL LIFE FORMS

Kenneth H. Nealson Wrigley Professor of Geohiology, University of Southern California

One of the focal poimts of Geobiology concerns the many interactions between the biosphere, on one
hand, and the mineral and rock components of the geosphere, on the other. These reactions include the use of
minerals as energy sources and‘or electron acceptors (primarily a prokaryotic trait), the directed formation of
biominerals for behavioral purposes (primarily a eukaryotic trait), and the exploitation of rocks and minerals for
habitats. a trait shared by prokarvotic and eukaryotic microbes. The myriad energetic relationships between the
prokaryotic world and the geosphere set the stage, and to a certain extent, define limits of life on our own planet,
and serve as a very good indicator of what types of life might be expected in otherwise nutritionally limited
environments. These interactions, which | refer to as nutritional extremophily, are to some extent much more
extreme than their physical (temperature. pressured or chemical (pH, salinity) counterparts. to which both
cukaryotes and prokaryotes have evolved reasonably well.  Such a view of life on our own planet provides a
context not only for searching for life in extreme environments on Earth. and. eventually in extraterresirial sites.
In this presentation. we will consider that basic tenets of this philosophy, give some examples of very harsh
enviromments under study, and present a brief view into the challenges of life delection on and off the Earth.

CONFERENCIA PLENARIA T

ANTIBI()TI('()S: ACUICULTURA Y SALUD PUBLICA: LA INTERFASE ENTRE
EPIDEMIOLOGIA, MICROBIOLOGIA MOLECULAR Y ECOLOGIA.

Felipe Cabello C. NYMUC_ 1ISA

Durante los ulumos cincuenta afos se han empleado antibidticos en forma masiva en la produccion
industrial de productos animales para consumo humano, incluvendo la acuicultura. Los antibioticos han sido
utilizados en estas industrias ya sea como estimulantes del crecimiento, para la prevencion de enfermedades
producidas por bacterias, como en vy en el tralamicnto de enfermedades causadas por estos mismos palogenos.
Existe evidencia incuestionable que esta practica se traduce en un aumento de la resistencia a antibidticos en
bacterias patogenas humanas, comuo resultado de la transmision de genes de resistencia a antihidticos v del paso de
bacterias resistentes de origen animal a la poblacion humana. Eatre los mecanismos empleados por las bacterias
para intercambiar material gendlico estan los de translormacion,  transduccion v comjugacion ¥ los de
transposicion ¢ irtegracion.  Todos ostos mecanismos juegan un rol importante  en la aparicion de bacterias
resislentes a los antibidticos en bacterias presentes en la acuiculiura v en la diseminacion de sus genes de
resislencia hacia bacterias de poblaciones humanas.

En Chile existe una serie de circunstancias que favorecen los [endmenos descritos. como son el hecho
que en fa acuicultura del salmon se utilizan por lo menos 75 veces mas antibidgticos por kilogramo de salmon
producido, que los utilizados en Noruega v el uso amplio de antibidticos efectivos en medicina humana, como son
los derivados del dcido quinolinico.  En el afo 2000 en Chile, se usaron, 10 a |3 veces mas quinolonas en la
acuicultura (150 toneladasy gue en medicina humana (12 woneladas). La introduccion de estas cantidades de
antihioticos al amhbiente acudtico en Chile. se produce, tamhién, en condiciones de alta contaminacion ambiental
con bacterias intestinales, inclivendo patdgenos humanos v animales, facilitando todas estas condiciones el
intercamhio genético entre las hactenas e los compartimientos marinos v terrestres.  La acuicultura también se
acompana de alteraciones de la flora acudtica normal generada por los procesos de entroficacion.  Estos cambios,
Junto con las alieraciones de esta Nora generada por el uso excesivo de antibioticos, pueden. potencialmente,
tambien crear las condiciones que favorezcan fa aparicion de patogenos humanos v de peces.  resistentes a
antibidticos en el ambiente acudtico.

1 uso de importantes cantidades de antibidticos en la acuiculiura del salmén en Chile, también expone a
los trabajadores a estas substancias farmacologicas, seleccionando en la {lora normal de sus distintos drganos
bacterias resistentes a los antibioticos v produciendo alieraciones de ésta. lo gque favorece la infeccion con
patigenos v un aumento en la severidad de las enfermedades que éstos producen. Fste masivo uso de antibinticos
timbién merementa la posthilidad gue los productos de fa acuicultura contengan antihioticos residuales que



seleccionan bacterias resistentes en la Mlora normal de individuos que los consumen, medificando drasticamente la
composicion de esta flora.

CONFERENCIA PLENARIA 111

BlOPELiCl.‘Lz\S BACTERIANAS: GENETICA DE LA MATRIZ EXTRACELULAR
Roberto Kolter. Harward Medical School. LISAL

Por lo general se les considera a las bacterias como organismos unicelulares.  El estudio de las biopeliculas,
poblaciones bacterianas asociadas a diversas superlicies, nos empicza a revelar una inmensa diversidad de
interacciones entre microorganismos a través de las cuales se vislumbran muchas de la propiedades usualmente
atribuidas unicamente a organismo multicelulares.

Presentaré en esta conferencia un resumen de los analisis genéticos Hevados a cabo en mi laboratorio en varios
organismos. con particular énfasis en Psendonionas aetitgiiosd Y Bacillus subeilis.  El enfoque sera sobre los
genes involucrados en la produccion de la matriz extacelular que mantiene la imtegridad de la biopelicula ¥ su
regulacion.

CONFERENCIA PLENARIA IV

Mycohacterium paratuberculosis: THE NEXT MAJOR ZOONOTIC PUBLIC HEALTH
CHALLENGE. (Mycobacterium paratubercufosis: ¢l proximo gran desalio zoonotico para la
salud publica).

Michael T. Collins. DVM. PhD. Diplomate ACVM. Professor of Microbiology University of Wisconsin, USA,
Fulbright Scholar at Universidad Austral de Chile. Valdivia {meollinSiawisc.edu).

Johne's discase (1D} also called paratuberculosis. is caused by Mvoobacterium paratehercudosis (Mprh),
Characterized by chronic. grannlomatous, inflammation of the intestine leading 1o diarrhea and cachexia, JD is
increasing in prevalence among multiple food-producing animals glohally,  Many countries are investing
significant resources to combat this discase. in part, hecause of the fear it is a zoonotic, food-barne pathogen
causing Crohn’s discase (CDp C1¥ is an inflammatory bowel discase of humans of unknown ctiology with
remarkable similarity to 11, In patients with CD. Mpth DNA as been detected by PCR in up 10 90%. by in silu
hybridization in 70%, and by R1T-PCR for Mpth RNA in 100% of €1 patients. Mptb also has been cultured from
human milk. feces, infestinal tissues. and peripheral hlood of CD patients.  Additionally, Mpth-specific serologic
tests are positive signilicantly more often in CD patients than controls.  The epidemiological relationship between
1D and CD is Tess elear. However, viable Mpth have been found setail pasteurized milk in the UK and USA and in
municipal potable water. Other plausible modes of fransmission o humans include undercooked beef and animal
contacl, Since 1997, fuur open-labeled studies using appropriate anti-Mpth antihiotics have reported complete
clinical remissions in up 0 66%6 of C1Y patients. Implementation ol 11 control elforts will improve animal health
and farm profitability. 11 may also benelit food safety and human health, To acknowledge that CD is a zoonilic
infection would be a conceptual paradigm shilt analogous to that linking F. pylor with ulcers,
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CONFERENCIA PLENARIA V

ACCESSING MICROBIAL DIVERSITY BY HIGH THROUGHPUT CULTIVATION

Karsten Zengler', Greg Clark'. Imke Haller'. Gerardo Toledo', Marion Walcher', Michael Rappé’. Garry
Woodnut'. Eric Mathur', Jay M. Short', and Martin Keller'
'Diversa Corporation, San Diego, California 92121, USA: University of Hawaii, Kaneohe, Hawaii 96744, LISA

Even though significant advances have been made in understanding microbial diversity, most microorganisms
(bacteria as well as fungi) are still only characterized by  molecular fingerprints™. and have resisted cultivation,
Here we describe a universal and novel method that provides access to the immense reservoir of untapped
microbial diversity by cultivation (1). This technique uses microcapsules to encapsulate single cells combined
with parallel microbial cultivation under low nutrient flux conditions, after which fow cytometry is used to detect
microcapsules that contain microcolonies (originated from a single encapsulated cell). Microcapsules separate
microorganisms from each other, while still allowing the free flow of metabolites and signaling molecules
between different microcolonies. The method was applied to cultivate vast numbers of so-far-uncultured bacteria
and fungi. as identified by rDNA and ITS sequence analysis. Afiter sorting individual microcapsules into
microtiter dishes containing organic-rich medium, most of the cultures grew to cell densities greater than 0.1
(ODgo). This high throughput cultivation can provide 10.000s of bacterial and fungal isolates per environmental
sample. To deal with the tremendous number of strains isolated by this technique. a fully automated high
throughput method to determine the uniqueness of the bacterial and fungal isolates has been developed. Using
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) in combination with novel spectra-comparison algorithms,
10.000 microtiter plate cultures can be analyzed per day and unique strains can be separated automatically. In
addition. this high throughput cultivation method has been demonstrated to be suitable for targeted cultivation of
microorganisms belonging to bacterial phyla that until now contained very few cultivated representative (for
example members of the Acidobacteria). In addition individual microcapsules can be analyzed by FISH and
sorted based on their fluorescent signal. Thus individually sorted microcolonies can be used to amplify the whole
genome Lo construct genomic libraries for total genome sequencing,

(1} Zengler K. et al. 2002, Cultivating the uncultured. Proc Natl Acad Sci U S A 99:15681-13686

Part of this work was supported by the Office of Science (BER), U.S. Department of Energy. Grant No. DE-
FGO2-04ER637T1.

CONFERENCIA EMBO

THE INFECTION BY Listeria monocytogenes: TOWARDS A COMPLETE
UNDERSTANDING OF HUMAN LISTERIOSIS.

Pascale Cossart (Unit¢ des Interactions bactéries-Cellules. INSERM U604, LISC INRA. Institut Pasteur, Paris
France )

In less than two decades, our knowledge of the infection by Listeria monocytogenes has dramatically progressed.
Research on this organism has raised it among the most widelv documented intracellular pathogens (Cossart and
Sansonetti, Science 2004). Information has been obtained in many different areas ranging from genomics,
regulation, cell biology and pathophysiology.

Our laboratory is interested in all these aspects. The talk will first summarize the main aspects of the infectious
process. We will then briefly discuss the actin-based motility of Listeria and compare it to the other mechanisms
used by organisms that move inside cells and use actin in this process, We will then focus on the entry of Listeria
into mammalian cells and compare the mechanisms used by Listeria to those used by other invasive pathogens. We
will finish our talk by addressing how Listeria crosses the various host barriers during he human infection.
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SIMPOSIO 1:

BIOQUIMICA MICROBIANA.

Coordinador: Bernardo Gonzalez

1. THE MOLECULAR BIOLOGY OF [NIFE]-HYDROGENASES FROM Escherichia

coli

August Boeck
Department of Biology I, University of Munich. Germany

Hydrogenases catalyse the reversible interconversion of molecular hydrogen with protons and electrons.
Escherichia coli possesses four of these systems: Three of them are hydrogen uptake enzymes coupling hydrogen
oxidation to the reduction of an electron acceptor and contributing thus to energy conservation. The fourth one is
part of the formate hvdrogen lvase {(FHL) svstem and disproportionates formate into H, and CO,. FHL has
attracted the attention of microbial physiologists since its discovery more than 70 vears ago [1] and served to
address questions of general biological relevance. Gest and Peck [2] first showed that the activities of a formate
dehydrogenase, electron carriers and a hydrogenase are involved. The inactivation of the genes required for
generation of FHL activity then indicated that the functions of at least seven proteins participate in this simple
chemical reaction. The majority of them display sequence similarities with components of the NADH ubigquinone
oxidoreductase complex, supporting the early suggestion of a primitive membrane energization function [3]. The
synthesis of active FHL needs the availability of four metals (Fe. Ni, Mo and Zn) and of the half metal Se. FHL
therefore, provides an excellent model system for studying the mechanisms via which complex metal centres are
assembled. In this lecture, an overview will be presented on the activities of proteins involved in the insertion of
iron and nickel into the large hydrogenase subunit and on the maturation of the active site. Four proteins have a
function in the synthesis of the CO and CN ligands of the active site iron and on its insertion into the apoprotein.
Two other proteins are responsible for the insertion of nickel and an endopeptidase cleaving the precursor of the
large subunit terminates the maturation process and triggers closing of the metal centre and the generation of
enzyme activity.

[1] M. Stephenson and L. H. Stickland. Biochem. J. 26, 712-724 (1932)

121 H. Gest and H. D. Peck J. Bacteriol. 70, 326-334 ( 1955)

[3] B. A. Haddack and C. W. Jones. Bact. Rev. 41, 47-99 (1977)

2. LAS GLUTAMIL-TRNA SINTETASAS Y SU PAPEL EN EL METABOLISMO
CELULAR.

Omar Orellana
Programa de Biologia Celular y Molecular. ICBM. Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Las aminoacil-tRNA sintetasas {AaRS) cumplen un papel crucial en la mantencion de la fidelidad de la
expresion génica. Catalizan la esterificacion especifica de los aminoacidos en los tRNA correspondientes. Veinte
enzimas. una por cada aminoacido, cumplen esta funcion en los eucariontes Se incluyen una GluRS discriminante
(D). es decir especifica para t(RNA"™ y una GInRS, Sin embargo, en las arqueas y la mayoria de las bacterias no
existe una GInRS, La formacion de Gln-tIRNA ocurre por una via indirecta en la que una GluRS, de tipo no
discriminante {ND}. forma Glu-tRNA"™ y Glu-tRNA"™", E] Glu-RNA"" formado se transforma en GIn-tRNA"™"
por una amidotransferasa dependiente de tRNA. En algunas bacterias existe duplicacion o triplicacion las GluRS,
cuyas funciones se han comenzado a dilucidar. Por otro lado. en bacterias y en plantas. el Glu-tRNA formado por
la GIuRS es el primer sustrato para la biosintesis de tetrapirroles {por ¢jemplo el grupo hema). De esta
informacion queda en evidencia que fas GluRS son un conjunto diverso y versatil de aminoacil-tRNA sintetasas
que cumplen variadas funciones en las células,

En Acidithiobacillus ferrooxidans. una bacteria acidofila que oxida ion ferroso o compuestos de azufre
reducide como fuente de electrones existen dos GIuRS NI v una multiplicidad de tRNAs que son sustrato de
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estas enzimas, De esta informacian surgen varias preguntas: (Qué papel cumple esta redundancia en los sistemas
de formacion de Glu-IRNA?. ;Existen otras funciones. ademas de la biosintesis de proteinas, en que participen los
Glu-tRNA v las GIuRS?. ;Existen Glu-IRNA especializados para una determinada funcion celular? ;Existen
condiciones en que la bacteria utilice preferentemente alguno de los sistemas de formacion de Glu-tRNA?.

Estas preguntas se abordaron en A ferroovidans en un contexto genomico y del metabolismo general.
Mediante una prediccion de las vias metabolicas del glutamato, se analizo el papel que podrian cumplir cada una
de las GIuRS v los tRNA sustrato en este organismo. El cultive de las bacterias en ion ferroso o azufre como
fuente de electrones provoca cambios en el patron de aminoacilacion de los IRNA. Se puede atribuir esta

aminoacilacion diferencial a la participacion de ciertos Glu-{RNA en la biosintesis de hemo. Se discutiran otras
posibles funciones v potenciales mecanismos de destinacion de los Glu-tRNA en la célula.

Financiado por Fondecyt 1020087 y Universidad de Chile.

3. ANALISIS PROTEOMICO DIFERENCIAL DEL EXTREMOFILO Acidithiobacillus
ferrooxidans CRECIDO EN DIFERENTES SUSTRATOS OXIDABLES. (Differential
Proteomic analysis of the extremophilic Acidithiobacillus ferrooxidans grown in differen
oxidizable substrates).

Carlos Jerez
Laboratorio de Microbiologia Molecular ¥ Biotecnologia. Instituto Milenio CBB, Departamento de Biologia,

Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. cjerezi@uchile.cl

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria quimiolitoautotrofica acidafila que obtiene su energia oxidando ion
ferroso o compuestos reducidos de azufre, por lo gue se aplica exitosamente en operaciones de biomineria,
Hemos estudiado mediante 2D PAGE las proteinas expresadas diferencialmente por este microorganisme cuando
crece en diferentes sustratos. Las proteinas se identificaron mediante microsecuenciacion y espectrometria de
masas (MS/MS) y analisis bioinformatico de la secuencia genomica disponible de A. ferrooxidans ATCC 23270.
Los contextos genamicos en tormo a los genes que codifican para las proteinas inducidas sugieren que estas
participan en el metabolismo u oxidacion del azulre. Encontramos proteinas altamente inducidas por crecimiento
en azufre (las que son reprimidas por erecimiento en hierro), y proteinas reprimidas por el crecimiento en azufre
{las que fueron inducidas por crecimiento en hierro) (1) Nuestros resultados sugieren una regulacion diferente
para las vias de oxidacion del hierro y el azufre. La sintesis de proteinas inducidas por crecimiento en hierro y
azufre durante ¢l crecimiento de los microorganismos en sulfuros metilicos comao la calcopirita, indica que las dos
vias de obtencion de energia se inducen simultaneamente dependiendo del tipo y cantidad de sustrato oxidable

disponible.

|. Ramirez. P.. Guiliani. N.. Valenzuela. L.. Beard. S.. and Jerez, C.A. 2004, Differential protein expression
during growth of Acidithiohaciflus ferrooxidans in ferrous iron. sulfur compounds and metal sulfides. Appl.
Environ. Microbiol. 70: 4491-4498. Financiado por FONDECYT 1030767 ¢ ICM P99-031-F.



Simposio 2
NUEVOS ENFOQUES Y ESTRATEGIAS EN BIOPROCESOS:

Coodinador: Claudia Altamirano

I. HERRAMIENTAS DE GENOMICA FUNCIONAL AL SERVICIO DE LA
INGENIERIA METABOLICA: PRODUCCION DE ALCOHOLES Y ACIDOS
ORGANICOS

Ramdn Gonzilez
Departments of Chemical Engineering and Food Science & Human Nutrition,lowa State University, Ames, lowa.

La secuenciacion completa de los genomas de muchos organismos en los Gltimos afios (226 genomas
completamente secuenciados v otros 976 en progresn) ha marcado el advenimiento de la llamada era post-
gendmica. En consecuencia, se ha generado una gran cantidad de informacion y tecnologias que han llevado al
surgimiento del area genomica funcional (GF). Por definicion, el 4rea GF incluye el desarrollo de metodologias
experimentales de caracter sistémico y su uso para caracterizar la funcion de cada gen en ¢l genoma de un
organismo dado. Los arreglos de DNA son actualmente una de las tecnologias mas avanzadas en esta area y los
mismos permiten cuantificar simultineamente los niveles de expresion de miles de genes en una muestra. Aunque
esta tecnologia ha sido ampliamente usada en estudios bisicos. su uso en areas aplicadas como la Ingenieria
Metabdlica (IM) ha sido limitado. La IM se centra en ¢l andlisis v modificacion de procesos metabélicos con el
abjetivo de mejorar las propiedades celulares o la formacion de un producto haciendo uso de la tecnologia de
ADN recombinante,

En esta charla se presentarin varios ejemplos de la utilizacion de perfiles transcripcionales (obtenidos a partir de
arreglos de ADN) para el estudio y modilicacion de la bacteria £ coli. Los ejemplos a presentar abarcan las areas
de IM e IM inversa, incluyendo el estudio del metabolismo anaercbico de azicares v su modificacion para la
produccion de distintos productos quimicos. Dos casos especificos seran analizados: (1) el consumo de xilosa ¥

glucosa, individualmente v en mezclas, en cepas silvestres y en cepas con modificaciones en los sisiemas
reguladores del metabolismo de azicares y (2) la identificacion de cambios genéticos ¥ metabolicos en cepas
preductoras de ctanol. las cuales fueron obtenidas via evolucion dirigida. El andlisis transcripcional de cepas
silvestres ¥ recombinantes sera presentado en forma integrada con el andlisis de flujos metabélicos

2. CULTIVOS DE ALTA DENSIDAD CELULAR APLICADOS A LA PRODUCCION
DE UNA VACUNA RECOMBINANTE.

Juan Carlos Gentina M.
Escuela de Ingenieria Bioguimica
P. Universidad Catdlica de Valparaiso. Valparaiso.

Llevar a escala de produccion comercial un proceso concebido a nivel de laboratorio es una tarea compleja que
demanda importantes esfuerzos humanos y econémicos. En esta tarea de investigacion v desarrollo se debe
adaptar el proceso a las condiciones de produccion industrial, manteniendo en mente producir al menor costo
posible. e los variados factores que concurren en este desarrollo, se considerara solamente ¢l tecnologico v
centrado en la etapa de fermentacion del proceso. Las decisiones sobre el como realizar esta etapa estan
comunmente condicionadas por dos indices de produccion: el rendimiento de la concentracion de sustrato en
producto (Y «.c) v la productividad volumétrica o la velocidad de acumulacion de producto por unidad de volumen
de caldo fermentado (Qp). De esta forma lo que se hace es compatibilizar los requerimientos fisiologicos de la
célula con las condiciones de operacion.

De las muchas decisiones pertinentes a esta ctapa, una de cllas es la modalidad de cultivo: por lotes. lotes
alimentados o cultivo continuo. El cultivo por lotes alimentados cuenta con amplia aceptacion en la industria v se
caracteriza por entregar condiciones controladas de fermentacion indispensables para una vasta gama de procesos
productivos. Se trata de una operacion semi continua. con un flujo de alimentacion del nutriente limitante y gue al
no poseer una descarga, el liquido se acumula en el interior del fermentador.
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Para ilustrar el impacto del disefio de una estrategia de fermentacion se presentan v discuten los resultados
obtenidos en el desarrollo de una fermentacion por lotes alimentados para producir células de E coli JM 109
transformadas con el plasmido pcTOPO-7. Este plasmido contiene la secuencia de ADN correspondiente a un
segmento de la proteina VP2 del virus de la necrosis pancredtica infecciosa que afecta a  salmonideos. el cual
exhibe adecuadas propiedades antigénicas.

Las experiencias se realizaron en un fermentador con vasija de 5 litros (New Brunswick Sci., Modelo M19).
provisto de agitacion v aireacion variables, controladores de temperatura v pH. medicion de oxigeno disuelto en el
caldo de fermentacion y en los gases de salida v sistemas de alimentacion del nutriente limitante y de

enriquecimiento de la corriente de aireacion con oxigeno puro.

3. ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO METABOLICO DE CELULAS CHO BAJO
DIFERENTES FUENTES DE CARBONO Y ENERGIA

Claudia Altamirano Gomez
Escuela de Ingenieria Bioquimica,
P. Universidad Catélica de Valparaiso, Valparaiso.

El cultivo de células animales {CCA) para la produccion de proteinas terapéuticas ha experimentando en los
altimos afios un desarrollo de notables dimensiones. Debido a la compleja naturaleza de este tipo de cultivo con
respecto a los sistemas de fermentacion microbianos los procesos desarrollados presentan bajas productividades.
Este es un problema que ha permanecido v ha contribuido al altisimo costo de los productos derivados de la
tecnologia del CCA.

La formulacion de medios de cultivos optimizados para ¢l crecimiento celular tiene un impacto critico en esta
tecnologia. por ello ha sido objeto de estudio durante muchos aios. En general. se ha aceptado que las principales
fuentes de carbono y energia son la glucosa ¥ la glutamina. Sin embargo, in vitro las células exhiben un rapido
metabolismo de estos nutrientes, que conduce a su pronto agotamiento v a la acumulacion de lactato y amonio, los
que a menudo inhiben el crecimiento celular limitando la vida del cultivo. En este sentido, se ha determinado la
capacidad de las células CHO (células de ovario de hamster chino) para utilizar compuestos lentamente
metabolizables. lo que conduce a una drastica reduccion en la produccion de subproductos indeseables. Sin
embargo, en algunas situaciones se observa una reduccion del crecimiento celular. Por ejemplo, la sustitucion de
¢lutamina por glutamato produce un incremento en el crecimiento celular ¥ la reduccion de lactato y amonio,
mientras que la sustitucion de glucosa por galactose reduce casi por completo la produccion de lactate., pero

también la velocidad especilica de crecimiento (respecto a la situacion con glucosa/glutamato). Un aspecto a
destacar de estas experiencias, es que ni la velocidad especifica de produccion de la proteina de interés ni su
actividad especifica se ven afectadas. Esto hace altamente interesante ¢l estudio del comportamiento metabélico
de las células bajo diferentes condiciones nutricionales, con objeto de analizar y sugerir nuevas y mejores
estrategias de cultivos.

En el presente trabajo se analiza una serie de cultivos de células CHO wtilizando glutamato mas glucosa y/o
galactosa v se discute la informacion adicional obtenida mediante el Analisis de Flujos Metabélicos.



SIMPOSIO 3 MIFAB

EVOLUCION BACTERIANA: EL CRECIMIENTO Y LA DIVISION CELULAR.

Coordinador: Rosalba Lagos

I. INSIGHTS ON PATHOGEN EVOLUTION GAINED FROM COMPARATIVE
GENOMICS

Roberto Kolter
Harvard Medical School, USA

Pathogenic bacteria are most ofien studied in the context of the disease they cause on their host. Yet. many such
pathogens spend much of their existence in environments outside the host. What genomic sequences are selected
for in the environment? Are there ecological roles for some virulence factors? As an initial approach to answer
these questions we have been carryving out comparative genomic studies several clinical and environmental
isolates abtained from diverse locations of the ubiquitous soil microbe, and opportunistic pathogen, Psendomonas
aeruginosu  The genome is remarkably conserved among all the isolates and there are no clear indications of
relevant differences between clinical and environmental isolates. Importantly, most if not all of the genes
encoding known mammalian virulence factors are present in all strains analyzed thus far. These findings support
the hypothesis that these virulence genes have an ecological role.

2. EXPRESION GENICA Y PERSISTENCIA EN Mycobacterium tuberculosis

Maria Mercedes Zambrano
Corpogen Carrera 5 No. 66A-34, Bogota, Colombia

Mycobacterium tuberculosis es un patogeno que puede infectar y permanecer por largos periodos de tiempo
dentro de su hospedero humano en un estado persistente que no produce sintomas ni enfermedad activa. Aunque
el estado metabélico del bacilo durante esta infeccion latente es controversial, es evidente que este
microorganismo ha desarrollado mecanismos que lo hacen un patégeno altamente existoso. En este sentido el
analisis de genes involucrados en ciclo celular v persistencia bajo condiciones de estrés es importante ya que este
conocimiento puede llevar a entender la fase latente de la enfermedad y quizas al desarroflo de nuevas estrategias
de control.  Adicionalmente, la disponibilidad de la secuencia de varios genomas ha permitido realizar analisis
globales de diversas cepas y ha indicado que M. ruberculosis tiene una limitada diversidad en comparacion con
otros patogenos bacterianos. Sin embargo, la examinacion de multiples aislados clinicos indica que si existe cierta
variabilidad en algunos loci del genoma. lo cual sugiere que estos cambios pueden ser importantes para virulencia
¥ patogénesis.

3. ETAPAS INICIALES DE LA FORMACION DEL SEPTO DE DIVISION

Miguel Vicente
Centro Nacional de Biotecnologia. CSIC. Madrid, Espaia.

Una proteina similar a tubulina, FisZ, y otra similar a actina, son, junto con ZipA, los primeros elementos cuyo
ensamblaje en el sitio de division de Escherichia coli se manifiesta formando un anillo. A esta etapa le sigue la
incorporacion, en una secuencia temporal que culmina en la formacion de un septo que separa las dos células
hijas, de al menos ofras siete proteinas imprescindibles para el proceso. La eleccion del lugar de la célula en donde
se ensambla el anillo de division, mediada entre otros mecanismos por el conjunto de proteinas MinC. D v E, es
crucial para que la division ocurra en ¢l centro de la célula garantizando la equidad en el reparto del contenido
celular entre las hijas.

La delecion de las hojas beta S12 v 13 de la proteina FisA produce una proteina anomala. pero activa en
H b P

septacion, que ademis cuando se expresa moderadamente consigue equivoecar equivocar al resto de las proteinas
que forman el anillo de division, incluso a FtsZ que es la que dispara el ensamblaje, v llevarselas a lugares

inesperados dentro de la célula.



Por el contrario, la delecian del dominio 1C. que es la mayor diferencia estructural de FisA respecto a otros
miembros de la familia actina-hexokinasa-Hsp70. destruye la actividad de FisA en la septacion, pero no le impide
colocarse en los lugares correctos en los que normalmente se ensambla el anillo de division.

A diferencia de lo que ocurre en la tubulina. el GTP es el nucleotido que ocupa con preferencia el sitio activo de la
proteina FtsZ. FEsta diferencia repercute asimismo sobre los mecanismos de polimerizacion y acaba
manifestandose en algunas de las propiedades de la polimerizacion de FisZ in vitro.

J. M. Gonzalez. M. liménez. M. Vélez. J. Mingorance, J.M. Andreu, M. Vicente, and G. Rivas. 2003. Essential
cell division protein FisZ assembles into one monomer-thick ribbons under conditions resembling the crowded
intracellular environment. £ Biol Chem. 278: 37664-37671.

1. Mingorance, S. Rueda, P. Gomez-Puertas, A. Valencia, and M. Vicente. 2001, Escherichia coli FIsZ polymers
contain mostly GTP and have a high nucleotide turnover. Mol Microbiol. 41: 83-91.

A. L. Rico, M. Garcia-Ovalle, J. Mingorance, and M. Vicente. 2004. Role of two essential domains of Escherichia
coli FisA in localization and progression of the division ring. Mol Microhiol. 53: 1359-1371 (and COVER).

4. ESTABILIDAD Y PLEGAMIENTO DE LA PROTEINA DE DIVISION {TSz

Octavio Monasterio
Facultad de Ciencias. Universidad de Chile

EcFtsZ, una proteina que participa en la formacion del anillo Z durante la division de la célula de £ cofl.
autoensambla in vitro para formar protofilamentos a través de interacciones longitudinales. que inducen actividad
GTPésica. La presencia de calcio u otros cationes, coma DEAE-dextrano, induce la formacion de hojas a través de
interacciones laterales. La estructura tridimensional de FisZ de Methanococeus jannaschii (MjFtsZ) se conoce a
alta resolucion v la de las hojas formadas in vitre ha sido resuelta a baja resolucion. Sin embargo, la naturaleza de
las interacciones laterales es desconocida. En la estructura tridimensional modelada de EcFtsZ se determinaron las
zonas de interaccion lateral a partir de mutaciones correlacionadas v por “docking” proteina-proteina. Se encontré
que los residuos de aminodcidos glutamato 83 v arginina 85. localizados en la vuelta entre las hélices H2A y H2 de
una de las caras laterales, podrian mediar en estas interacciones. Al comparar estas interacciones con la de los
microtabulos se encontro una muy buena correlacion. La participacion de estos residuos fue confirmada al mutarlos
por glutamina. Estas mutaciones afectaron la viabilidad y disminuyeron. la actividad GTPasica en el siguiente
orden: EcFis7 silvestre > E830Q >> R85Q. La mutante E83Q polimerizo como filamentos dobles en tanto que la
mutante R85Q no polimerizo. En presencia de DEAE-dextrano ambas proteinas mutantes formaron hojas que
contenian un pequefio nimero de protofilamentos. Los modelos propuestos para la formacion de filamentos dobles
y hojas seran discutidos a la luz de las estructuras determinadas para los polimeros de MjFtsZ y de FisZ de
Micabacterium tubercutosis. como también de otras mutaciones efectuadas sobre las caras laterales de FisZ.

El desplegamiento con GdmCl y el plegamiento de MjFtsZ es un proceso reversible que muestra una tipica curva
cooperativa propia de un proceso de dos estados. Sin embargo, estudios de microcalorimetria diferencial de barrido
muestran la presencia de intermediarios de plegamiento al aumentar la temperatura. La FisZ replegada es funcional
e independiente de la presencia de chaperonas. Se propone un modelo de plegamiento que daria cuenta de los
resultados,

Financiado por FONDECY'T 1010848
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SIMPOSIO 4:

NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO EN MICROBIOLOGIA.
Coordinador: Luis Fidel Avendaiio

1. AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA CLINICA

lgor Mimica
Prolab. Brasil

El desarrollo de aparatos capaces de automatizar algunos de los procesos que se realizan en el laboratorio clinico
ha tenido un gran impulso en los ultimos ailos especialmente en la década pasada.

Los procesos en los que se ha obtenido buenos resultados. son los de identificacion de microorganismos, estudios
de sensibilidad de los mismos v en el aislamiento de los agentes patégenos a partir de la sangre o de otros liquidos
hiolégicos de pacientes.

En la identificacion de microorganismos, estos sistemas automatizados, emplean grande cantidad de sustratos (25
a 30) de forma que estas numerosas reacciones pueden ser comparadas con bancos de datos que permiten un
diagndstico bastante exacto.

La siembra del indculo puede ser manual o automitica y la lectura de los resultados es hecha automaticamente por
lectores de estas placas, que se comunican con una computadora donde esta el banco de datos. La comparacion de
los resultados obienidos con este banco también es hecha automaticamente asi como la emision del resultado
identificando ¢l agente.

En algunos de estos sistemas que trabajan con enzimas preformadas los resultados pueden ser obtenidos en forma
muy rapida (2 a 4 horas).

En las mismas placas donde se colocan los substratos bioquimicos tambi¢n pueden colocarse diluciones de
diferentes antimicrobianos, lo que permite una determinacion semicuantitativa de la sensibilidad del agente
aislado.

Los progresos en la automatizacion mas importantes en microbiologia clinica se han desarrollado con aparatos
capaces de diagnosticar la existencia de microorganismos en sangre v otros liquidos biologicos.

Las septicemias son urgencias médicas que exigen un diagnastico de laboratorio rapido y seguro. Los aparatos de
hemocultivos son capaces de detectar  rapidamente pequefas cantidades de microorganismos, habitualmente
monitoreando la produccién de CO2 durante la multiplicacion de los mismos dentro de los frascos de
hemocultivos. La multiplicacion es favorecida por la agitacion permanente de los cultivos, lo que permite un
mejor aprovechamiento de los nutrientes por parte de los agentes infecciosos.

La siembra en placas para la identificacion del microorganismo es hecha habitualmente en forma manual, aunque
en este afio fue lanzado un nuevo sistema que también permite la siembra automdtica en medios sélidos.

2. APLICACION DE LA CUANTIFICACION VIRAL EN MEDICINA HUMANA

Vivian Luchsinger F.
Programa de Virologia. 1ICBM, Fac. Medicina U.Chile viuchsin@med.uchile.cl

El diagndstico virologico se ha constituido en una necesidad de la prictica médica porgue la identificacion del
agente etioldgico incide en el manejo de los pacientes, como en la decision de administrar antivirales, por el
reducido espectro de accion, los  frecuentes efectos adversos y el alto costo de éstos. Las desventajas de las
técnicas clasicas {aislamiento viral) - menor sensibilidad, necesidad de preservar la infectividad viral y demora en
los resultados-. estimularon el desarrollo de métodos diagnosticos sensibles, especificos y rapidos, como la
reaccion en cadena de la polimerasa {PCR). Con ella se puede detectar. potencialmente, el acido nucleico
especifico de cualquier virus. Sus aplicaciones se han ido expandiendo. incluyendo a virus con DNA o RNA
(enterovirus. virus respiratorio sincicial, etc.) ¥ permitiendo la deteccion simultanea de diferentes tipos de agentes
infecciosos o de varios virus, como la PCR muoltiplex desarrollada para herpesvirus. Esto es especialmente atil en
el diagnostico diferencial etiologico de cuadros clinicos que pueden ser ocasionados por diversos virus (afecciones
del sistema nervioso). Otra posibilidad de la PCR es la estimacion de la cantidad de genoma viral presente en una
muestra, situacion fundamental en las infecciones persistentes latentes (herpesvirus) o cronicas (VIH. VHB, VHC)
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para correlacionar la presencia viral con la enfermedad v monitorizar el progreso de la infeccion y la eficacia del
tratamiento.

En la PCR en tiempo real (real ~time PCR}. a diferencia de la “PCR convencional™, se visualiza la produccion del
amplificado a medida que va ocurriendo en el tiempo. Los equipos automiticos utilizados poseen un sistema
optico que excita la marca fluorescente de los partidores o de los amplificados y detecta la seial fluorescente
generada al ir progresando la PCR. permitiendo resultados en muy corto tiempo(Ej.: 30 min.). A lo anterior
también contribuyve el menor nimero de ciclos realizados v la ausencia de procedimientos posteriores para
detectar el producto de la PCR, constituyendo un sistema cerrado. reduciendo las posibilidades de contaminacion
al no abrirse los tubos, Las aplicaciones potenciales son miltiples, pero hay pocos ensayos licenciados (HIV.
CMV vy papiloma), por lo que muchos de los que se utilizan son preparados en cada laboratorio, variando en
calidad v tecnologia. La cuantificacion del DNA de citomegalovirus (CMV). imporiante agente de enfermedad y
muerte en inmunocomprometidos, ha permitido correlacionar la carga viral en la sangre y la probabilidad de
desarrollar una enfermedad. facilitando la terapia oportuna v la comprobacion de su eficacia.

3. DESARROLLO Y APLICACION DE PCR PARA DETECTAR AGENTES
EN ALIMENTOS

Amna M. Sandino
Universidad de Santiago de Chile

Resumen No Disponible



SIMPOSIO §:

MICROBIOLOGIA MARINA

Coordinador: Manica Visquez.

1. HACIA UNA HISTORIA NATURAL DEL PICOPLANCTON MARINO

Carlos Pedros-AliG
Institut de Ciéncies del Mar (CMIMA. CSIC), Barcelona, Espania

Los seres vivos mas pequefios son también los mas desconocidos. En el mar, estos microorganismos de menos de
2 0 3 micrometros de didmetro, se engloban bajo el nombre de picoplancton. Tradicionalmente. se podian
determinar sus actividades. por ejemplo la descomposicion de materia organica o la nitrificacion, pero no se sabia
su identidad. En las dltimas décadas la aplicacion de técnicas procedentes de la biologia molecular a ambientes
naturales han permitido descubrir una diversidad extraordmaria. Actualmente estamos en disposicion de intentar
unir estas dos aproximaciones v asignar un papel ecologico y biogeoquimico a cada microorganismo. En esta

charla presentaré dos ejemplos.

El primero sera el de los flagelados heterotrficos. Estos microorganismos son responsables de cerrar el
denominado bucle microbiano, alimentandose de bacterias v siendo el alimento de ciliados v pequeiios animales.
Pero solamente en los altimos afios estamos empezanda a determinar qué organismos son responsables de esta
transferencia de carbono en el mar. Realizando experimentos de enriquecimiento, de alimentacion sobre bacterias
marcadas (Tuorescentemente y FISH. intentamos demaostrar que los organismos responsables de la bacterivoria en
el mar son grupos de flagelados descubiertos recientemente que pertenecen al superorden de los Estramendpilos.

El segundo ejemplo sera el de las bacterias que intervienen en el ciclo de los compuestos organicos del azufre:
DMSP y DMS. Estos compuestos han recibido mucha atencion debido al papel que el DMS parece jugar en la
regulacion def clima del planeta. Mediante la combinacion de la microautoradiografia v el FISH estamos
intentando averiguar qué bacterias son las mas importantes en la transformacion de DMSP en DMS.

Aunque todavia se esta muy lejos de tener una funcion para cada especie de microorganismo picoplantonico, se
estan dando los primeros pasos hacia una historia natural de estos microorganismos.

1. APLICACIONES DE MICROORGANISMOS MARINOS FORMADORES DE
BIOPELICULAS

Riguelme C: Silva F: Zapata M: Lody M: Luza Y: Avala C y C. Infante .
Laboratorio de Ecologia Microbiana , Dpto de Acuicultura. Universidad de Antofagasta

En el ecosistema marino las biopeliculas microbianas juegan un papel fundamental en el desarrollo de
las bivincrustaciones en  superficies sumergidas. Los primeros colonizadores son las bacterias v microalgas.
Fistos microorganismos pueden secretar compuestos extracelulares que estimulan o inhiben ¢l asentamiento de los
demds componentes de la cadena tréfica. Esta cualidad de los microorganismos componentes de la colonizacion
primaria de una superficie puede ser utilizada en actividades industriales humanas como la acuicultura. En nuestro
laboratorio, se han seleccionado bacterias y microalgas optimizadoras del asentamiento y sobrevivencia de larvas
de invertebrados marinos como Argopecten purpurarus. Las biopeliculas formadas por los microorganismos
seleccionados como la bacteria Hulomonas sp v la diatomen Amphora sp son producidos en fotobioreactores
desarrollados por el laboratorio y se utilizan en la impregnacion de sustratos utilizados en fijacion de larvas de
nvertebrados marinos de importancia comercial, ademasse evaltia su potencial uso para la optimizacion de la
captacion natural de larvas de Argapecten purpuratis.

Por otro lado, también se han aslado especies bacterianas principalmente del genero Alreromonas,
como el clon Nil LEM productor de compuestos extracelulares de naturaleza proteica de un bajo peso molecular,
termoestable y que tienen la cualidad de inhibir el asentamiento v fijacion de microalgas bentonicas, macroalgas y
larvas de inveriebrados marinos involucrados en el desarrollo de  bioincrustaciones o “biofouling™ en el medio
ambiente marino. En la actualidad se realizan estudios conducentes a optimizar la produccion masiva de las
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sustancias antibioincrustantes de origen bacteriano v la seleccion de las resinas adecuadas para su uso en sistemas

acuicolas.
Financiamiento Fondef DO2I1098

3.- PROCESOS BIOGEOQUiMl(‘()S Y DIVERSIDAD MICROBIANA EN LA ZONA
DE MINIMO DE OXIGENO FRENTE AL NORTE DE CHILE

Osvaldo Ulloa
Departamento de Oceanografia. Centro de Investigacion Oceanografica, OPAS, Universidad de Concepcion

Existen regiones del océano mundial que presentan aguas de profundidades intermedias con bajo contenido de
oxigeno (<22 | IM), miximos de nitrito y déficit de nitrato, las cuales son denominadas “zonas de minimo de
oxigeno™ (ZMO). Si bien en el océano actual las ZMO representan solo un porcentaje minimo del volumen
ocednico, en ellas se dan procesos biogeoquimicos de impacto global. Por ejemplo. las bajas concentraciones de
oxigeno permiten el uso de nitrato como aceptor de electrones en la respiracion de la materia organica sintetizada
en superficie via la fotosintesis. Esto produce nitrito, el cual a su vez puede ser reducido hasta especies gaseosas de
nitrogeno susceptibles de escapar hacia la atmosfera (i.e.. desnitrificacion). como son el nitrogeno molecular y el
éxido nitroso. Este altimo puede también ser generado por nitrificacion en zonas de la columna de agua con menor
escasez de oxigeno, Asi, las ZMO son consideradas como las principales regiones por las cuales el océano pierde
nitrégeno fijado. Sin embargo, muchos de los procesos biogeoguimicos que alli ocurren. sus mecanismos de
regulacion, v la diversidad de los microorganismaos responsables son todavia desconocidos.

Una de las tres ZMO mas importantes del planeta se encuentra frente a las costas de Perii ¥ norte de Chile.
Durante estos tltimos afios. nuestro grupo ha estado estudiando la ZMO frente al norte de Chile, combinando
estudios de procesos biogeoquimicos con aquellos de diversidad microbiana. Para esto ltimo se han aplicando
técnicas moleculares cultivo-independientes. En este trabajo se presenta una sintesis de los principales resultados
obtenidos a la fecha, que incluye la presencia de poblaciones de cianobacterias en la region iluminada de la ZMO.
la importancia del oxigeno como regulador ambiental de los procesos v la amplia diversidad de algunos genes
funcionales involucrados en la biogeoguimica del nitrogena,
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ACCESS MEETING, “INNOVATIVE APPROACHES TO UNDERSTAND COMPLEX MICROBIAL
COMMUNITIES FOR ECO-ENGINEERING THE DEGRADATION OF HERBICIDES IN STRESSED
AGRICULTURAL SOILS

I COMMUNITY STRUCTURE AND FUNCTIONAL DIVERSITY IN
AGRICULTURAL SOIL TREATED WITH PHENOXYALCANOATE HERBICIDES

Lotte H. E. Gabriel-Jiirgens und Dietmar H. Pieper

Biodegradation Research Group., German Research Centre for Biotechnology-GBF. Mascheroder Weg 1. 38124
Braunschweig. Germany, hgoi@ghf.de, dpi@gbf.de

Soil bacteria play a crucial role in biogeochemical cycles. Anthropogenic activities like agriculture, the use of
pesticides and pollution in general influence the microbial community structure within the soil and as a consequence
the above ground ecosystem. A detailed knowledge on the response of microbial communities to stress exerted by
pollutants with respect to structural changes, diversity and catabolic performance will allow knowledge based soil
use to more actively reduce pollution. However. until today. our knowledge about soil microbial diversity is still very
limited. The limitation is due to the inculturability of the predominant fraction of environmental bacteria. To overcome
these limitations it is essential to develop methods. which allow the direct and rapid assessment of the soil bacterial
diversitv and activity.

In this study, agricultural soils subject to treatment with phenoxyalcanoates were assessed in microcosms of’
increasing complexity with respect to microbial diversity and functional diversity. As functional markers, two gene
families of particular importance for phenoxyalcanoate metabolism were chosen. TRIA genes encode 2.4-Df1 -
ketoglutarate dioxygenases, which catalyze the initial step of 2,4-D degradation, namely its transformation into 2.4-
dichlorophenol. Primers amplifying members of three sublfamilies were optimized and applied for functional soil
analysis. THdC genes encode chlorocatechol dioxygenase, which catalyze ring-cleavage of central chlorocatechol

intermediates. Again, primers specific for different subfamilies were applied for functional analvsis. However. the
mere detection of catabolic genes not necessarily indicates catabolic activity, and analysis has to take into account
structure/function  relationships in catabolic key enzymes and gene expression. We will report here on
structure/function relationships in chlorocatechol 1.2-dioxygenases as well as on optimization of RNA extraction from
soil rich in humic acids. The availability of RNA not only allows the assessment of gene expression in soil systems via
the mRNA but also the analysis of probably active community members via a comparision of 165 rDNA and 16S
rRNA community profiles,

Both soil slurries stressed with 2.4-1> and soil microcosms were analyzed and the effect of 2.4 D application or
alfalfa plants on bacterial community structure and function evaluated.

2. AUTOMATIZACION EN MICROBIOLOGIA CLINICA

Francisco Velisquez
Centro Nacioanal de Biotecnologia CSIC, Madrid

El desarrollo de aparatos capaces de automatizar algunos de los procesos que se realizan en el laboratorio clinico
ha tenido un gran impulso en los Gltimos afes especialmente en la década pasada.
Los procesos en los que se ha obtenido buenos resultados, son los de identificacion de microorganismos. estudios
de sensibilidad de los mismos v en el aislamiento de los agentes patdgenos a partir de la sangre o de otros liquidos
bioldgicos de pacientes.
En la identificacion de microorganismos, estos sistemas automatizados, emplean grande cantidad de sustratos (25
a 30) de forma que estas numerosas reacciones pueden ser comparadas con bancos de datos que permiten un
diagnostico bastante exacto,
La siembra del inbculo puede ser manual o amomiitica y la lectura de los resultados es hecha automaticamente por
lectores de estas placas. que se comunican con una computadora donde esti el banco de datos. 1.a comparacion de
los resullados obienidos con este banco tambicn es hecha automdticamente asi como la emision del resultado
identificando el agente.
En algunos de estos sistemas que trabajan con enzimas preformadas los resultados pueden ser obtenidos en forma
muy rapida (2 a 4 horas).
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En las mismas placas donde se colocan los substratos bioquimicos también pueden colocarse diluciones de
diferentes antimicrobianos, lo que permite una determinacion semicuantitativa de la sensibilidad del agente
aislado.

Los progresos en la automatizacién mas importantes en microbiologia clinica se han desarrollado con aparatos
capaces de diagnosticar la existencia de microorganismos en sangre y otros liquidos biolégicos.

Las septicemias son urgencias médicas que exigen un diagndstico de laboratorio rapido y seguro. Los aparatos de
hemocultivos son capaces de detectar rapidamente pequefias cantidades de microorganismos, habitualmente
monitoreando la produccion de CO2 durante la multiplicacion de los mismos dentro de los frascos de
hemocultivos. La multiplicacion es favorecida por la agitacion permanente de los cultivos, lo que permite un
mejor aprovechamiento de los nutrientes por parte de los agentes infecciosos.

La siembra en placas para la identificacion del microorganismo es hecha habitualmente en forma manual, aunque
en este afio fue lanzado un nuevo sistema que también permite la siembra automatica en medios solidos.

3. BIOPHYTOREMEDIATION

Ana Maria Giulietti, Cdtedra de Microbiologia Industrial y Biotecnologia, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires - Junin 956 - C1113AAD - Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Buenos Aires -
Argentina, e-mail: agiule/@ffyb.uba.ar

The use of plant and associated microorganisms for the clean up of polluted environments is termed
phytoremediation. Along the last decades, this area of biotechnology experienced a growing interest and many pilot
and full scale projects are being carried out. One of the mian advantages of this bioremediation approach is that it
can be applied in situ, making it suitable when important extension os soil are contaminated. The bioremediation
process is extremely complex. Numerous physical, chemical and biological variables interplay in a network. The
experience of the last decades indicates that it not possible to make generalizations and case by case studies must

be performed. For controlling and optimizing any biologically driven process, accurate studies of microbial
communities and catabolically active members, and their interaction with plant species must be performed.
Understanding these interactions in the environment is extremely difficult. Therefore, prior to the application of a
bioremediation protocol to field conditions, it is necessary to conduct laboratory scale studies. Microcosms studies
are particularly useful since they permit to simulate field conditions controlling many experimental variables at the
same time. These model systems permit to estimate the bioremediation feasibility for a determined contaminated
soil. Also they are necessary for studying the events that occur at a molecular level and the design novel
technologies for applying and monitoring a bioremediation process in the field.

This work was supported by grant ICA4-CT-2002-1001 1. European Community.

46



TRABAJOS DE INCORPORACION



SESION DE TRABAJOS DE INCORPORACION I

ORGANIZACION TRANSCRIPCIONAL Y EXPRESION DE LOS GENES INVOLUCRADOS EN LA
PRODUCCION DE MICROCINA E492 ACTIVA (Expression and transcripcional Organization of the genes
involved in the production of active microcin E492)

Corsini, G.* v Lagos. R. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. Mail:
gine.corsinierproludp.cl

La microcina E492 es un antibiotico polipeptidico de 7886 Da. producido v secretado por Klebsiella prenmoniae
RYC492. A dilerencia de otras bacteriocinas, la microcina F492 se sintetiza en forma activa solo en fase
exponencial de crecimiento.

Los delerminantes genéticos necesarios para la produccion de microcina E492 activa fueron clonados.
secuenciados v expresados de £ coli. Los genes moeA v B participan en la sintesis ¢ inmunidad de la microcina,
los genes meeG y Hoen la exportacion v los genes meeC. DL | v | estin implicados en la maduracion de la
microcina.

Se determing que el sistema productor de microcina E492 esta constituido por 10 genes, organizados en 7
unidades transcripcionales: meeBA, meeC, meeD, meek, meel, meefiG v meefHG. Empleando [a téenica de
extension del partidor se caracterizaron las regiones promotoras de estas unidades transcripeionales. Los patrones
de transcripcion en distintas etapas de crecimiento y condiciones de cultivo se analizaron mediante RT-PCR,
hibridacidn del tipo Northern v fusiones traduccionales. Se determing que los genes meeA, B, D, E. F, G ¥ H se
transcriben tanto en fase exponencial comoe estacionaria de crecimiento. Los genes mcel v 1 presentan una pérdida
de expresion en fase estacionaria, en tanto que en esta misma fase el gen meeC mostré una disminucion de tres
veces en sus niveles expresion. La disminucion de la transcripeion de estos genes daria cuenta de la pérdida de
produccion de microcina activa en fase estacionaria. Se estudio ademas el efecto del hierro en la expresion de los
genes implicados en la produccion de microcina encontrindose que este metal no tiene ningin efecto sobre la
expresion a excepeion del gen meeC. La carencia de hierro disminuve la expresion de este gen y su regulacion no
estd asociada a la unién de la proteina reguladora Fur a la region promotora.

FONDECY T 1020757 v 2000016, * Becario Fundacion Maria Ghilardi Venegas.

POSIBLE PAPEL DE LOS POLIFOSFATOS INORGANICOS EN LA TOLERANCIA A METALES
PESADOS EN Acwlithivhacillus fervooxidans. (Possible role of inorganic poelyphosphates in heavy metal
olerance in A Jerroovidans ) f\lvarcz: Sy lerez. €. AL Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia. Instituto Milenio CBB. Departamento de Biologra. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.

salvareziaiuchile cl

Acidithiohacitius ferroovidens es una bacteria quimiolitoautotrofica que obtiene energia de fa oxidacion del ion
ferroso v de compuestos azulrados, lo que lo hace de gran importancia en bhiomineria para la recuperacion de
cobre. oro v uranio. Eista bacteria normalmente enlrenta altas concentraciones de metales pesados toxicos. Se ha
propuesto que los politostatos inorgdnicos {poliP) v el transporte de complejos metal-fosfato podrian participar ¢n
Ia tolerancia a estos metales. Para investigar esta posibilidad en A ferroovidans. se determina los niveles de poliP
cuando se crecit en o translirio a medios con altas concentraciones de cobre thasta 100 mM). Se observo un
rapido descenso en el nivel celular de poliP, con un concomitante incremento de la actividad exopolifosfatasa
{PPX)y una estimulacion de la salida de Pi hacia ¢l ambiente extracelular. Cobre v otros metales, en el rango de |
a 2 uM. produjeron una gran estimulacion in vitro de la actividad PPX presente en extractos celulares. Un anilisis
bhioinformatico de la secuencia gendmica A, ferroovidany ATCC 23270 no revelo la presencia de algan probable
transportador de tipo Pit para explicar la salida de Pi desde las células. En cambio, se encontrd un marco de
lectura similar tanto en estructura primaria como secundaria, al transportador Pho84 de Saccharomyces cerevisiae
¢l cual es funcional a pll acido. Estos resultados apovan un mecanismo para la lolerancia de jones metalicos en A.
forroovidans basado en la estimulacion de la hidrolisis del poliP v el ransporte de los complejos metal-Pi

generados hacia el exterior de la célula.

Alvarez S. and lerez CA. 2004, Copper ions stimulate polvphosphate degradation and phosphate efflux in
Avidithiobaciilus forrooxidans. Appl Environ Microbiol. 70:5177-5182. Financiado por Proyecto ICM P-99-031-
I



ESTRUCTURA COMUNITARIA Y FILOGENIA DE LAS CIANOBACTERIAS ASOCIADAS A LA
ZONA DE MINIMO OXIGENO (ZMO) DEL NORTE DE CHILE. C ommunity structure and phylogeny of
cyanobacteria related to Northern Chilean Oxygen Minimum Zone (OMZ).

J. Francisco Santibaiiez-Bustos'. Osvaldo Ulloa', David J. Scanlan’ & Nick Fuller

'"Universidad de Concepcion, Centro de Investigaciones Oceanograficas del Pacifico Sur-Oriental (COPAS).
Programa Regional de Oceanografia Fisica y Clima (PROFC) y Departamento de Occanografia, Concepcion.
Chile. “University of Warwick. Department of Biological Sciences. Coventry, United Kingdom.
Jjusantibiaiprofe.udec.cl

Cianobacterias del genero Synechococens ¥ Prochlorococcus presentan una amplia distribucion en aguas
ncednicas v cosleras, v ocupan una importante posicion en la base de las relaciones troficas marinas. Debido a sus
gran abundancia es ahora bien reconocida la relevancia de estos grupos en el ciclo global del carbono. Con el
proposito de confirmar la presencia y caracterizar genéticamente a los miembros de estos grupos en las aguas del
norte de Chile, se utilizaron herramientas moleculares basadas en ¢l analisis de secuencias del gen 16S ARNr. Las
relaciones filogenéticas fueron determinadas utilizando andlisis de amplicones generados a partir  de muestras
ambientales de ADN genomico obtenido  desde la zona oxica de la columna de agua (15 m) y desde la zona
suboxica (35 m). Con el fin de conocer la estructura genética de ambos grupos a través de la columna de agua se
utilizo hibridacion dot blot con miltiples sondas genotipo especificas. Los resultados obtenidos confirman la
presencia de este grupo en las aguas del norte de Chile. Fstos presentan una distribucion  vertical que abarca
desde la superficie hasta profundidades cercanas a los 100 m. Las pruebas de hibridacion dot blot mostraron qua
tanto Prochilorococcus como Symechcoccus  presentaron una clara estralificacion de genotipos a través de la
columna de agua. Adicionalmente, la informacion filogenética obtenida muestra la presencia de distintos
genolipos para ambas regiones estudiadas. Los datos obtenidos  hasta la fecha revelan que el componente
picolitoplanctonico presente en el norte se Chile se encuentra en la forma en un complejo ensamblaje microbial.

FINANCIAMIENTO: Centro Fondap-COPAS

BACTERIAL COMMUNITIES IN AN INTERTIDAL ECOSYSTEM: SEASONAL CHANGES.
PHYLOGENY AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL

Stevens, H. 1.2 . Brinkhofl, T.1. Simon. M1 {1) Institute of Chemistry and Biology of the Marine Environment
(1CBM). University of Oldenburg, P.O, Box 2503, 26111 Oldenburg, Germany

(2) Present address: Programa Regional de Oceanogralia, Fisica v Clima (PROFC) & Center for Oceanographic
Research (COPAS). Univ. de Concepeion. Barrio Universilario, Concepcion 3, Chile E-mail:
h.stevensf@profc.udec.cl

Intertidal ecosystems are known to be highly dynamic and require specific adaptations of indigenous organisms.
Therefore, they may comprise seasonally changing bacterial communities with a distinct biotechnological
potential. The bacterial communities of the German Wadden Sea of three different habitats, i.e. the water column,
suspended aggregates and the sediment surface were investigated using a polvphasic approach. A seasonal DGGE
analysis of water and sediment samples was performed showing bacterial communities in the three compartments
being different and surprisingly stable during the period of one year despite the seasonal dynamics of other
physico-chemical parameters. We isolated 192 different strains by comparison of their 165 rRNA sequence
similarity, mainly from MPN dilution series with media supplemented with various biopolymers. The
invesligation of their

biotechnological potential showed 58% of the investigated isolates being capable to produce secondary
metabolites. A phylogenetic analysis of all obtained sequences showed a great diversity of isolates and clones
within - and y-roteobacteria. and Gram | bacteria. Within the u- and y- Preteobacteria clusters were found with
sequences of isolates from high dilution steps, from DGGE hands and from the clone library. indicating the high
abundance of the respective organisms in the habitat. Two clusters were identified comprising only sequences of
clones and none from isolates. Overall, our results indicate that the bacterial communities in tidally influenced
ecosvstems are unique and probably well adapted to this habitat.
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SESION DE TRABAJOS DE INCORPORACION II

ESTUDIO DE GENES DE FIMBRIAS EN CEPAS DE Safmonella enteritidis DE ORIGEN CLINICO Y
AVICOLA AISLADAS EN ANTOFAGASTA-CHILE (1997-2000). {Study of the fimbriaes genes in S
enteritidis strains isolated in Antofagasta-Chile (1997-20000). Aravena C. Silva | v Araya 1. Depto. Tecnologia
Médica-INDES., Universidad de Antofagasta. Chile. E-mail:caravei@vir.net

On the worldwide the last decade the human gastroenteritis reports caused for S enteritidis has risen, S
enmteritidis, i< the main infection factor, it is often associated with contaminated  foods, poultry meat and eggs.
Chile (1994-1996) was aftected by an epidemic of S eaferitidis, with high frequency in the North of Chile. The
fimbriacs are important virulence factor in Salmonella, they are necessary for pathogenesis and have adhesives
functions. We analyvzed fimbrial genes sefB and pefA from 17 clinical and 16 poultry of the S enteritidis strains
isolated in Antofagasta city (1997-2000). The polymerase chain reaction (PCR) technique has been utilized for
detect sefB and pefA molecular markers genes. With this method the gene pefd is present in 53% in clinical
strains and 83% in poultry strains. These results indicated that Sef gene is highly conserved in S enteritidis.
however pefA is variable, it could indicated genetic diversity in operon PEF. The high frequency of pefA in
poultry isolates suggests that PEF could be necessary for S, enteriticdis prevalence in chickens.  PCR products.
sefB and pefd. were cloned and sequenced. Nucleotides alignment by BLAST of consensus sefB sequence had
999% (419/423) of identity with S emeritidis fimbrial protein (y¢fB) gene. Consensus pefd sequence had 99 %o
(423/426) of identity with S enteritidis pefA gene sequence deposited in GenBank. Those results confirm that the
primers used are specific for genes s¢fB and pefA. (FNDR-3328 Gobierno Regional 11 Regién y PEI
BO11.DIMV, Universidad de Antolagasta).

DIHIDROFOLATO REDUCTASAS (dHFR) FEN INTEGRONES CLASE 1 Y 2 DE CEPAS
HOSPITALARIAS DE BACILOS GRAM NEgativos RESISTENTES A TRIMETOPRIM. (difivdrofolate
reductases in class 1 and class 2 integrons of nosocomial gram-negative hacilli resistant fo teimethoprim)

Muiioz, J.". Medina. V.". Bello, H'. Dominguez, M. Mella, S, Zemelman, Ry Gonzilez, G."'Deplo.
Microbiologia. Fac. Ciencias Biologicas. “Depto. Medicina Interna. Fac. Medicina. U. de Concepcion. "Fac.
Ingenieria v Tecnologia. 1. San Sebastidn. Concepeion. Chile. jeamunozi@udec.cl

Frimetoprim-sulfametoxazol continga siendo una terapia ampliamente utilizada en infecciones no severas
causadas por hacilos Gram negativos (BGN), Sin embargo, el use constante de estos compuestos ha seleccionado
cepas con elevado nivel de resistencia. El principal mecanismo de resistencia a trimetoprim (TMP) esta mediado
por la sintesis de DHFR insusceptibles a TMP. codificadas en clementos genéticos moviles como plismidos.
transposones o cassetfes genéticos en integrones. 1 objetiva de este trabajo fue asociar la presencia de DHFR a
integrones clase 1 y 2 de BGN hospitalarios. Se pesquiso los genes dfrdd, dir A7, dfrA12 a dfrdlS y dfrAf7 en
integrones clase | v 2 de 181 cepas de BGN resistentes a IMP. La asociacion de los genes a integrones se realizo
mediante PCR. wtilizando partidores especilicos. El nivel de resistencia de las cepas varié entre 128 y 2,048
ug/ml. E1 48,1 % de las cepas presento alguna de las DHER pesquisadas. siendo el gen dfrAf ¢l mas frecuente (37
va). asociado principalmente a integrones clase 2 (89 o), seguido del gen dfrd 12 (9.4 %) que mayoritariamente
(76.4 “a) s¢ asocio a intezrones clase 1. Por su parte. los genes ofrd ! 7 v dfrA14 solo se encontraron en integrones
clase | (una y dos cepas. respectivamente). Se concluye que la mavoria de las cepas de BGN hospitalarios
resistentes a TMP, sintetizan alguna de las DHFR pesquisadas. siendo prevalente aquella codificada por el gen
dirA ], que forma parte de integrones clase 2.

Trabajo financiado por Proyecto FONDECYT 1000352
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CARACTERIZACION DE Lactobacilfus spp. VAGINALES AISLADOS DE MUJERES EN EDAD
FERTIL r(‘haraf.lemalum of vaginal Lactobacillus spp. isolated from women in fertile age).

Castro E'.. Boggiano G’ ' Depto. Obstetricia y Puericultura, Facultad de Medicina, Universidad de C oncepeion: *
Depto. Salud Publica, Facultad de Medicina. Universidad de Concepeion. ercastroia@udec.cl

Fundamento: La calidad. cantidad. potencial patogénico y densidad poblacional de la microflora vaginal depende
del aporte de perdxido de hidrogeno, de la capacidad de adherencia v produccion de dcido lactico. proporcionado
principalmente por Lactobacitlus spp.

Métodos: Se evalud la colonizacion de Lactobacifus spp. vaginales en mujeres de un area urbana de nuestro
medio y se estudiaron algunas propiedades fenotipicas y probidticas de las cepas encontradas. Se incluyeron 104
mujeres. aparentemente sanas, seleccionadas al azar v con consentimiento informado. Se emplearon téenicas
estandarizadas para la determinacion de las propiedades probicticas de hemaglutinacion. hidrofobicidad,
produccion de peroxido de hidrogeno v autoagregacion.

Resultados: Se obtuvo una baja frecuencia de mujeres colonizadas con Lactohaciflus spp. en el ambiente vaginal
(35/104). Segan la identificacion de los microorganismos por pruchas bioquimicas, 38.9% de las cepas
correspondieron a lactobacilos homofermentativos obligados v una proporcion pricticamente similar (47.2%), a
heterofermentatives  facultativos. En las cepas de £ crisparns se encontraron  propiedades probidticas
signilicativamente mejores, El emplee de anticoncepcion se asocio significativamente a la deplecion de
Lactobacillies spp. vaginales.

Conclusion: La deplecion de Lactobacdins spp. vaginales parece ser un fendémeno frecuente en las usuarias de los
centros de salud de nuestra medio, lo que hace necesario la implementacion de estrategias que favorezean su
prevencion, asi como el repoblamiento de la flora indigena en las mujeres de las dreas geograficas investigadas.

Esta investigacian fue desarrollada con aportes del Provecto N°99.84B.008-1.0. de la Direccion de Investigacion.
U de Concepeion.,

BUSQUEDA DE GENES DE FIBRIO CHOLERAE INDUCIDOS DURANTE LA INFECCION DEL
INTESTINO DELGADO DE RATON USANDO UNA TECNOLOGIA RIVET (RECOMBINATION-
BASED /A 171°0) EXPRESSION TECHNOLOGY) DE SEGUNDA GENERACION. (Large-scale screen for
Vibwin cholorae genes induced during infection of the mouse small intestine using a second generation
recombination-based in vivo expression technology). €. G. Osorio’, 1. A, Crawford”, J. Michalski’, 1. Martinez-
Wilson', I B. Kaper and A. Camilli’ Programa de Microbiologia v Micologia, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile. Santiago. Chile ", Center for Vaccine Development and Department of Microbiology and Immunology.
University of Maryland School of Medicine. Baltimore, Marvland . Tufls University Medical School. Tufis
University, Boston. MA

Para identificar factores de virukencia de U7 choferae que fueran relevantes i vivo, decidimos utilizar la
técnica denominada RIVET (recombination-based in vive expression fechnology), pero en una  version
madificada, Para esto, construimos una libreria transcripcional gendmica de este microorganismo. usando come
gen reporlero una recombinasa sitio especilica denominada TonpR v una cepa de I cholerae previamente
modificada, conteniendo en su genoma el casete gendético: res-nea-yach-res. En esta RIVET de segunda
generacion. en vez de utilizar solo la version silvestre del gen mpR. ademis utilizamos 2 alelos mutados que
disminuven la eficiencia de traduccion de este gen, aumemtando asi el numero de cepas no resueltas in vitro,
Finalmente. obtuvimos una libreria transcripcional de aproximadamente 12000 cepas de 1. choferae con Tusiones
inactivas i vifro. sta libreria fue inoculada en ratones CD-1 de S dias de edad. recuperando después de 24 h de
infeccion solo las bacterias que habian colonizado el intesting deleado. Por medio de esta técnica, logramos
identificar 40 genes que se inducen selectivamente i vive v que se encuentran reprimidos in vireo, Decidimos
construir cepas mutantes de 1. choferae para nueve de estos genes y estudiar su comportamiento en experimentos
de compelencia. Hicimos ademas experimentos de complementacion para conlirmar nuestros hallazgos. Nuestros
resultados indican que vea 7008, un gen pardlogo a la porina emp(/. es un lactor de virulencia de V. cholerae en
ratones neonatos CD-1, pues cepas mutantes para dicho gen estin atenuadas M) veces en relacion a su cepa
silvestre.
Financiamiento: Pew Latin American Fellowship PO337SC {C.G. U} NLH. grants Al45746 and AISS058 (A.C))

and ALIST7I6(1.BK.).



CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS GENES INVOLUCRADOS EN EL TRANSPORTE DE
NUCLEOSIDOS EN Saimonella enterica sv. 1xphi (Functional characterization of the genes invoived in the
mucleosides transpore in Swlmonella enterica sv. Typhi). Bucarey S, Villagra N. Martinic M. Guajardo V.
Trombert N. Santiviago C v Mora G. Unidad de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia
Universidad Catolica de Chile. sabucarei@puc.cl.

Fundamento: Los genes involucrados en el transporte ¥ metabolismo de nucleosidos de Salmonella enterica,
pueden ser usados como blancos genéticos para el desarrollo de vacunas, generando cepas atenuadas incapaces de
proliferar dentro del macrofago, donde prima una baja concentracion de nucleosidos, Objetivos: Caracterizar el
sistema de transporte de nucleasidos en Salmanefla enterica sy Typhi. Para esto se ha tomado como blanco de
estudio el sistema Nup de este patdgeno. que comprende la porina nucleosido especifica Tsx v las permeasas
nucleosido especilicas NupC v NupG. Métodos v Resultados: Por medio de intercambio alélico se generaron
mutantes sitio especificas en los genes rsy, mep (' y s de la cepa clinica de S Typhi, STH2370. Las mutantes
fueron caracterizadas fenotipicamente, evaluando su crecimiento en medio minimoe suplementado con distintas
concentraciones de nucleosidos, lo cual revelo que la mutacion nula en el gen esx genera una cepa auxotrofa. cuyo
crecimiento es absolutamente dependiente de la concentracion de nucleosidos del medio (especilicamente
adenosina v timidina) v las mutantes mupd’ o mupG por olra parte son independientes de esta condicion. Ademas.
se establecio una relacion Tuncional entre @sx v un gen adyacente cuva luncion es desconocida, el cual es exclusivo
del género Sefmonefla, denominado mipX. Mediante RT-PCR se demostra que el gen imp.\ cotranscribe con fsx.
Par medio de inmunocitoguimica ¥ microscopia electromica s¢ determind gue ImpX se sitia en la membrana
interma de S, Typhi v su delecian genera una cepa con una marcada sensibilidad a la concentracion de nucledsidos
del medio. Conclusién: La porina Tsx de S. Typht es esencial para el crecimiento de S. Typhi en medios minimos
con hajo contenide de nucleosidos y posee una contraparte funcional en la membrana interna, la proteina ImpX, la
cual aparcniemente esta involucrada en el ¢flujo de nucleosidos.

Financiamiento: Fondecyt N” 10202485, Bucarey S es becario DIPUC.
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VIROLOGIA - MICOLOGIA

EVIDENCIA MOLECULAR DE CEPAS HOSPEDERO-ESPECIFICAS EN EL GENERO Rhinasporidinm
(Molecular Evidence for Multiple Host-Specific Strains in the genus Risinosporidinm)
Silva V' Pereira ", Ajello L', Mendoza 1. 'Microbiologia v Micologia, Facultad de Medicina. Universidad de
Chile: “Michigan State University, USA: ‘CDC. Atlanta, USA. vsilva@med uchile.cl

Recientemente. se demostrd que Rinosporidium sceberi, agente no cultivable v considerado un hongo. es un
protista ubicado en la nueva Clase Mesomyeetozoea localizada entre los hongos v animales, Llama la atencion la
identidad en la subunidad menor del ADN ribosomal 188 de B seebers obtenido de varios hospederos infectados,
sugiriendo que este seria un género monotipico. Para verilicar esta hipotesis, estudiamos las secuencias de ambas
regiones espaciadoras transcripcionales internas (ITS1 e ITS2} y de la subunidad 5,85 del ADNr de R seeberi
desde ocho seres humanos, dos cisnes v un perre cursando con rinosporidiosis.
Las regiones ITS de R seeberi Tueron amplificadas por PCR usando el partidor Rhin2F. disefado desde una
region particular en el 185 de este agente y el partidor universal I'TS4. Estos partidores amplificaron los altimos
450 pares de base (pb) del 185, 1TS1, 585 e ITS2 completos v los primeros 60ph del 26S del ADNr de
Rhinosporidinm. Los fragmentos fueron clonados. purificados v diez clones de cada cepa fueron secuenciados en
el analizador genético ABI Prism 310 (Perkin Elmert. Ambas regiones I'TS de R, seeberi obtenidas de los distintos
grupos de hospederos mostraron diferencias tanto en el mimero como en la secuencia de nucledtidos. Las cepas de
R. seeheri obtenidas desde los humanos presentaron secuencias I'TS muy similares ¥ con un tamano uniforme de
1060 pb. Sin embargo. las secuencias [TS del agente obtenidas de cisnes v de perro presentaron una longitud de
1350pb v 1147ph, respectivamente. Ademas. el andlisis de similaridad o cluster de las ITS entre las cepas de
Rhinosporidium. segun hospedero. mostro multiples brechas de 30 a 60pb y marcadas diferencias en las
secuencias. Analisis realizado por Phylogenetic Analvsis Using Parsimony (PAUP), ubico las secuencias de ITS
en tres ramas hermanas fuertemente asociadas segin el tipo de hospedero,
Este analisis molecular, sugiere fuertemente que ¢l género Rifnosporidinm posee multiples cepas hospedero-
especificas v basados en nuestros datos, proponemos que Ja nominacion de especie R, seeheri contimie siendo
usada para designar a las cepas identificadas de infecciones humanas, mientras que las cepas que infectan otros
animales podrian ser denominadas con los epitetos de cada hespedero. nominando R, cvegaus y R canis para
diferenciar a las cepas que infectan a cisnes ¥ perros, respectivamente.
Trabajo de Post-Doctorado Financiado por Mishigan State University. USAL Universidad de Chile y MIDEPLAN.,

ESTUDIO BIOINFORMATICO APLICADO AL DISENO DE PARTIDORES ESPECIFICOS PARA EL
DIAGNOSTICO POR PCR DE SEIS ESPECIES DE CANDIDA (Bivinformatic study to design specific
primers for PCR diagnostic of six Cendida species).

Silva V. Madrid H. Thomson I. Microbiologia v Micologia. Fac. de Medicina. U de Chile vsilvai@med.uchile.cl

l.as candidiasis invasoras v nosocomiales han aumentado considerable. observandose en los gltimos afos un
cambio etioldgico en la frecuencia de especies. €0 albivans es responsable de la mitad de estas infecciones,
mientras que la prevalencia de €. no-glhicans es particular a cada grupo de paciente v region geografica, Hoy la
identificacion precoz v certera del agente es de gran importancia debido a la asociacion de resistencia antifincica
con determinadas especies. Por tal motive, diseiamos partidores especie-especificos para el diagnéstico molecular
por PCR de O, alhicany, C. dublinensis. C glabrata, C krusel, C. parapsilosis v O fropicalis. mediante andlisis
bio-informatico de las secuencias del 188 SSLL TSI, 5.88 ¢ I'TS2 del ADN ribosomal de cada especie.

Desde GenBank se obtuvieron entre § a 10 secuencias de cada region del ADNr para las 6 especies de Candida.
Las secuencias fueron almacenadas en formato WordPad, alincadas y comparadas con avuda del programa
Clustal W { European Bioinformatics Institute) para obtener el mapa v la secuencia consenso del 18S, [TS1, 585 e
ITS2 por cada especic. Luego, con avuda del mismo programa, se analizaron las secuencias nucleotidicas
consenso respectivas v se identificaron las areas conservadas v variables entre las especies. A partir de las dreas
variahles, se seleccionaran los fragmentos con mavores diferencias para disefiar partidores forward y reverse por
especie. Luego, se determiné la especificidad tedrica de cada partidor en GenBank con el programa Nucleotide-
nucleotide Blast (NCBI) v se sintetizaron los mejores juegos de partidores para cada especie de Candida. Se
extrajo DNA de 145 cepas de las distintas especies de Candtda en estudio v se ajustaron las condiciones de PCR
que comprendio Tul de cada partidor {25 pmol) ¥ 3ul de ADN total en un volumen de 25ul en la mezcla de
reaccion. la que se sometio a 1 ciclo inicial de 92°C por 57, 40 ciclos de 927C por 1°. 72°C por 27 y 60°C por 37 y
I ciclo linal de 72°C por 7°.
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Los juegos de partidores generaron productos de amplificacion particulares a cada especie, siendo estos de 1725pb
para (. glabrata, 1200pb para " krusei. 724pb para . alhicans, 394ph para C. tropicalis, 354pb para C.
dubliniensis y 210pb para (. parapsilosis. corroborando el andlisis tedrico previo. EI PCR fue 100% sensible para

las seis especies y 100% especifico para cuatro de ellas. Lo que demuestra que el PCR puede aplicarse como
herramienta diagnastica precoz en micologia.

EFECTO DE UNA FORMULA INFANTIL CON PREBIOTICOS SOBRE LA MICROBIOTA
INTESTINAL POSTERIORMENTE A UN TRATAMIENTO ANTIBIOTICO. (Effect of a formula with
prebiotics on intestinal microbiota after antibiotic treatment). Garrido D, Gotteland M, Cruchet S. Figueroa G,
Steenhout P, Brunser O. Gastroenterologia y Microbiologia. INTA, Univ. de Chile v Nestec, Vevey. Suiza,

Fundamentos: la microbiota intestinal del recién nacido se desarrolla hasta los 2 afios de edad. Durante este
periodo es probable que sea mas sensible a los antibioticos. Una forma de regular la homeostasis de la microbiota
intestinal es mediante la ingestion de prebidticos. Objetivos: evaluar el efecto de una formula enriquecida con
prebidticos sobre los cambios de la microbiota fecal de nifios después de un tratamiento antibidtico. Sujetos v
métodos: En un ensayo clinico prospectivo, monocéntrico. randomizado, controlado en doble ciego, 140 nifios de
I a2 afios lueron distribuidos en 2 grupos después de una semana de tratamiento con amoxicilina (30mg‘kg/d) por
bronquitis aguda. Los nifios recibicron diariamente ~500ml/d de una formula control (C) o con prebidtico (Prebio
I. 4.5g/1. de formula)y durante 3 semanas. Se obluvieron muestras fecales los dias - 7 {antes del antibidtico), 0
(después del antibiotico v antes de la administracion de las formulas). v los dias 7 v 21 durante el consumo de las
formulas. Los niveles fecales de Bifidohacterinm, Lactobacilius-Enterococcus, cluster C. Htusehurense (incluye
. difficile) cluster C histolvticum (incluye C. perfringens), E coli. Bacteroides-Prevetella fueron evaluados por
FISH ¥ citometria de Mujo. Se evaluo diariamente la tolerancia v las caracteristicas de las heces. Resultados: El
antibiotico produjo una disminucion leve pero significativa del total de bacterias marcadas (p-0.0000); las
bilidobacterias disminuyeron (p=0.06) mientras que las demis especies no evidenciaron cambios. El prebidtico
indujo un aumento significativo de las bilidobacteria (p (0.014) el dia 7. sin cambio posterior. La demas
poblaciones cstudiadas no mostraron modificaciones en ninguno de los periodos. No hubo alteraciones digestivas
durante la administracion del prebiotico, Conclusion: El consume de una formula con prehidticos recupera los
niveles de bifidobacteria después de un tratamiento antibidtico v no se asocid con alteraciones de la funcion
digestiva. Financiamiento: Nestec. Vevey. Suiza.

EXPRESION GENICA EN CELULAS INFECTADAS CON HTLV-l DEPENDIENTE E
INDEPENDIENTE DEL FACTOR DE CRECIMIENTO (CGrowth factor dependent and independent gene
expression in HTLV-1 infected cells)

Fung, MM Chu. Y.-L., Fink. 1.L., Wallace. A. & McGuire, K.L.

Department of Biology, San Diego State University, kmeguirefsunstroke sdsu.edu

Fundamento: The human T cell leukemia virus. HTLY-1, infects and transforms CD4+ T cells to cause
leukemia. The Tax protein of the virus is responsible for much of the deregulated growth seen in infected cells but
it can not by itsell lead to the ransformation of T cells. Tax-expressing cells must lose their dependence upon
interleukin 2 {IL-2), a T cell growth factor. One transeription factor (TF) activated by [L-2 is STATS.
Nontransformed cells remain dependent on 11.-2 for this while leukemic cells do not.

Métodos: We have used microarray analyses. hioinformatics and supporting molecular biology to identify genes
responding to 11.-2 in primary and Tax-immortalized human T cells,

Resultados: These analyses showed that [1.-2 upregulates genes in Tax-immortalized cells that do not respond to
IL-2 in primary cells. Three of these genes encode the Tax-responsive 1L-5. [1L.-9 and 1L-13 cyvtokines, known to
alter cell growth jin vive. Using a novel alignment matrix and ChiP. we demonstrate for the first time that at least
some, if not all, of these genes are targets of STATS.

Conclusion: These results suggest that the loss of 11.-2 dependence in leukemia requires STATS activation for the
expression of genes that drive the long-term growth of IITLV-1 transformed cells.

Financiamiento: This work was supported by ACS grant #RPG-96-077-03-CNE and an SDSU RSCA (to KLM}.
Computational facilities and support for JLF provided by the National Biomedical Computation Resource, a NIH
Rescarch Resource (P41 RROBGDS-08). '
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PAPEL DEL POLIMORFISMO DEL CORRECEPTOR CCRS (CCRS delta32) EN LA TRANSMISION
VERTICAL DEL VIH-1 EN CHILE. (Role of delta-32 polymorphism in CCRS coreceptor on HIV-1 vertical
transmission in Chile)

Berrios, J., Rios, M_, Bravo. C., Fernandez. J.. Candia, E.

Instituto de Salud Pablica de Chile. Centro Nacional de Referencia de Retrovirus VIHSIDA. mrios@ispeh.cl

Fundamento: En Chile, la infeecion por el virus de la inmunodeficiencia humana (V1H) en pacientes pediatricos
ocurre principalmente por via vertical. La entrada del virus a la célula requiere la interaccion entre el asa V3 de la
glicoproteina ep120 del VIH-1 con el receptor CDA y un receptor de quimiccinas. Ll receptor de beta quimiocinas
CCRS, que ha sido identificado como el principal correceptor utilizado por el VIH-1 en las primeras etapas de la
infeccion. puede presentar un polimorfismo genético consistente en una delecian de 32 pb (CCRS delta32). que se
ha relacionado con resistencia a la infeccion por VIH-1. El objetivo de este trabajo es determinar la frecuencia de
la mutacion CCRS delta-32 en nifios chilenos hijos de madres VIH positivas y correlacionar los resultados con
las tasas de transmision y progresion del SIDA. Métodos: Fstudio retrospectivo de 271 hijos de madres VIH
positivas, A partir de muestras de sangre venosa, se obtienen, mediante gradiente Ficoll-Hypaque, células
mononucleares de sangre periférica (CMSP). Posteriormente, se extrac ¢l material genético a través de Chelex al
59 y se determina la presencia del alelo CCRS delta32 mediante PCR, utilizando los partidores CCRS deltal ¥
CCRS delta2, que amplifican una region de 225 ph del genotipo silvestre y 193 pb para el genotipo mutado. Los
fragmentos amplificados son separados en geles de agarosa al 2% y visualizados con bromuro de etidio. Los
fragmentos con genotipo homacigoto para el tipo salvaje (ccrsicerS) v para la delecion (delta32/delta32) fueron
purificados v secuenciados a partir de los productos de amplificacion. Resultados: Se implementd un PCR que
permiti amplificar la region del gen cerS donde se encuentra fa delecion delta32. La especificidad del método se
determing mediante secuenciamiento genético de los fragmentos amplificados, cuyas secuencias fueron
comparadas con la secuencia publicada del gen cerS (GenBank AY221093). Se han analizado 190 casos de
pacientes pediatricos (-) y 81 casos de pacientes pedidtricos () . todos hijos de madre VIH (+). En los primeros.
un 6.3% (12/190) son pacientes heterocigotos para la delecién v solo se ha encontrado un caso homoc igoto para la
misma (0.53%: 1/190}. En el grupo de pacientes pediatricos VIH (1), no se ha encontrado la presencia de alelos
con esta mutacion. Conclusion: Los resultados de este estudio permiten evidenciar que el polimorfismo CCRS
delta32, podria tener un papel protector sobre la transmision materno-infantil del VIH-1. en contraposicion con
resultados de un estudio anterior en poblacion adulta chilena infectada y no infectada por VI, donde no se
encontraron diferencias en la frecuencia del gen CCRS delta 32, Asi. nuestros resultados aportan un nuevo
antecedente, el primero en pacientes pediitricos chilenos. para determinar el grado de contribucidn del alelo
deltaCCRS al amplio espectro genético de la poblacion chilena. Financiamiento: Instituto de Salud Pablica de
Chile

DIVERSIDAD MOLECULAR DEL VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL AISLADO EN DOS
HOSPITALES DE SANTIAGO, EN 2002. (RSV molecular diversity among two pediatric hospitals in
Santiago)

Floueta, A ' . Luchsinger, ¥V '": Roine. [i "t Avendaiio, L. F. "' Programa de Virologia. 1CBM.
lavendani@med.uchile.cl "' Dpto. Pediatria Oriente. Facultad de Medicina. Universidad de Chile

El VRS es el principal agente de infeccion respiratoria aguda baja {IRAB} en lactantes. Se distinguen dos grupos,
Ay B. La glicoproteina de superficie G (2pG) - principal responsable de la diversidad molecular del VRS - tiene
sonas constantes y variables: los genes F ¥ N son mas conservados. El estudio gendtico v antigénico de las cepas
circulantes permite detectar variantes de VRS, las que podrian influir en la epidemiologia de los brotes. Objetivo.
Caracterizar antigénica v genéticamente cepas de VRS aisladas en 2 hospitales pediatricos de Santiago.
Metodologia. En la epidemia 2002, se compararon cepas de VRS aisladas de lactantes con I[RAB de los
hospitales R. del Rio (RR) ¥ Calvo Mackenna (1.CM). Se logro caraclerizacion antigénica y genética de 49 ¥
51:217 cepas del RR v de 15 ¥ 477174 muestras del 1.CM. respectivamente. El extracto antigénico de cada cepa
se analizé con 17 monoclonales contra epitopos constantes ¥ variables de la gpG, mediante ELISA. Se hizo RT-
PCR del ARN genomico v luego corte de los genes N y G (¢ DNA) con dos paneles de endonucleasas (RLFP).
Resultados. Hubo igual proporcion de VRS A y B en ambos hospitales (273 A y 113 B). Se detectaron 38
patrones antigénicos en RR y 12 en LCM sin observar patrones comunes. Por RLFP. se detectaron 5 patrones del
gen N: NP1. 2. 3.4 y 11 en ambos hospitales. en iguales proporciones (p~0,05}. Los patrones G fueron casi todos
distintos en ambos hospitales. asi como dentro de cada uno de ellos. Conclusion Existe diversidad de cepas de
VRS circulando en una epidemia en dos dreas de una ciudad. La magnitud de clla depende del cristal con que se

mire. FONDECYT 1010630
hla}



MICROBIOLOGIA BASICA Y MEDICA

INFECCION DEL UTERO DE RATONES Bailb/c CON Neisseria gonorrhoeae. RESPUESTA DEL
HUESPED A LA INFECCION. (Infection of Balb/c mouse uterus by Neisseria gonorrhoeae. Host response to
infection). Sandoval J.M., Pardo M., Maisey K.. Pérez T., Reyes S., Poli C., Valdés D.. Imarai M. Laboratorio
de Inmunologia, Departamento de Biologia. Facultad de Quimica v Biologia, Universidad de Santiago de Chile.
cimarai@usach.cl

La infeccién por Neisseria gonorrhoeae es considerada un problema de salud re-emergente por la
identificacion frecuente de cepas resistentes y los numerosos casos de infeccion reportados cada afio. Ante tal
situacion, el desarrollo de vacunas protectoras cobra gran importancia. La falta de un modelo animal de infeccion
del tracto genital que permita el estudio de la patogénesis v respuesta inmune es uno de los factores que ha
dificultado la obtencion de vacunas protectoras. Recientemente, se ha descrito que estradiol permite la infeccién
del tracto genital inferior del raton con N. gonorrhoeae.. El objetivo de este trabajo fue infectar (teros, 6rganos del
tracto genital superior que regularmente se infectan en la mujer. Ademas, se propuso caracterizar la respuesta
local del huésped a la infeccion. Se utilizo una modificacion del método de infeccion descrito v se determing la
presencia de Neisseria en el tracto genital de ratonas sacrificadas 1. 3 ¥ 5 dias post-inoculacion (intravaginal). La
deteccion por inmunofluorescencia indirecta con un suero policlonal y el analisis por microscopia confocal mostré
la presencia de gonococos adheridos e internalizados en las células uterinas. En el dia 1. las bacterias se
observaron en las células epiteliales y ocasionalmente se detectaron en las células estromales. Fn el dia 3.. los
gonocacos se distribuyeron en el tejido estromal. En el dia S, se detectaron en el estroma y en capas mas externas.
Se demostrd que las células epiteliales aisladas del tero son infectadas con Neisseria, lo que corrobora lo
observado in vivo, Por dltimo, se determiné que la infeccion produce un leve aumento de los niveles de mRNA de
TNF en el utero. pero no hay efecto sobre los niveles de TGF-B1. citoquina que presenta elevados niveles de
expresion basal. En conclusion. N. gonarrhoeae infecta el Gtero de ratonas tratadas con estradiol y la infeccion
induce una respuesta inflamatoria local evidenciada por el aumento de los niveles de TNF

“CARACTERIZACION MOLECULAR DE FACTORES DE VIRULENCIA DE HELICOBACTER
PYLORI Y CITOQUINAS REGULATORIAS EN PACIENTES INFECTADOS EN CHILE:
DESARROLLO DE UN MODELO PREDICTIVO" (“Relationship between molecular characterization of
virulence factors and regulatory cytokines of Heficobacter pylori infection in Chile: development of a predictive
model™). Valdivia A., Serrano C., Diaz M., Gogoy A.. Kirberg A.. Hebel E., Fierro J., Klapp G., Rollan A.,
Harris P., Venegas A.

Pontificia Universidad Catolica de Chile avenegasiabio.puc.cl, pharris@med.puc.cl.

Fundamento: La infeccion por /. pylori (HP) es altamente prevalente en Chile (60%). Sin embargo, s6lo una
minoria de los sujetos infectados desarrollara patologias gastrointestinales agudas y cronicas como tlceras ¥
cancer gastrico, Dichas patologias se han relacionado con la presencia de factores de virulencia como el gen cagAd
y con los distintos alelos de vacA y con la respuesta de las células T en el hospedero (respuesta Th1/Th2). El
objetivo de este estudio fue determinar por anilisis de regresion maltiple. las interacciones entre los factores de
virulencia y la respuesta inmune del hospedero que pudieran explicar el desarrollo de las distintas patologias.
Métodos: Se reclutaron 41 pacientes en distintos centros hospitalarios a nivel nacional (Iquique, Santiago,
Temuco v Pta. Arenas) referidos a endoscopia digestiva alta. Tres biopsias de mucosa antral fueron tomadas por
paciente. Desde colonias aisladas, se determing mediante PCR la presencia de polimorfismos de alelos vac4 v la
presencia cagA. Por medio de ELISA. se cuantificaron los niveles de las citoquinas regulatorias 1L-12, 1L-10,
INF y IL-4 en mucosa gastrica. previa normalizacion por proteinas totales. A través de analisis de regresion
multiple, se establecid la relacion entre estos factores con la patologia y regionalidad, como variable dependiente,
que pudieran explicar el comportamiente de los distintos cuadros clinicos. Resultados: Distintos modelos de
regresion fueron generados mediante la introduccion de los diferentes factores (presencia de Cag, Alelos VacA,
relacion IL-127IL-10 e INF (IL-4) y sus posibles interacciones. La seleccion de variables ¢ interacciones
significativas fue determinada por ANOVA (p<0.05). El modelo P = 00,150812 (cagd*alelos vacA ) + 0.0641779
(IL-12/1L-10) - 0,0485552 (INF /IL-4) - 0.00170481 (1L-12/1L-10¥INF' /11.-4 ) fue capaz de explicar sobre un
90% los distintos cuadros clinicos ( R-93, 51: Err Std 0.59). Otras variables demograficas y regionales no
tuvieron un rol en el modelo predictivo. Conclusion: Nuestro modelo final considera que el desarrollo clinico de
la infeccion esta determinado por la interaccion entre cagd ¥ vacd y el balance Th1/Th2 como un mecanismo
complejo ¢ interdependiente v no considera los factores de patogenicidad v la respuesta del hospedero de manera
aisladas. Estos resultados forman parte de un primer paso en la generacion de un modelo que permita predecir
cuales pacientes pueden desarrollar complicaciones.

Financiamiento: FONDEF DO211067, FONDECY T 1030894 v 1030401,
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PREVALENCIA DE FENOTIPOS DE ENTEROCOCCUS SPP RESISTENTES A ANTIBIOTICOS EN
AGUAS SERVIDAS. (Prevalence of phenotype of antibiotic resistant Enterococeus spp in waste waters. Silva
J'. Lovola P'. Galleguillos I', Rodriguez v'. Kiihn I". Colque-Navarro P, Mallby R”. 1. Depto Tecnologia
Médica — INDES, Universidad de Antofagasta. E-mail: jsilvai@uantof.cl. 2. Microbiology and Tumorbiology
Center, Karolisnka Institute, Estocolmo, Suecia.

Existe escasa informacion sobre la distribucion de Enrerococcus spp en las aguas servidas v su implicancia en la
transmision de la resistencia a los antibidticos, a través del ciclo del agua. Enteracoceus han sidoe involucrados en
infecciones nosocomiales y en la diseminacion de la resistencia antibictica, a través de la cadena alimenticia. En
este trabajo se estudiaron muestras de aguas servidas de 2 plantas de tratamientos y del colector del Hospital
Regional de Antofagasta. Cepas de Enterococcus spp fueron aisladas en placas de agar m-Enterococcus
conteniendo ampicilina, vancomicina y estreptomicina. Las cepas aisladas lueron identificadas y tipificadas
bioquimicamente (Ph-plate). Las CMIs se determinaron por técnica de dilucion en agar. Recuentos de
Enterococens spp fueron mas altos frente a estreptomicina, disminuvendo a ampicilina y muy bajos a
vancomicina. Se aislaron 63 cepas de Enterococcus, encontrindose en mayor proporcion E. faecalis (65 %). E.
faecium (14 %) v E. hirae (13 %). El Ph-plate reveld una gran variedad de fenotipos. Dos tipos clonales fueron
predominantes C1 (21 cepas) y C6 (7 cepas). ambos exhibieron resistencia a aminoglicosidos a altas
concentraciones: resistencia moderada a ampicilina. cloranfenicol. tetraciclina, ciprofloxacine y susceptibilidad
intermedia a vancomicina. Estos resultados sefialan la presencia de clones predominantes de Enterococcus spp
multiresistentes en aguas servidas del hospital y plantas de tratamientos, sugiriendo un posible origen hospitalario,

ESTUDIO DE LA FUNCIONALIDAD BIOLOGICA DEL SISTEMA DE SECRECION TIPO 1V DE
Helicobacter pylori 399 EN E. coli. (Studies on the biological activity of the /1. pylori type 1V secretion system in
E. coli.). Palacios JL. Venegas A. Deparlamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias
Biologicas. Pontificia Universidad Catélica de Chile. jpalacio@puc.cl

Fundamento: El sistema secretor tipo 1V de Helicobacter pyfori esta codificado en un islote de patogenicidad de
40kb. Este sistema transporta hacia la célula epitelial gistrica la proteina CagA, también codificada en este islote.
generando en infecciones crénicas, cancer gastrico. Este sistema secretor fue definido en /1. pylori por su similitud
con el sistema tipo 1V de Agrobacterinm tmmefaciens. La informacion contenida en el islote de patogenicidad de
H pylori da cuenta de un sistema IV incompleto. Estas observaciones generan la interrogante de si el islote se
complementa con factores propios de # pviori 0 es un elemento auténome. En este sentido, se evaluo la
autonomia del islote de patogenicidad en una bacieria heterdloga: £. coli. Metodos: El sistema secretor tipo 1V
de #. pviori (islote de patogenicidad de la cepa J99 clonado en el fosmido pEpiFOS-5) y el gen cagA (en
plasmido) se expresaron juntos en £ coli DH3a (clon £ coft PAICagA-199). La expresion de estos genes en F.
coli se evalud por “Western Blot™ acoplado a quimioluminiscencia y por microscopia electronica mediante
inmuno-deteccion. La funcionalidad del sistema se evalué infectando células de la linea epitelial gastrica AGS con
E. coli PAICagA-G27, detectando un cierto nivel de translocacion de la proteina CagA desde £ coli hacia la
célula epitelial. por cambios morfologicos de ésta. Resultados: Nuestros datos muestran por primera vez la
expresion de CagA y de los componentes del sistema secretor de I pviori en E coli, bajo el control de sus
promotores nativos, Las proteinas del sistema secretor son detectadas en puntos especificos de la membrana de £.
coli. lo que sugiere ensamblaje de proteinas para formacién del canal secretor. Para ver funcionalidad biologica se
estudio en las células AGS infectadas. la induccion del fenotipo “colibri”, cambio morfologico indicativo de la
fosforilacién CagA al interior de la célula infectada. Para esto, debido a que CagA de Hp J99 no posee los sitios
de fosforilacion. fue necesario clonar y expresar CagA de la cepa H .pylori G27. Conclusiones: Los resultados
muestran que las células infectadas con E. coli PAFCagAG27, sufren este cambio morfolégico, lo que nos indica,
preliminarmente, que CagA ha sido translocada v posteriormente fosforilada. Estos resultados nos permiten
pensar que el islote de patogenicidad es suficiente para una translocacion basica de CagA, al menos suficiente
para inducir cambios morfologicos en AGS,

Financiamiento: Provecto Fondecyt #103(:§94.
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CONSTRUCCION ¥ CARACTERIZACION DE MUTANTES PARA LA ENTEROTOXINA SHET-2 EN
CEPAS DE Shigelia flexneri ¥ EIEC (Construction and characterization of ShET-2 mutants of Shigella flexneri
and EIEC strains)

Farfin M', Toro C.' y Nataro J°.

'Programa de M icrobiologia. ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile Center for Vaccine
Development. School of Medicine, University of Maryland. mfarfan@med.uchile.cl

Introduccidn - Shigella flexneri v Escherichia coli enteroinvasiva (FIEC) son reconocidos patdégenos entéricos.
Ambos. presentan un plasmidio de virulencia de 220 kb, el cual ademas de albergar los genes necesarios para los
procesos de invasion y diseminacion de la bacteria, presenta el gen sen. el cual codifica para la enterotoxina
ShET-2. De acuerdo a ensayos realizados en humanos. la administracién de cepas atenuadas de S. Mexneri que no
poseen el gen sen, indican que este prototipo de vacuna es altamente atenuado con respecto a aquéllos que si lo
poseen. Esta situacion permite suponer la participacion de esta enterotoxina en la patogenia de Shigelfa.
Objetives.- Construir mutantes para ShET-2 en cepas de S flexneri. v evaluar su participacion en los procesos de
invasion y diseminacion mediante ensayos in vitro e in vivo. Materiales y Método - Se construyéd una mutante
para el gen sen utilizando el sistema de recombinacion A red sobre la cepa silvestre de S flexneri 2457T. Tanto la
cepa silvestre como la mutante para ShET-2 y las cepas mutantes complementadas fueron evaluadas mediante los
ensayos de proteccion con gentamicina, ensayos de formacion de placas v test de Sereny. Resultados.- La cepa
silvestre y la mutante sen se comportaron en forma similar en los ensayos realizados. sin embargo, cuando la cepa
mutante fue complementada con el gen sen, se observé una marcada inhibicion de los procesos de invasion y
diseminacion presentes en la cepa silvestre. Conclusiones.- 1.os ensayos in vifro en in vivo realizados en este
estudio, permiten sugerir que ShET-2 no estaria directamente involucrada con los procesos de invasion de
Shigella, lo que hace necesario analizar otros fenotipos que pudieran verse afectados.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1040539 y Proyecto Mecesup UCH 9903

BIOTECNOLOGIA Y MICROBIOLOGIiA AMBIENTAL

A PROGRESS REPORT ON THE GENOME ANALYSIS (7000 GENES) OF THE ENVIRONMENTAL
MICROBE Wanrersia metallichirany STRAIN CH34

Simon Silver. Department of Microbiology and Immunology, University of [linois. Chicago. 11. 60612 USA.
simon@uic.edu

Fundamento: The draft DNA sequence of the model multi-metal resistant, facultative chemolithotroph Wantersia
(formerly  Ralstonia) metallidurans  strain CH34  has been available at the Joint Genome Institute
{www.jgi.doe.gov) for several years. A group of involved workers are trying to complete the genome and provide
annotation in order to analyze its metabolic capabilities especially those determining its extreme metal resistence.
Métodos:. Multiple biomnformatics techniques for genome annotation and metabolic reconstruction were used.
Resultados: The closure of the sequence has progressed slowly from an initial 6.2 Mbp in over 200 contigs just
over 7 Mbp in less than 50 major contigs today. Assembly errors associated with repeated insertion elements plus
a complex genome organized in probably two chromosomes plus two “megaplasmids™ (totaling an additional 400
Kbp} present significant technical problems. However, a preliminary but useful annotation of the approximately
7000 genes of this organism has been done in three places using different software packages. The genome project
for W. metallidurans strain CH34 exemplifies the benefit(s) of rapid draft genomes and in addition the problems
(and important need) for complete genomes. The balance between draft and complete genome analysis will be
discussed. The sequences of four other Wausteria genomes have nearly been completed permitting multiple. cross
genome comparisons to be made. This should reveal important information regarding the evolution of genomes
and metabolic pathways. Conclusién: Analysis of the genome sequence of W. metallidurans reveals interesting
msights into its metabolism and allow cross genomic comparisons to be made with other members of the
Wantersia family,
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REGULACION DE LOS NIVELES DE GLU-TRNA EN Acidithiohacilius ferroovidans. (Regulation of glu-
trma levels in gcidithiobacillus ferrooxidans.)

Katz, A: Valenzuela P. v Orellana, O.

Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM, Facultad de Medicina. Universidad de Chile.
oorellanf@med.uchile.cl

Fundamento: Acidithiobacillus ferrooxidans posee dos glutamil-IRNA sintetasas (GluRS) no discriminantes y
ocho posibles IRNA sustrato para estas enzimas (cuatro (RNA™ y cuatro IRNA™). Esta redundancia en los
sistemas de formacion de glu-tRNA es unica en bacterias. Con ¢l objeto de dilucidar el papel de la multiplicidad
de este sistema, estudiamos la funcionalidad de cinco (IRNA @ vitro v los niveles de acilacion de los (RNA in vive
en A. ferrooxidans cultivado en medios con Fe'” v §° como fuente energética. Métados: Para los ensayos in vifro,
los genes de los t(RNA v las proteinas se clonaron y expresaron en £ caoli. Para ¢l estudio de la expresion y
aminoacilacion de los IRNA i vive, se utilizo Northern Blot. Resultados: Los estudios i vifro indican que todos
los tRNA analizados son acilables por las GluRS. Los productos acilados se unen al factor de elongacion Tu y los
cl-tRNA® son sustrato de la amidotransferasa dependiente de (RNA, para generar gln-tRNA™. Los
experimentos i vive muestran que todos los IRNA estudiados se expresan en las células cultivadas en §7 y en
Fe''. Sin embargo. los niveles de acilacion varian entre estas dos condiciones. A diferencia de las células
cultivadas en Fe'", cuatro IRNA se encuentran sélo parcialmente acilados en los cultivos en S°. Conclusion:
Todos los (RNAs estudiados son Tuncionales, tanto & vitro como & vive, La presencia de (RNA desacilado en 4.
ferrooxidans cultivado en S° abre nuevas preguntas, jqué efectos tienen los tRNA parcialmente acilados sobre el
metabolismo celular?, ;se debe la presencia de tRNA desacilado a una carencia de glutamato en este medio? Estas
preguntas son de especial importancia si consideramos que glu-IRNA participa en la sintesis de proteinas y del
grupo hemo; vy ademds, que los niveles de acilacion de (RNA regulan procesos como la respuesta a carencia de
aminoacidos Financiamiento: Proyecto Fondecyt # 1020087,

VIA METABOLICA PARA LA SINTESIS DE EXOPOLISACARIDOS EN Acidithichacillus  ferrooxidans
(Metabolic pathway for the synthesis of exopolysaccharides in Acidithiobacillus ferrooxidansi

Barreto', M.. Jedlicki’, E. v Holmes'. D

I Laboratorio de Bioinformatica v Biologia Genomica. Universidad Andrés Belle e Instituto Milenio de Biologia
Fundamental v Aplicada v 2. ICBM. Universidad de Chile. Email: dsholmes2000{@vahoo.com.

Fundamento: Debido a sus caracteristicas fisiologicas. la bacteria A. ferrooxidans se ha usado en procesos de
hiolixiviacion para extracr metales a partir de los sulfuros correspondientes. Los mecanismos de disolucidn de
metales utilizados por esta bacteria implican contacto fisico entre la bacteria y el silluro metilico bajo
condiciones aerébicas, con la formacion de biopeliculas. Las biopeliculas estan compuestas  principalmente por
células microbianas v exopolisaciridos (EPS). Las unidades de construccion de los EPS son los galactosidos que
se pueden obtener a partir de glucosa o galactosa. A pesar de la importancia que tiene la produccion de EPS en el
proceso de biolixiviacién bacteriana. es poco lo que se conoce de las vias metabolicas que usa esta bacteria para
su produceion y regulacion

Métodos: Se realizo una biisqueda de los genes usando herramicntas bioinformaticas, enfocada a la via
metabolica de la galactosa v a la biosintesis de EPS. Una vez identificados los genes potenciales de la via
metabolica de la galactosa. se estudio su organizacion génica mediante ensayos de cotranscripeion y se determiné
su funcionalidad por complementacion de mutantes v por ensayos enzimaticos, Se evaluo la expresion de los
genes en diferentes condiciones de cultivo usando RT-PCR. Ademas se estudio el efecto de la composicion del
medio de cultivo en las prapiedades de union de la bacteria a su sustrato, en la composicion del EPS sintetizado y
en la formacidén de la biopelicula,

Resultados: Se comprobé que A. ferrooxidans posee la via metabolica de la galactosa y la de produccion de EPS
completa y funcional. Los genes de estas vias estan organizados en operones cuyo nivel de transcripeion se ve
afectado por las condiciones de crecimiento de la bacteria, La composicion y la cantidad del EPS producido por A
ferrooxidans varia cuando se cambia el medio de cultivo, afectando la union de la bacteria a pirita y la formacion
de biopeliculas.

Conclusion: En este trabajo se logré por una parte reconstruir la via metabolica de galactosa y de produccion de
EPS. v por otra demostrar que los genes son funcionales y su expresion regulada por la naturaleza del sustrato
oxidable. Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1010623
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EFECTO DEL CAMRIO DE POROSIDAD EN LA BIODEGRADACION DE COVS Y COSVS DE
SUELOS DESERTICOS CONTAMINADOS CON MEZCLAS DE HIDROCARBUROS. ( Effect to porosity
change in the biodegradation of VOCs and SVOCs in desertics soils contaminated with hydrocarbons mixtures).
Reves B. Lorenzo*. Godoy F. Alex*, Camafio Andrés**, Siez N. César®. *Departamento de Ingenieria Quimica
v Bioprocesos. Facultad de Ingenieria, Pontificia Universidad Catolica de Chile. **Gerencia de Asuntos
Ambientales. Minera Escondida. lereyesiapuc.cl,

La hiorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos tiene por objeto la reduccion de su concentracion
hasta alcanzar niveles aceptables ambientalmente mediante la accion directa de la diversidad microbiana presente.
Existe abundante informacion en la literatura de la degradacién microbiana de monocompuestos, siendo menos
conocida la biodegradacion de productos comerciales (Ej. petrdleo) v sus mezclas. El objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto del aumento de porosidad en suelos desérticos sobre las velocidades de
degradacion de mezclas complejas de hidrocarburos v estimacion de velocidades de crecimiento bacteriano.
Métodos: Se utilizaron cuatro birreactores a escala de laboratorio con distintas proporciones de mezcla
suelozaserrin (1: 3:1: 121 1:3). Los birreactores fueron mantenidos por ocho semanas a un rango de temperatura de
30 a 40°C v a humedad constante (10%) por medio de ventilacion forzada. La determinacion de las abundancias
de compuestos organicos volatiles (COVs) v compuestos organicos semivoldtiles (COSVs) se realizo mediante los
métodos USEPA B260B v USEPA 8270C respectivamente (CENMA, Chile). Analisis de cinética fueron
realizados sobre los resultados. Considerando los COVs v los COSVs como macromoléculas v tinicas fuentes de
carbono, se determing la velocidad de crecimiento bacteriano (), “comunitario” presente en cada reactor.
Resultados: Todas las proporciones suelozaserrin ensayadas presentaron distintos niveles de degradacion de
COVs y COSVs explicados por medio de una cinética de primer orden como mejor ajuste. Se obtuvieron distintas
velocidades promedio de biodegradacion para COVs (k1-0.0176: k2=0,0212: k3-0.0154: kd= 0,0439 {dia™),
siendo mayores a las de COSVs (k1-0,0222: k2-0.0105: k3-0,0141; kd- 00110 (dia™"). Para COVs y COSVs se
determino la velocidad maxima de crecimiento bacteriano, obteniéndose:  1-0,0291: 1 12-0.0342;  3=0,0249;

4= 00703 (dia),  1-0.0429; 12-0,052: 3-0.0226: | 4- 0,0307 (dia”). para cada reactor, respectivamente.
Para los reactores 3 y 4, los valores descritos no representan el max ya que no se alcanza ¢l estado estacionario,
Discusion: Los resultados cinéticos obtenidos para COVs v COSVs son comparables en ordenes de magnitud a
las cinéticas determinadas por bioventilacion de suelos contaminados con kerosene vy diesel descritas en la
literawra, pero diferentes entre ellos; pudiendo deberse a diferencias en peso entre las moléculas organicas
pertenecientes a cada grupo v a sus distintas velocidades dé desorcion desde las matrices contaminadas que estas
puedan poseer. A partir de velocidades de biodegradacion se pueden estimar comunitarios, los cuales
representarian la etapa limitante del proceso biodegradativo Por lo tanto. la biorremediacion de suelos desérticas
en factible de ser implementada a mode de cotratamiento con aserrin por bioventilacion en sistemas cerrados.
Provecto: PLUIC-Minera Escondida

DIVERSIDAD MICROBIANA EN REACTORES UASB Y EGSB EN DISTINTOS ESTADOS DE
OPERACION (Microbial diversity in UASB and EGSB reactors at different operation states)

Vivanco E., Puiial A.. Chamy. R.

Escuela Ingenieria Bioquimica, Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso, General Cruz 34. Valparaiso.
Chile. elba.vivanco.ti@mail.ucv.cl

En este trabajo se han identificado mediante DotBlot. las distintas especies microbianas presentes en granulos
anaerobios de reactores UASB v EGSB. Se operaron ambaos reactores con efluente sintético rico en nutrientes
(3gDQOT). para favorecer el desarrollo v maduracion de los consorcios bacterianos. Posteriormente se utilizé un
efluente semi-sintético, (0.52DQON1). para estudiar la desestabilizacion de los granulos. Durante la pperacion con
cfluente sintético en ambos reactores se detecto la presencia de bacterias (63.6% en EGSB y 96.7% en UASB) v
archaeas {2,7% en EGSB y 6.3% en UASB). perteneciendo al primer género los microorganismos hidroliticos,
acidogénicos y sintraficos v al segundo los metandgenos. El cambio de alimentacion dio lugar a desestabilizacion
en el reactor UASE. a valores de VOO mavores que § kg/m.d, alcanzando remocion de DQO del 207, en cambio
el reactor FGSB mantuvo su remocion de DOQO en un 50%. En ambos sistemas se detecto una disminucion de
Archaea (a 0.9% en EGSB v en 01" UASB). Mediante microscopia eléctronica de barrido, se comprobé que el
reactor EGSB presentaba en todo momento de la operacion una mayor biodiversidad que el reactor UASB,
basandose en la variedad de morfologias observadas, Por lo cual se asume que la desestabilizacion que presento el
reactor LIASE al final de la etapa de desestabilizacion estaria asociada con una menor biodiversidad microbiana.
Exta investigacicn se realiza gracias af provecio Fondecyr 3020026
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MICROBIOLOGIA BASICA I

l-  TRANS-DIENELACTONE HYDROLASE: THE KEY ENZYME OF A NOVEL
CHLOROCATECHOL PATHWAY. Camara, B.. Junca, H. and Pieper. D.H. Department of Environmental
Microbiology. German Research Centre for Biotechnology, GBF, Braunschweig, Germany. email:bca@gbf.de
{Chloro)catechols are central intermediates in the aerobic degradation of (chloro)aromatics. Two distinet ortho-
cleavage pathways are usually involved in the degradation of catechol and chlorocatechols, respectively, the 3-
oxoadipate and the chlorocatechol pathway. Pseudo-monas sp. MT1 is capable to mineralise 4- and 5-
chlorosalicvlate via 4-chlorocatechol without using a chlorocatechol pathway. The new pathway involves a
cycloisomerization of intermediate 3-chloromuconate to give 4-chloromuconolactone. Hvdrolysis of this reaction
intermediate by a frans-dienelactone hydrolase (+-DLH), prevents formation of toxic proto-anemonin and forms
malevlacetate which is further converted by a malevlacetate reductase.

The gene sequence encoding the N-terminus of -DLH. the key enzyme of the new pathway, was amplified by
touchdown PCR using degenerative primers based on the N-terminal protein sequence and the complete +-DLH
gene sequence, encoding a 366 aa protein, was obtained by arbitrary priming PCR. Database search failed to give
significant sequence homology to any protein of identified function, and minor sequence homology (<30%) was
revealed to hypothetical proteins. Preliminary characterisation of the neighbouring region indicated the -DLH
gene 10 be preceeded by a gene encoding a transcriptional regulator and followed by a gene encoding
maleylacetate reductase. It seems thus, that the genes of the novel chlorocatechol pathway of MT1 are at least
partially clustered. The +-DILH gene has been subsequently cloned in £ coli and successfully overexpressed. The
enzyme was stimulated by Mn * and Mg'® ions, but strongly inhibited by chelating agents (EDTA and o-
phenanthroline) and other heavy metals (Hg™* and Zn ). indicating -DLH to be a manganese or magnesium
dependent hydolase. This is the first information on the genetic organization of this novel pathway. Funds from
DFG-European Graduate College 633 are gratefully acknowledged.

2.- MODULACION DE LA EXPRESION DE LA RUTA DE DEGRADACION DE ALCANOS DE
Psendomonas putida GPO1: REGULACION GLOBAL POR CONTROL FISIOLOGICO. (Physiologycal
Control in the Alkane Degradation Pathway)

Dinamarca M..A. v Rojo F. Departamento de Biotecnotogia Microbiana, Centro Nacional de Biotecnologia,
CSIC, Madrid, ESPANA. miguel.dinamarca@usm.cl

La expresion de la ruta de degradacion de alcanos (afk) de Pseudomonas putida GPol codificada en el plasmido
OCT esta regulada por dos mecanismos. El primero es local y depende del regulador transcripcional AIKS que, en
presencia de alcanos, activa los promotores PalkS v PalkB responsables de la expresion de la ruta a/k. Sobre este
mecanismo existe un control de tipo global que reprime la induccion de la ruta en presencia de succinato o durante
el crecimiento en un medio de cultivo rico (Luria-Bertani). Para elucidar los elementos involucrados en este
control global. se desarrolld un método aleatorio para generar mutantes carentes de represion. En veinte de las
estirpes mutantes aisladas, se inactivaron genes que codifican para el complejo enzimatico citocromo o ubiquinol
oxidasa (Cyo). La inactivacion especifica de esta oxidasa, wtilizando mutagénesis dirigida por recombinacién
homaloga, libera la represiones observadas durante el crecimiento en succinato o medio Luria-Bertani. Utilizando
el ensayo de proteccion a digestion por nucleasa S7 de alta resolucion, se observo que el mecanismo de represion
por el que actia Cyo, afecta la actividad transcripcional desde PalkS v PalkB. Finalmente, se investigaron las
seftales involucradas en la represion de la ruta w/k usando cultivos continuos bajo limitacion de succinato v / o
limitacion de los niveles de oxigeno. Siguiendo la actividad de los promotores PalkS v PalkB en las diferentes
condiciones de crecimiento. por actividad de [i-galactosidasa y RT-PCR de tiempo real, se logré establecer gue la
represion de la ruta alk no esta relacionada con la velocidad de erecimiento y si responde a una sefial fisiologica
dependiente de los niveles de Cyo, afectados por la saturacion de oxigeno o la presencia y tipo de fuente de
carbono represora. Los resultados sugieren que la ruta ofk registra el estado fisioldgico y metabélico de la célula
utilizando sefiales generadas por determinados componentes de la cadena de transporte de electrones. Se postula
un mecanismo de regulacion por Control Fisioldgico (1) que modula la expresion de la ruta afk al estado
lisiologico de Psewdomonas putida GPol,

I. Rojo, ¥, and M., A Dinamarca. 2004. Catabolite Repression and Physiological Control. Vol [l..in
Pseudomonas, 1. L. Ramos {ed.). Kluwer Academic Publishers, New York.

Financtamicnto: BIO200G-0939 y AGL2001-1423. Ministerio Espariol de Ciencia v Tecnologia. OLK3-CT2000-
0170 Comision Europea. Dinamarca M_A. fue beca AECL CONICYT-BID, Red Europea de Fito y
Bioremediacion.
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3.- EL DOMINIO CARBOXILO TERMINAL DE LA TOXINA YacA DE Helicobacter pylori COMO
PRESENTADOR DE ANTIGENOS EN LA MEMBRANA EXTERNA BACTERIANA. ALCANCES
PARA EL DESARROLLO DE-VACUNAS HETEROLOGAS.

The carboxi-terminal domain from the Helicobacter pylori VacA toxin as an antigen presenter on the bacterial
Venegas A.. Depto. Genética Molecular v Microbiologia. Faculiad de Ciencias Bioldgicas, P.Universidad Catolica
de Chile, Alameda 340, Santiago. E-mail: pmartinefagenes bio.puc.cl.

Se han descrito diversos sistemas autopromovidos en Gram (-). La toxina VacA de Helicobacter pylori es uno de
¢éstos. VacA presenta un precursor intracelular de 140 kDa. el cual posee un dominio carboxilo terminal (CT) de
estructura fi-plegada. Este dominio permite el anclaje del precursor en la membrana externa y por un proceso
desconocido, la toxina es procesada v liberada. Nuestro objetivo fue probar el potencial uso del CT de VacA como
presentador de proteinas en la superficie celular bacteriana Mediante PCR se clond en el vector pGEM-T un
fragmento de 1300 pb correspondiente al CT-VacA (50 kDa) de la cepa 60190. De igual manera se clond el gen
hpad de 700 pb (29 kDa) v ¢l gen HPO231 (720 pb) para realizar la fusiones HpaA/CT-VacA y HPO231/CT-
VacA. Las lfusiones se introdujeron en el vector de expresion pET 27b rio-abajo del péptido senal de 21
aminodcidos para destinacion a periplasma v se transformaron las cepas £ coli IMIO9(DE3) vy la cepa vacuna
Salmonella tophimurium yA350. Los estudios de expresion mostraron un producto de 80 kDa correspondiente a
las fusiones . Experimentos de microscapia electronica con oro-coloidal sugieren localizacion de la quimera en la
superficie celular. Digestiones de células enteras con tripsina que expresan las fusiones mostraron accesibilidad a
los hibridos. Los resultados sugieren que el CT de VacA puede ser utilizado como anclaje de proteinas en la
superficie bacteriana de £. coli y de la cepa vacuna 5. typhimurium 34550, Este modelo podria ser aplicado para
diversos antigenos generando vacunas orales vivas con bacterias Grami-).

Finaciamiento: Provecto FONDECY T #1030894. Beca de Apoyo a PM Tesis Doctoral CONICY'T.

4.- METABOLISMO DE LOS POLIFOSFATOS Y SU POSIBLE RELACION CON EL REGULON PHO
EN Acidithiobacilius ferrooxidans. (Polvphosphate metabolism and its possible relationship with a Pho regulon in
Acidithiobacillus ferrooxidans). Yera, M., Alvarez, S. Guiliani, N. ¥ Jerez, C. A. Laboratorio de Microbiologia
Molecular v Biotecnologia. Departamento de Biologia. ¢ Instituto Milenio CBB. Facultad de Ciencias.

Universidad de Chile. cjereza'uchile.cl

1. ferrooxidans es una bacteria quimiolitoautotréfica que participa en el proceso de biolixiviacion. La carencia de
fosfato (Pi) reduce la eficiencia del proceso v hace a la bacteria mas sensible al arseniato. El regulén Pho consiste
en un numero de genes involucrados en la captacion de Pi desde el medio. cuya expresion se induce en carencia de
Pi. Una de las formas de almacenar Pi es como polifosfato inorganico (poliP), el cual es un polimero de residuos
de ortofosfato frecuentemente visto como granulos densos al haz de electrones. La polifosfato quinasa (PPK)
cataliza la sintesis de poliP a expensas de A TP. mientras que la expolifostatasa (PPX). hidroliza el poliP a Pi.
Nuestro objetivo es caracterizar los posibles roles del poliP en la respuesta de A ferrooxidany a la carencia de Pi.
La presencia de granulos de poliP vy su composicion clemental se analizaron mediante microscopia de transmision
electronica v EDAX. Los niveles de poliP se determinaron mediante ensayos enzimiticos especificos. Los niveles
de poliP fueron altos en células crecidas en presencia de Pi, mientras que sufrieron una fuerte reduccién en
baclerias sometidas a carencia de Pi. Esto se correlaciona con la desaparicion de los granulos de poliP en cultivos
carentes de Pi v con un aumento de la actividad PPX.

A ferrooxidans posee un posible regulon Pho v los genes ppk v ppr. Mediante experimentos de RT-PCR
encontramos que el gen ppx de A ferrovvidans se expresa como parle del operon pss. sugiriendo fuertemente que
a diferencia de lo que ocurre en £ coli y en otras bacterias, el gen ppx de A ferrooxidans podria formar parte del
regulén Pho de A. ferrooxidans. Esta organizacion genética inusual puede reflejar un cambio adaptativo de 4,
Sferroovidans para sobrevivir en ambientes limitados en fosfato,

Financiado por ICM P99-031-T.

4



S.- EFECTO DE FACTORES AMBIENTALES ¥ QUIMICOS SOBRE LA ESPORULACION EN X
dendrorhous. (Effect of environmental and chemical factors on the sporulation in X. dendrorhous). Retamales
P.: Lozano, C.: Carmona. M.: Alcaino. J.: Niklitschek, M.: Barahona, S.; Sepulveda, D.: Wozniak, A.: Baeza, M.
v Cifuentes,V Laboratorio de Genética Facultad de Ciencias.-Universidad de Chile.

patricio edgardo@yahoo.com

Xanthophvilomyces dendrorhious es una levadura carotenogénica, hasidiomicete, que forma cuerpos fructiferos
compuestos por holobasidios con basidiosporas terminales ovales. Para analizar el efecto de la fuente de carbono
sobre los niveles de esporulacion las colonias se crecieron en medio completo (YM) ¥y medio minimo (MMy)
suplementado con distintas fuentes de carbono. Las placas se incubaron por dos dias a 22 °C y luego se
transfirieron a 9 °C para inducir la esporulacion. Posteriormente, se determind el nimero promedio de
holobasidios por colonia a distintos tiempos, para las cepas silvestres VKMY2786 (cepa tipo), VKMY 2266,
VKMY2039. UCD 67-385, UCD 67-210 v la mutante VS3-88. Los resultados muestran que ninguna cepa es
capaz de esporular en medio suplementado con almidon. Por otro lado, las cepas silvestres UCD 67-385 y en
menor grado VKMY2059 sélo esporulan en MMy, Ademas, la cepa silvestre VKMY2786 es capaz de esporular
en medio MMv e YM suplementado con xilosa y sorbosa como fuente de carbono. Las cepas silvestres
VKMY2266 v UCD 67-210 no esporulan en ninguna de las condiciones estudiadas. La capacidad de esporulacién
en diferentes luentes de carbono puede describirse como: almidon< sacarosa< glucosa< fructuosa< glicerol<
xilosa< sorbosa. Por otro lado. -ionona. G418 ¥ EDTA son fuertes inhibidores de la esporulacién. mientras que
H-0, induce la esporulacion a concentraciones sub-letales.

Agradecimientos: Beca Doctorado “Fundacion Maria Gilhardi Venegas™.

6.- IDENTIFICACION DE UN NUEVO FAGO TIPO P4 EN CEPAS DE Escherichia coli
PRODUCTORAS DE SHIGATOXINAS (STEC) NO-0157 EMPLEANDO HIBRIDACION
SUSTRACTIVA (Identification of a new phage lvpe P4 in Shiga-toxin producing Escherichia coli No-O157
using subtractive genome hybridization). Vidal, M'., Santiviago, C".. Prado. V'. y Vidal, R".
'Programa de Microbiologia. Facultad de Medicina-ICBM, Universidad de Chile, ° Sidney Kimmel Cancer
Center, San Diego, California. mvidali@'med.uchile.cl

Escherichia colt productoras de Shigatoxina (STEC) constituyen un grupo de patégenos emergentes a
nivel mundial. Fste microorganismo coloniza el intestino ¥ puede causar diarrea con o sin sangre y Sindrome
Hemolitico Urémico (SHU). £ cofi O157 es el prototipo a nivel mundial v la causa mas frecuente de infeccion
por STEC en Estados Unidos, sin embargo en Chile son mas prevalentes las cepas de serogrupos No-O157. En
nuestro laboratorio hemos aislado cepas de STEC No-0157 capaces de producir infecciones clinicas en humanos
¥ carentes de intimina (gen eae), el principal factor de adherencia descrito en esta categoria de £ coli
diarreogénicos. El objetivo de este trabajo fue identificar diferencias genéticas entre la cepa STEC 472-1
(serogrupo O125) y la cepa prototipo ECEH EDL 933 (serogrupo O157), que pudieran explicar las propiedades de
virulencia de la cepa 472-1. Mediante hibridacion sustractiva genomica se obtuvieron fragmentos de PCR los
cuales fueron clonados en el vector pGEMT y los clones seleccionados exclusivos de la cepa 472-1 fueron
secuenciados. Al analizar la secuencia de 17 clones, todos correspondieron a secuencias parciales de genes de un
fago de la familia P4 (cor, alpha, cnr. 8, psu ¢ int ). Posteriormente se disefiaron primers utilizando las secuencias
de psu e int. lo cual generd un fragmento de PCR de 23500 kb, que corresponde a la region hipervariable del fago
donde podrian existir genes de virulencia. Las secuencias parciales de los genes descritos para este fago de la
familia P4 muestran un 98% o mas de similitud con el fago ST46 descrito en Sulmonelfa typhi Tv2. La presencia
de este fago en la cepa 472-1 podria explicar las diferencias en las propiedades de virulencia de las cepas
estudiadas y dar cuenta de la existencia de transferencia genética horizontal entre especies de enterobacterias.
Financiamiento: Beca de Apoyo a Tesis Doctoral Conicyl, Provectos DI 12-04/4-2, INC 03/05.
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7.- IDENTIFICACION DE VARIANTES DE GENES QUE CODIFICAN PARA TOXINAS
BACTERIANAS MEDIANTE DGGE (Characterization of variant genes coding for bacterial toxins by DGGE)
Pedrozo Z. Vidal R y Toro C. Programa de Microbiologia v Micologia, ICBM. Facultad de Medicina .,
Universidad de Chile. {zupedrozo/@hotmail.com)

La Electroforesis en Gel en Gradiente Desnaturante (DGGE) es una poderosa herramienta de la biologia
maolecular gue permite deteclar variaciones en la secuencia de DNA hasta de una base. Ha sido utilizada para
detectar polimorfismos, examinar microflora bacteriana asociada a otros organismos (168 rRNA). caracterizar
poblaciones bacterianas no cultivables v detectar mutaciones causantes de enfermedades en eucariotas, entre otros.
Para determinar la utilidad de esta técnica en estudios de epidemiologia molecular se estudié la presencia de
variantes de genes que codifican para exotoxinas bacterianas. En particular se trabajé con 68 cepas de S flexneri
portadoras de los genes set! v/o sen que codifican para las enterotoxinas ShETI v ShET2 respectivamente v 64
cepas de E.coli productoras de Shigatoxinas (STEC) portadoras del gen sx2, que codifica para la toxina Stx2.
Todas las cepas fueron aisladas de pacientes con cuadros diarreicos. Determinacion de variantes por DGGE: la
amplificacion de fragmentos de los genes estudiados se realizo con partidores donde uno de cada par poseia una
secuencia adicional de 40 GC. La electroloresis se realizé en un gradiente de desnaturantes de urea:formamida. Se
secuenciaron aquellos fragmentos que presentaban diferencia en la migracion clectroforética. Resultados: A
través de esta técnica se identifico la presencia de 4 variantes del gen six2 en las muestras de STEC estudiadas, lo
cual fue corroborado por secuenciacion. No se detectaron variantes para los genes ser/ ni sen en las cepas de
Shigella. resultado que también fue verificado por la secuenciacion de los fragmentos a partir de cepas elegidas al
azar. Conclusion: Considerando que la virulencia no solo se puede determinar por la presencia de un factor
especifico sino que también por la existencia de variantes alélicos, el DGGE constituye un método atil y rapido en
la identificacion de éstos.

FINANCIADO POR FONDECYT 1040539

8.- EFECTO DE LOS (CLORO)BIFENILOS SOBRE LA FISIOLOGIA Y EL PROTEOMA DE
Burkholderia xenovorans LB400 (Effect of (chlorolbiphenyls on the physiology and proteome of Burkholderia
yenovorans LBA00).

Agullé L., Martinez P. y Seeger M. Laboratorio de Microbielogia Maolecular v Biotecnologia Ambiental,
Departamento de Quimica, Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparaiso. Chile. loreineai@hotmail.com

Los policlorobifenilos {PCBs) son contaminantes organicos persistentes ampliamente distribuidos en el medio
ambiente. Burkholderia venovaorans LB400 es una bacteria Gram-negativa capaz de oxidar un amplio rango de
PCBs. Los PCBs y los intermediarios metabdlicos de fa via de degradacion producen un efecto toxico sobre
células de £ coli (1). Se estudio la respuesta de Burkhofderia xenovorans LB400 frente a bifenilo (B) y 4-
clorohifenilo (4-CB). La cepa L.B400 crecida en medio minimo M9 suplementado con glucosa fue expuesta a 4-
CB. Se observo que 4-CB retarda el crecimiento bacteriano. Mediante microscopia electronica, se observo que 4-
CB produce un efecto sobre la membrana externa de la bacteria. Se estudio el efecto de la exposicion a B y 4-CB
sobre el proteoma de la cepa 1.B400 mediante la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida mono y
bidimensional. El patron de proteinas de la cepa 1.B400 sufre varios cambios frente a la exposicion a B y 4-CB. Se
observaron al menos 11 proteinas inducidas por B y 4-CB. Estas proteinas se secuenciaron por espectrometria de
masa MALDI-TOF, Entre las proteinas inducidas se identificaren las chaperonas moleculares Dnakl v GroEL. lo
que indica que la exposicion a (cloro)bifenilos constituye una situacion de estrés para Burkholderia xenovorans
LB400. El estudio de la fisiologia ¥ metabolismo de Burkholderia xenovorans 1.B400 frente a (clora)bifenilos
permitira diseflar estrategias para mejorar la biodegradacion de PCBs en procesos de biorremediacion de
ambientes contaminados.

|, Camara, B.. Herrera. C.. Gonzalez. M.. Couve. F_, Hofer. B.. v Seeger, M. 2004. Environ. Microbiol. 6: 842-
830.

Financiamiento: Provectos Fondecyt 1020221 v UUSM 130122,
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9.- EL GEN rfall DE Salmonella typhi ES REGULADO EN FORMA INDIRECTA POR EL FACTOR
SIGMA DE ESTRES RpoN (The rfal gene from Salmonelfa typhi is indirectly-regulated by the stress sigma
factor RpoN). Carter, J.. Bittner. M., Altamirano. F.. Saldias, S.. Hoare, A.. y Contreras, |. Facultad de Ciencias
Quimicas ¥ Farmaccuticas, Universidad de Chile. jearterji@cig.uchile.cl

La proteina RfaH es un antiterminador de la transcripcion que regula positivamente la expresion de genes del
lipopolisacarido {L.PS) en Safmonella (yphi. En trabajos anteriores demostramos que la transcripcion del gen rfaff
es regulada durante el crecimiento bacteriano, siendo activada en fase exponencial tardia y alcanzando un maximo
en fase estacionaria. Ademas, observamos que la expresion de rfaff aumenta por condiciones de estrés como la
deprivacion de Nitrogeno, lo que sugirid la participacion del factor sigma alternativo RpoN (6", 6*') en la
regulacion transcripcional de rfafi. Se construyd una mutante nula en el gen rpoV v se estudio la expresion de una
fusion rfali-facZ y la produccion de LPS. En esta mutante, se pierde tanto la induccion de rfatf como el aumento
de antigeno O en fase estacionaria

En base a estas observaciones, en este trabajo se estudio si el factor sigma RpoN regula la expresion del gen rfatl
mediante su union al prometor. Se secuencio la region promotora v se realizaron ensayos de extension del partidor
para determinar el sitio de inicio de la transcripcion. El analisis de la secuencia mostré la presencia de posibles
sitios de reconocimiento para 6™ en las regiones 12 ¥ 24, Se construveron mutantes sitio-dirigidas en estas
posibles cajas, los promotores mutados se fusionaron al gen reportero facZ v se evalué la produccion de f3-
galactosidasa durante el crecimiento bacteriano. Los resultados mostraron que estas mutaciones no afectan la
induccion de rfaff en fase estacionaria. Ademas. se realizaron ensayos de retardo de la migracién en geles
(EMSA) usando como sonda la region promotora v extractos de la cepa S siphi Ty2 y de una mutante ArpoN. No
se encontraron diferencias en la migracion de la sonda con ambos extractos celulares. Los resultados sugieren que
la accion regulatoria de RpoN sobre rfaf! es indirecta y no por la union a la region promotora del gen,
Financiamiento: Provectio Fondecyt 1040562 v Beca Conievt de Tesis Doctoral {MB).

10.- EFECTO DIFERENCIAL DEL ANTIGENO O SOBRE LA INVASIVIDAD Y RESISTENCIA AL
SUERO DE Salmaonella typhi (Differential effect of the O-antigen on Salmonelfa typhi invasiveness and serum
resistance ). Hoare A.. Alvarez. S.. Carter. J.. Zaldivar. M. ¥ Contreras .

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. anileipazi@yahoo.es

El lipopolisacirido (LPS) es el principal componente de la membrana externa de bacterias Gram-negativas.
Aunque muchas de las propiedades biologicas del LPS residen en el lipido A. evidencias recientes indican que el
antigeno O cumple un papel importante en la interaccion bacteria-hospedero. En trabajos anteriores, hemos
demostrado que el ligando de S. nephi para el receptor en las células epiteliales intestinales se encontraria en el
core del LPS ¥ que el antigeno () enmascararia este ligando. En este trabajo analizamos las propiedades de
invasividad y resistencia al suero de mutantes con distintos fenotipos de LPS: i) mutante rugosa profunda. ii)
mutante rugosa con core completo y iii) motante con distribucion modal del antigeno O alterada. Los resultados
de este trabajo indican que el ligando estaria en el core externo. ya que la carencia de antigeno O en mutantes
rugonsas favorece la invasion de S nphi v la avsencia de core externo en la mutante rugosa profunda la
disminuye. Por ¢l contrario, el antigeno O es necesario para conferir resistencia al sistema del complemento. ya
que ambas cepas rugosas son mas sensibles al sucro que la cepa silvestre v que la mutante con una distribucion
modal de antigeno O alterada. .Esta altima mutante no mostro alteraciones en ninguna de las propiedades
estudiadas. Las mutantes rugosas mostraron una menor movilidad que la cepa silvestre, sugiriendo que esla
propiedad no afecta la capacidad invasiva fn witre. En conjunto, estos resultados sugieren que exisle un efecto
diferencial del antigeno O en distinlas etapas de la infeceion por S. tuphi.

Financiamiento: Proyvecto Fondecyt 1040562,
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11.- LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS PROTEINAS MCEC Y MCEI INVOLUCRADAS EN
LA MADURACION DE LA MICROCINA E492. (Subcellular localization of proteins MceC and Mcel
involved in maduration of microcin £492.)

Estévez, C., Rojas. G.. Lagos, R. Laboratorio de Biologia Estructural y Molecular, Departamente de Biologia.
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. clavaes(aivahoo.es

La microcina E492 es un péptido antibiotico secrelado por Klebsiella pneumonice RYC492, Mediante
mutagénesis al azar se determing la existencia de maltiples genes necesarios para Ja produccion de una microcina
activa, implicados en el proceso de sintesis, inmunidad, procesamiento, exportacion y maduracion de la microcina
E492. Mutantes en los genes meeC, meel y mee) producen una microcina que es exportada al espacio extracelular
v que es indistinguible en cuanto a su secuencia primaria de la producida por la cepa silvestre, pero que carece de
actividad sobre la célula blance. El objetivo de este trabajo fue determinar la localizacion subcelular de MceC y
Mcel. a fin de establecer el lugar de la célula donde estas proteinas ejercen su accion, Para esto, los genes meeC'y
meel se clonaron mediante PCR en un plasmidio compatible con los plasmidios np133 y np203 que portan el
sistema de microcina F492 con los genes meeC” v meel respectivamente mutados. Eslas construcciones fueron
utilizadas para complementar sus respectivas mutantes lo que fue evaluado mediante la formacién de halos de
inhibicion de crecimiento de un césped de células sensibles a la microcina E492. La ubicacion subeelular de los
productos génicos MceC v Mcel se llevo a cabo realizando la marcacion radioactiva selectiva de estas proteinas
con Met-S™ en células previamente tratadas con rifampicina, pues estos genes se encuentran clonados bajo el
promotor 10 del fago T7. Las fracciones soluble y de membrana se analizaron mediante SDS-PAGE y posterior
autoradiografia. Los resuliados indican que los productos génicos MeeC y Mcel codifican para proteinas que
presentan la masa esperada v que MceC y Mcel se encuentran preferentemente en la fraccion insoluble. Se

concluye que la actividad de estas proteinas esta asociada a la fraccion de membranas,
Financiamiento: provecto FONDECY T 1020757,

12.- LOS AMINOACIDOS TISI DE LA REGION C-TERMINAL DEL DOMINIO ABC DEL
TRANSPORTADOR DE MICROCINA E492 SON INDISPENSABLES PARA LA EXPORTACION DE
MICROCINA E492 Y COLICINA V. (Amino acids TISI of the ABC domain C-terminal region from the
microcin E492 transporter are essential for microcin F492 and colicin ¥ export) Tello M. Arbildua J.. Monasterio
O.v R Lagos. Laboratorio de Biologia Estructural y Molecular. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.meg tellof@yahoo.com

| os dominios ABC de los sistemas de transporte de tipo I que s localizan en la region final de la proteina son
regiones conservadas. Sin embargo. los ultimos aminodcidos de esta region presentan mayor variabilidad. EIl
transportador ABC de microcina E492 (MceG). que también exporta colicina V. presenta una de las regiones C-
terminal mas cortas. Una mutante en el C-terminal de MceG en que se produjo ¢l reemplazo de TIS1 a CP produce
un fenotipo ColV™ y MccE492 debido a la imposibilidad de exporlar ambas bacteriocinas. La modelacion de la
estructura del dominio ABC de MceG' " utilizando el programa Modeller 6.0, sugiere un cambio en su estructura,
que afectaria la produccion de una hebra [, Para determinar si el fenotipo no exportador es causado por la
ausencia de la hebra o por ¢l reemplazo de los aminodcidos por CP, se construyo una mutante de MceG a la
cual se le introdujo por PCR un codon de términe en la posicion 4. El producto de PCR fue clonado entre los
sitios Xbal y Hindlll del vector de expresion pBAD33, FEsta construccion (pMceeGi-4) fue utilizada para
complementar mutantes por transposicion en el transportador de microcma 492 (npB 12) o en el transportador de
colicina V {(pHK11-4). La actividad de transporte de MceG-3 fue evaluada mediante la formacion halos de
inhibicion de crecimientos sobre un eésped sensible. Adicionalmente se realizo un modelo de la estructura de el
dominio ABC de la mutante generada. Nuestros resultados indican que la ausencia de la hebra ' del C-terminal
de MceG causa el defecto en la exportacion de la microcina E492 y de la colicina V.

Financiado por Fondecy! N* 1020757 v Beca Conicyt de apoyo a realizacion de Tesis de Doctorado otorgada a
ML, '
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13.- MECANISMO DE ACCION DEL DITERPENO ACIDO 3B-HIDROXIKAURENQOICO SOBRE EL
HONGO Botrvtis cinerea. (Action mechanism of the diterpenoid 3f-hydroxy-kaurenoic acid on the fungus
Botrytis cinerea). Autores: Mendoza, L., Cotoras. M. Y Saavedra, A'

Universidad de Santiago de Chile, Facultad de Quimica v Biologia. Laboratorio de Micologia
Yalesaaflor@yahoo.com

Se ha demostrado recientemente que ¢l diterpeno dcido 3fi-hidroxikaurenoico. retarda la germinacion de
conidios y el crecimiento micelial en B cinerea, v provoca la liberacion de fosforo desde el micelio al medio
extracelular. Estos antecedentes sugieren que la accion del diterpeno sobre B cinerea se deberia a su interaccion
con alguno de los componentes de las membranas del hongo. alterando con ello la permeabilidad y/o algin
proceso metabolico asociado a membranas.

En este trabajo se analizo el efecto del diterpeno sobre la integridad de la membrana plasmatica. Para ello se
utilizd un compuesto fluorescente. que penetra la célula e interactiia con el acido nucleico, solo si la membrana
plasmatica esta dafiada. Los resultados. observados por microscopia confocal, muestran que solo las hifas
incubadas con el diterpeno, presentan nicleos fluorescentes. indicando que el acido 3(3-hidroxikaurenoico, dafa la
membrana del hongo alterando su permeabilidad.

Para identificar los componentes de la membrana que interactian con el diterpeno, se comparé ¢l crecimiento
del hongo incubado con el acido 3f}-hidroxikaurenoico en presencia de proteinas o diferentes lipos de lipidos. Los
resultados muestran que la inhibicion del crecimiento micelial, solo disminuye al incubar el hongo en presencia de
lipidos extraidos desde B. cinerea, ac. linoleico o ac. linolénico.

En conclusion, el dcido 3fi-hidroxikaurenoico alecta de manera directa la permeabilidad de la membrana
plasmatica, desestabilizandola al interactuar el diterpeno con lipidos de la membrana del hongo. El efecto
fungistatico del acido 3f-hidroxikaurenoico sobre este importante fitopatogeno, resulta una interesante opcion de
estudio. en la bisqueda de fungicidas de origen natural.

Financiado por Proyecto FONDECYT n® 1030466.

14.- Genetic CHARACTERIZATION OF A 246-TRICHLOROPHENOL DEGRADATION PATHWAY
AND EVALUATION OF ALTERNATIVE PATHWAYS IN Ralstonia eutropha JMP134. (Caracterizacion
genética de una via degradativa de 2.4.6-triclorofenol y evaluacion de vias alternativas en Ralstonia eutropha
IMPI134.). Sdnchez MA. & Gonzilez B. Depto. Genética Molecular ¥ Microbiologia. Facultad de Ciencias
Biologicas, P, Universidad Catolica de Chile. e-mail: masanche@puc.cl

Ralstoniu enwropha IMP134 s a bacterial strain. isolated from soil, able to degrade a large variety of
chloroaromatic compounds. among them 2.4.6-trichlorophenol (2.4,6-TCP). Although the biochemical functions
involved in 24.6-TCP degradation are well known, the catabolic pathway and the function of the tcpRYABCYD
genes are not well understood. Five genes (tepX. tepA. tepC, tep and 1epD)y were individually inactivated in strain
IMP134. Both rep X and 1cp4 mutants failed to degrade and 1o grow on 2,4.6-TCP, while 1cpC mutant was also
unable to grow on 2.4.6-TCP and transformed it to an oxidized product of 6-chlorohydroxyquinol. Insertional
inactivation of fepX” may have led to a polar effect on repd, which probably resulted in the ibability of the mutant
to transform this compound. Furthermore, bath rep ¥ and tepd) mutants were able to degrade and 1o grow on 2.4.6-
TCP. These results suggest that. in addition to fcp genes, other genes encoded by strain IMP134 are necessary for
complete and cfficient mineralization of 24.6-TCP. In this context, inactivation of putative genes for
chlorohydroquinone degradation did not show differences in growth with respect to the wild type, and genes
related to mineralization of 3-nitrophenol are being evaluated.

This work was linanced by a FONDECY T 1030493 grant, a CONICYT PhD fellowship, and the MIFAB
(Millennium Institute Tor Fundamental and Applied Biology).
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15.- THE TRANSCRIPTIONAL REGULATOR /T MODULATES DEGRADATION OF 24-
DICHLOROPHENOXYACETATE AND 3-CHLOROBENZOATE IN Ralstoma eutropha JMP134(pJP4).
(E1 regulador transcrpcional 1fdT modula la degradacion de  2.4-diclorofenoxiacetato y 3-clorobenzoato en
Ralstonia eutropha JMP134(pIP4)). Trefault, N.. Herrera, 1., Pérez-Bollweg, H. & Gonzilez, B. Lab. de
Microbiologia, Depto. Genética Molecular y Microbiologia. Fac. de Ciencias Biologicas and Millennium Institute
for Fundamental and Applied Biology. P. Universidad Catélica de Chile. Santiago. Chile. nntrefaui@puc.cl
Ralstonia ewtropha JMP134(pIP4) is a well known (chlorojaromatic compounds degrading strain able to
mineralize the herbicide 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and the acid 3-chlorobenzoic (3-CB), as well as
several other aromatic compounds, Several key degrading capabilities of R. eutropha JMP134 are encoded in the
88 kb. self transmissible, plasmid pJP4. In this plasmid. the catabolic genes are arranged in two genetic modules.
(fid-1 and 1fd-11. In addition, three regulatory genes exist: ¢fifR. (/dS and (fdT. the first two completely identical and
the last one interrupted by an insertion sequence that apparently vield a non functional TFdT protein. In this work,
we studied the effect of the complete excision of the i7" gene. The wild type and mutated pIP4 were
independently introduced into R. extropha IMP222, a derivative of strain JMP134 cured of plasmid pJP4. We
found differences in the growth capabilities of strains JMP222 (pJP4) and JMP222 (pIP4AT) in 2.4-D and 3-CB.
Strain JMP222 (pIP4AT) grew at higher concentrations of 2.4-D and 3-CB than strain IMP222, but did not show
growth differences in benzoate. This suggests that TIdT, in spite of being interrupted by the insertion sequence
ISJP4, could negatively modulate the expression of #fd modules. To test this possibility, we have performed
enzymatic assays by measuring the activity of the chlorocatechol-1.2-dioxygenase. the first enzyme of the
chlorocatechol degradation pathway, encoded in the two genetic modules, #fd-1 and ¢fd-11.
This work was supported by FONDECYT 1030492 and the Millennium Institute for Fundamental and Applied
Biology. N.T. is a MECESUP PhD fellow.

16.- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA REGION GENOMICA 12 DE Salmonella enterica sv.
Typhi ¥ SU INFLUENCIA EN INVASION (Molecular characterization of the Salmonella enterica sv. Typhi
genomic region 12 and its influence in invasion).

Rodas, P.. Santiviago, C. y Mora, G.. Unidad de Microbiologia. Facultad de Cs. Biologicas. P.Universidad
Catdlica de Chile, Santiago. Chile. F-mail: aldustariazvahoo.com.mx

La region genomica |2 de Salmonella Typhi es un scgmento cromosomal de 4.085 pb presente en los genomas de
las cepas secuenciadas CT18 v Ty2. esta parcialmente en el genoma de Safmonelia Paratvphi A ATCC 2150 y
segn nuestros andlisis bioinformiticos presenta 9 ORFs sin funciones conocidas y estaria ausente en los genomas
de varias especies del género Safmonella actualmente secuenciados. Con el fin de confirmar dichos estudios
bioinformaticos decidimos analizar la presencia de esta region en distintos serovares del género Salmonella y
evaluar su rol en la invasion de S. Typhi. Para ello disefiamos partidores externos e internos a esta region y
analizamos por PCR su presencia en cepas de la coleccion SARB y en nuestra coleccion de aislados clinicos
chilenos de S. Typhi; posteriormente generamos mutantes de S Typhi para esta region mediante el método de
Datsenko y Wanner (2000) tomando como fondo genético la presencia-ausencia de la cipsula Vi, y finalmente
evaluamos su capacidad invasora en la linea epitelial humana HEp-2. Nuestros resultados muestran que esta
region estd presente en |1 cepas de la coleccion SARB analizadas en este estudio (SARB 3. 30. 39, 42, 53, 54, 57,
63, 70. 71 y S montevideo 3799-98} v en todos los aislados de nuestra coleccion de S Typhi. Ademas la delecion
de esta region del genoma de S Typhi genera un fenotipo de hipoinvasion influenciado por la presencia‘ausencia
de la capsula Vi. Concluimos que la region genomica 12 no es exclusiva de S Typhi v S Paratyphi A, ¥ que en
conjunto con la capsula Vi se encuentran involucradas en invasion, fenomeno hasta ahora no descrito en la
literatura. Financiade por el provecio FONDECYT T 20483,



17.- ESTABILIDAD EN EL GENOMA DE LA REGION EXCLUSIVA SPI-8 DE Salmonella enterica
serovar Typhi ¥ SU ROL EN PATOGENICIDAD

(Salmonella enterica serovar Typhi SPI-8 exclusive genomic sequence stability and it’s rol in pathogenicity)
Castro D. Fuentes J, Retamal P, Alvarez | y Mora G. dicastro@puc ¢l

Fundamento: Salmonella enterica serovar Typhi posee 8 regiones exclusivas en su genoma con respecto a
Safmonella enterica serovar Typhimurium, denominadas iskas de patogenicidad o SPI. Debido a que son
exclusivas de Sa/monelfa Typhi, sus genes podrian explicar al menos en parte la especificidad de hospedero que
diferencia a estos dos serovares. SPI-8 es una isla de 6.8 Kpb, posee 17 marcos de lectura. en su mayoria con
funcion desconocida, Es posible que fuera adquirida por transferencia horizontal, va que se encuentra flanqueada
por secuencias directas repetidas de 17 pb; su porcentaje de G+C es distinto del cromosomal: codifica para una
integrasa-recombinasa que se encuentra en uno de sus extremos v por ltimo, estd ausente en algunas de las cepas
de la coleccion clinica STH de nuestro laboratorio, lo que indicaria que este segmento gendmico podria no
estabilizarse aun en el genoma de Salmonella Typhi. Gracias a analisis bioinformaticos se determiné que SPI-8
contiene dos marcos de lectura que codificarian para una bacteriocina v su proteina de inmunidad, STY3280 v
STY3281, o que hace muy interesante su estudio en patogenicidad. Nuestra hipdtesis consiste en que esta isla
contiene marcos de lectura que interviene en algin pasos de la infeccion. Método: Se obtuvo por medio de
intercambio alélico (Datsenko, 2000) una cepa carente en la isla SPI-8. La capacidad invasora v de proliferacion
de esta mutante v la cepa wi se probaron en células epiteliales humanas HEp-2 con ¢l método de proteccion a
gentamicina (Contreras, 1997). Resultados: La cepa mutante en SPI-8 no modifica la capacidad invasora
caracteristica de la cepa wt. Por lo tanto se puede decir que los genes codificados en SPI-8 no se encuentran
directamente relacionados con la capacidad de invadir de STH2370. Por otro lado, se logré determinar que ¢l
porcentaje de bacterias recuperadas 24 hrs post infeccion aumentd 170% con respecto a la cepa wi. Conclusiones:
Esto podria interpretarse a priori como un aumento en la proliferacion de la bacteria, pero después de un segundo
analisis se puede pensar que la carencia de estos genes disminuye la capacidad de Salmonefla Typhi para inducir
muerte de fa célula hospedera. Castro v Fuentes son becarios Conicyt. Financiado por Fondecyt N° 10202485

18.- LA ISLA DE PATOGENICIDAD 2 DE Salmonetia  typhimurium ESTA INVOLUCRADA EN LA
EVASION DE LA PRESENTACION DE ANTIGENOS POR LA CELULA DENDRITICA A CELULAS
T. (The pathogenicity island 2 of Safmonella typhimuriunis involved on the evasion of antigen presentation by
dendritic cells to T lvmphocytes)

Jaime A. Tobar, Susan M. Bueno. Pablo A. Gonzalez v Alexis M. Kalergis.

Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, Facultad Cs. Biologicas. P. Universidad Catolica de Chile.
kalergisi@bin.puc.cl

Las celulas dendriticas (DCs) poseen la capacidad dinica de iniciar la respuesta inmune adaptativa contra
patogenos bacterianos, mediante el procesamiento y presentacion de antigenos a células T virgenes. Es por esto
que interferir con la funcion de la DC permitiria que microorganismos patdgenos evadan la respuesta inmune
adaptativa. Resultados previos de nuestro grupo (Tobar et al. JImmunol 173(6)) demuestran que Salmonella
niphimuriwm. bacteria causante de fiebre entérica en el raton. posee mecanismos moleculares que le permiten
interferir con la funcion de la DC. El objetivo del presente trabajo fue identificar genes de S nphimurium
involucrados en evitar la presentacion de antigenos bacterianos por la DC. Se generaron cepas de S. nyphimurium
mutantes nulas en genes presentes en las Isla de Patogenicidad 2 (SP1-2), region cromosémica que contiene genes
involucrados en sobrevida bacteriana dentro de macrifagos. Nuestro resultados muestran que la eliminacion de
todos los genes de la SPI-2 y de genes puntuales de esta isla permite que las DCs presenten eficientemente
antigenos bacterianos. activando células T CD8+ y CD4+, a diferencia de los observado con S typhimurium
silvestre. Ademas. andlisis de microscopia confocal en DCs infectadas con las cepas mutantes muestran que estas
cepas co-localizan con marcadores lisosomales, en contraste con la cepa silvestre. Estos resultados sugieren que
los genes de la SPI-2, responsables de evitar la degradacion bacteriana por la via fagocitica, estarian involucrados
en evitar la presentacion de antigenos por la DC. Financiado por FONDECYT #1030557, FONDAP #13980001



19.- 8. TYPHI PRESENTA MECANISMOS DISTINTOS A S. TYPHIMURIUM PARA ENFRENTAR EL
ESTRES ACIDO (S. Typhi versus S. Typhimurium shows different type of mechanisms to confront acid stress)
A. Nicole Trombert, Ma. Rosario Echeverria, Juan Fuentes v Guido Mora. Laboratorio de Microbiologia,
Facultad de Ciencias, Universidad Andrés Bello. atromberi@puc.cl.

Introduccién: S Typhi, agente causal de la fiebre tifoidea en humanos. es un microorganismo con la capacidad
de invadir y sobrevivir al interior de células epiteliales y macrofagos. Dentro del ambiente intracelular, la bacteria
esta sometida a numerosas condiciones adversas. como lo son la carencia de nutrientes. ¢l shock oxidative y una
de las mas importantes, el estrés acido. S Typhimuriumun, microorganisme que causa ficbre tifoidea en el raton.
enfrenta la acidez desencadenando una respuesta de tolerancia (ATR) caracterizada por la sintesis de varias
proteinas que incluyven las aminodcido-descarboxilasas, por ejemplo, caudd, speC, responsables de la
neutralizacion del medio externo, 5. Tvphimurium también sobrevive en el ambiente celular modificando la ruta
endocitica para garantizar su sobrevida por medio de la sintesis de una serie de proteinas efectoras como spiC v
sse. El presente trabajo demuestra que, aunque S. Typhi sobrevive en vacuolas intracelulares de caracteristicas
neutras, es hipersensible a pH acido in vitro y carece de a lo menos dos genes (speC’ y ssef) que en S
Typhimurium participan en el mecanismo de tolerancia a la acides y evasion de la via endocitica degradativa.
Métodos: Se realizaron ensayos de sensibilidad a pH acido in vire, andlisis bioinforméticos y ensayos de
fluorescencia con la proteina GFP en la linea de monocitos humanos U937 con S Typhi STH2370 (cepa
hospitalaria chilena), S Tvphi SARB63 (cepa de referencia). S. Typhimurium 14028s (cepa de referencia) v E.
coli DHS |, Resultados y Conclusiones: S, Typhi presentaria mecanismos distintos a .S Typhimurium para
enfrentar el estrés acido. lo que podria estar relacionado con la capacidad de cada serovar para adaptarse y gatillar
la enfermedad en su hospedero especifico. FONDECYT 1020485
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20- DEGRADACION DE CAPTAN Y ACIDO 24-DICLOROFENOXIACETICO EN SUELO
AGRICOLA. (Captan and 2.4-Dichlorophenoxyacetic acid degradation in agricultural soil}

Aguayo, J. Becerra, J. Martinez. M. Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas.
Universidad de Concepcion. Casilla 160-C E-mail: joaguayoi@udec cl

l.a actividad agricola utiliza pesticidas que pueden ser recalcitrantes y tener efectos toxicos. Sin embargo, ¢l
componente bacteriano tiene la capacidad de degradar estos compuestos. In este trabajo se estudio la degradacion
de acido 2.4-diclorofenoxiacetico (2.4-D) v/o captan en suclo agricola, por Wautersia ewtropha JMPI34 y
Stenotrophomeanas maftophilia JAM X11

Para ello se prepararon microcosmos (90 ml de Medio Salino y 10 g de suclo agricola estéril o no estéril),
adicionados con captan, 2.4-D o ambos en concentraciones de 100 ppml'. Las cepas bacterianas fueron
inoculadas (1x 10" UFC ml") e incubadas durante 7 dias (30°C. 120 r.p.m.). La degradacion fue determinada por
espectrofotometria UV (230-350 nm). HPLC o CG-masa.

Los resultados demostraron que la degradacion de 2.4-D por la cepa IMI34 fue similar tanto en suclo estéril
como en suelo con presencia de la flora bacteriana nativa, La cepa JAM XI1, en suelo estéril, degrado un 70%. de
captan en presencia o ausencia de 2.4-D. Por su parte, la microflora nativa degrado la totalidad del captan
adicionado. En la cepa JAM X11 la degradacion de 2.4-D. fue afectada negativamente por la microflora presente
en suclo. Los resultados en su conjunto sugieren que la bacterio flora del suelo podria interferir en la expresion de
las capacidades degradativas de la cepa S. malt sprinilia JAM XL

Financiado: Provecto DIUC 202.036.021-1,0



21- CARACTERIZACION DEL POTENCIAL CATABOLICO DE SIMAZINA DE LA BACTERIA
Psendomonas sp. P41 AISLADA DESDE SUELOS AGRICOLAS DEL VALLE DE ACONCAGUA.

(Catabofic potential of simazine of Psewdomenes sp. P41 isolated from from agricultural soils of Aconcagua vallev).
Nillalobos P.. Gonzalez M. y Seeger M. Laboratorio de Biotecnologia Ambiental y Microbiologia Molecular. Universidad
Téenica Federico Santa Marfa, Valparaiso, Chile. biaggini@icvmail.cl.

lLa simazina es un agroquimico de la familia de las s-triazinas. que es ampliamente empleado en la agricultura para el control de
malezas. Pseudomonas sp. P4les una bacteria capaz de utilizar simazina como tmica fuente de nitrogeno. Fsta bacteria fue aislada
en el valle de Aconcagua desde suelos agricolas tratados por afios con este herbicida. Fn este trabajo se analiz el potencial
catabolico de simazina de esta cepa mediante estudios genéticos y fisiologicos,

En la cepa Pseudomendas sp. P41 se detectaron todos los genes catabolicos de las rutas superior (ar=A., ar=B. ar=C) ¢ inferior (at=D,
atE. aeF) de degradacion de simazina. mediante amplificacion por PCR de regiones conservadas. Para determinar las
capacidades degradativas de esta bacteria, se empled un ensayo con células en reposo, evaluando el crecimiento de la cepa en
diferentes fuentes de nitrogeno altermativas v su efecto en la capacidad de degradacion de simazina. Los resultados muestran que la
cepa Pserdomonas sp. P41 crecida en presencia de glicina, nitrato, urea o amonio no presenta actividad de degradacion de
simazina, Por su parte, la cepa P41 crecida en un medio minimo empleando simazina o acido ciantirico como filente de N, es
capaz. de degradar parcialmente el herbicida. Pseudomonas sp. P41 tiene una cinética de dehalogenacion de simazina més lenta
que Psetdomonas sp. ADP, una cepa de referencia.

Este estudio permitic conocer la fisiologia de la cepa degradadora de simazina Psexdomonas sp. P41,y provectar su empleo para
la biorremediacion v el manejo de sitios contaminados con s-triazinas.

Financiamiento: Provectos EU ICA4-CT-2002-10011 y USM 130322, P.V. es becado doctoral MECESUP PUCYV-
0206.

22.- AISLAMIENTO DE BACTERIAS OXIDANTES DE ARSENITO DE SEDIMENTOS DE LA VIII
REGION, CHILE. { Arsenite- oxidizing bacteria isolated from sediments of VIl region)

Guidez. A, , Campos, V., Castillo, E., Yanez. J.. Mondaca, M.A.

Departamento. de Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas; Departamento. Quimica Analitica e
Inorganica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad de’ Concepeion. mmondaca@udec.cl

EI arsénico (As) es un semimetal toxico con propiedades mutagénicas v cancerigenas. La presencia de este
compuesto en fuentes de agua natural constituyen un permanente riesgo para poblacion expuesta. Por esta razon
se hace necesario contar con sistemas de tratamiento efectivos que puedan remover el arsénico de las aguas
contaminadas. Una alternativa interesante es realizar la oxidacion de As(ll) a As(V) mediante bacterias que
tengan la propiedad de oxidar el metal. El objetivo del presente trabajo fue aislar y caracterizar baclerias
resistentes a As desde sedimentos del estero Lirquén (VI Region).

Las muestras de sedimentos se incubaron en medio minimo adicionado con  As ([1) (75 uM) durante 14 dias a
temperatura ambiente. Alicuotas del cultivo se sembraron en agar R2A y As(Il) (75 pM). Se seleccionaron 5
cepas @ las cuales se les determinaron los niveles de resistencia a As v a otros metales.

La capacidad oxidativa de As, de las cepas en estudio. se determind por cromatografia liquida de alta resolucién
con interfase generadora de hidruros asociado a un espectrometro de absorcion atomica. Las bacterias
seleccionadas fueron identificadas, de acuerdo a sus propiedades bioguimicas, utilizando el sistema APl 20NE.

Los niveles de resistencia, para As y Cr, variaron entre 0.5 y 7 mM, y el nivel de resistencia para Cd, Cu, Hg fue
(.5 mM. Unpa de las cepas aisladas fue capaz de oxidar el 69.6% de As(ll1) a As(V). después de 7 dias de
incubacion. Esta bacteria fue identificada como Klehsiella pneumoniae pnewmoniae, con un 97.7% de exactitud.

La capacidad de esta bacteria de oxidar As(lll) a As(V), permitiria su uso potencial en la detoxificacién de aguas
contaminadas con arsénico.
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23- EVALUACION DE LA GENOTOXICIDAD DE FITOESTEROLES PRESENTES EN EFLUENTES
DE FABRICA DE CELULOSA KRAFT MEDIANTE EL ENSAYO “REC" DE Buacillus subtilis
(genotoxicity evaluation ef the phytosterols of kraft pulp mill effluents by Baciflus subiilis “rec” assay)

Oiiate', E., Decap'. 1. Chamorro', S..Vidal', G., Mondaca’. M. A. 'Centro de Ciencias Ambientales
EULA-Chile. "Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias biologicas. Universidad de
Concepcion. E-mail: gvidaliaudec.cl

Los efluentes de celulosa Kraft presentan. entre otras especies quimicas, compuestos precursores de
actividad hormonal. Dentro de estos se pueden considerar los [itoesteroles, que constituyen los
extractivos de la madera v quedan parcialmente absorbidos en la pulpa. la cual es posteriormente
lavada. Los efluentes provenientes de este lavado contienen fitoesteroles que pueden ser descargados al
medio ambiente. El objetivo del presente trabajo fue evaluar ¢l efecto genotoxico de B-sitosterol ¥
stigmasterol v de un efluente de celulosa Kraft con y sin tratamiento biologico, utilizando el ensayo
“rec” de Bacillus subtilis. 1.a genotoxicidad se determiné utilizando el ensayo rec de Bacillus subtilis en
muestras que correspondieron a soluciones estandares de B-Sitoesterol y Stigmaesterol cuyas
concentraciones fluctuaron entre 2 v 32 ppm. ¥ muestras de influente y efluente luego de ser tratado
aerdbica y anaeréhicamente. en dosis de 100 a 300 pl. Tanto el stigmasterol y el [-sitosterol. de acuerdo
al ensayo realizado. muestran efectos genotdxico. Sin mostrar diferencias significativa entre ellos
(p=0.1873). Al realizar el ensavo. con efluente sin tratamiento se obtuvo un efecto genotoxico. que
disminuyo al ensavar el efluente tratado tanto aerdbica como anerébicamente. Con estos resultados se
demuestra la actividad genotdxica de los fitoesteroles ensayados, estos compuestos podrian potenciar la
actividad genotaxica de otros compuestos presentes en los eflucntes de celulosa Krafi. Sin embargo los
sistemas de tratamiento bioldgico reducirian el potencial genotoxico de dichos residuos liquidas
industriales.

Financiado por proyvecto Fondecyt 1040987

24.- EFFECT OF BIOUGMENTATION IN BIODEGRADATION OF THE HERBICIDE SIMAZINE IN
SOILS (Efecto de la bioaumentacion en la biodegradacion del herbicida simazina en suelos). Moran AC,
Vial F. Miiller A, Manzano M and Gonzilez B. Depto de Genética Molecular ¥ Microbiologia. and Center for
Advanced Studies in Feology and Biodiversity. Facultad de Cs. Biologicas. P. Universidad Catolica de Chile
Santiago — E-mail: amorani@hio.pucl.cl

Simazine is a widely used pre-emergence herbicide. whose toxicity motivates research on its microbial
degradation. In a previous work. we found that agricultural soils treated with the herbicide for 10 years had
developed the ability to degrade simazine. In this work. we assayed the elfect of bioaugmentation with the
simazine degrading strain Pseudomonas sp. ADP (pADP-1) in microcosms prepared with soil previously exposed
to simazine. Although higher degradation rates were found in inoculated microcosms, after 4 weeks the remaining
herbicide concentrations were similar to those of non-inoculated microcosms. Afier 2 weeks the signal
corresponding to the strain ADP was not detected by T-RFLP. 1 he levels of the gene aiz4, the gene involved in
the first step of simazine catabolism, were assessed by competitive PCR and similar values were found for both
inoculated and non-inoculated microcosms afler 2 weeks of incubation. Then. we assaved the effect of
biougmentation in a soil with no history of simazine treatment. For this experiment we chose the closely related
strain £. putida KT2442 as the inoculum, provided that this strain persisted better in soils. We inoculated this soil
with 10" CFU of P. putida KT2442 (pADP-1) per gram of soil. Although the strain persisted, as determined by
DGGE and plate counts on a selective medium, and the gene ar=4 was still detected after 2 weeks. no significant
degradation of the herbicide was achieved, Our results sugzest that the biodegradation potential developed by
previous herbicide treatment is not improved by the inoculation with a degrading strain. In addition, the
persistence of the inoculum does not guarantee the success of bicaugmentation in the soil with no history of

simazine treatment.

This work was supported by FONDAP-FONDECYT (grant [S01-0001, program 7). and by the 1CA4-CT-
0021001 1 (ACCESS) Contract of the European Union.
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25.- RESPUESTA MICROBIANA AL TRATAMIENTO CON 2,4-D EN ENSAYO DE MICROCOSMOS
(Microbial response to 2.4-D treatment in microcosm assay)

Cuadrado.V.; Merini 1..J.: Flocco C.G. and Giulietti A.M. Catedra de Microbiologia Industrial ¥ Biotecnologia.
Facultad de Farmacia vy Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. Bs. As. Argentina. E-mail:
virginia@ ffyb.uba.ar

Phenoxy herbicides are widely employed in agriculture. Due 1o their physicochemical properties and extensive
use there is a great risk of soil and water contamination. In order to evaluate the possibility of bioremediation of
contaminated soils with the indigenous microllora and the influence of alfalfa plants on this degradation, we
carried out a microcosm assay using soil with history of 2 4-DB treatment. Different sets of sterile, non-sterile,
planted. non-planted, with/without herbicide microcosms were established. In this way, we could differentiate the
contribution of soil microbes and plants on the degradation of the herbicide. The experimental units consisted in
360 ml glass flasks with 100 gr of soil. with or without alfalfa plants, 2.4-D was used as herbicide. and samples
were taken at 0, 1, 5, 15 and 30 days since its addition. The cvaluated parameters were: residual amounts of
herbicide by soil exiraction and HPLC analysis; total heterotrophic bacteria counts on R2A agar plates; and 2 4-D
degrading bacteria counts by a Most Probable Number assay relying on herbicide degradation. We observed a
rapid dissipation of the herbicide in all the treatments (total disappearance afier | day) and the presence of 2.4-
DCP (main metabolite) at time 0, especially in planted microcosms. The total heterotrophic bacteria population in
bulk soil was about 10exp8 CFU/gr dry soil in every treatment and an increment of these numbers was observed
after 2,4-D addition either for planted and unplanted microcosms (1 order of magnitude after 15 dayvs). Regarding
2.4-D degrading bacteria, there was a 2 orders of magnitude increment in the size of this population after
herbicide addition, from time 0 to day 15. This behavior was similar in planted and unplanted microcosms. A
preliminary conclusion is that the herbicide addition increases the numbers of 2.4-D degrading and total bacteria
counts. and that plants don't influence on 2.4-D degradation by indigenous microflora. However, a more
exhaustive study must be performed in order to correlate the herbicide dissipation with bacterial counts and to
explore plant-bacteria interactions. Evaluating the capability of herbicide degradation by soil microbes and the
factors that infleence on it is a necessary step for fure design of bioremediation sirategies. Supparted by grant
1CAL-CT-2002-1001 1, Ewropean Communiry.

26.- CHARACTERIZATION OF THE MICROBIAL EPIPHYTIC ASSEMBLAGES ASSOCIATED
WITH TWO SPECIES OF INTERTIDAL MACROALGAE OF NORTHERN CHILE. (Caracterizacion de
los ensamblajes microbianos epifitos asociados con especics de macroalgas del intermareal del norte de Chile).
Hengst, M.B', Correa LA, & Gonzalez B. 'Depto. Genética Molecular v Microbiologia, * Depto. Ecologia &
CASEB. Facultad de Ciencias Biolagicas, P. Universidad Catolica de Chile. e-mail: mbhengst@puc.cl

I'he microbial assemblages constitute complex associations that develop on practically any alive or inert surface,
It has been demostrated that the microoganisms are associated with the development of marine macroalgae,
allowing anchoring of the spores and modulating the morphogenetic pattern in the adults. Ulva compressa
{Chlorophvta) and Sevtosiphon lomentaria (Phacophyta). are two macroalge inhabiting the rocky intertidal zone,
and they are the dominating species in a site affected by long-lasting copper enrichment in Chanaral. northern
Chile. At least one study has demonstrated the occurrence of copper tolerant epiphytic bacteria associated with £
compressa in the area.  This study was designed to elucidate the relative importance of the a) external
environment (i.e. water column characteristics). b) the hosts and ¢) the microbial inter-taxa relationships, on the
diversity and structure of the epiphytic microbial communities associated with (! compressa and S. lomentaria.
Preliminary results obtained by T-RFLP and DGGE show that the microbiota associated with the two algal
species dominating the contaminated area is similar. and different to the microbiota associated with the same

species of algae from the control area.
This work was supported by FONDAP 1501001-1 (CASEB, Program 7). M.H. is a CONICYT PhD fellow.
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27.- DEGRADACION DE SIMAZINA EN SUELO AGRICOLA: BIOAUMENTACION CON LA CEPA
NATIVA Psendomonas sp. P41 YERSUS MICROBIOTA NATIVA (Degradation of simazine in agricultural
soil: bicaugmentation with the native Pyewdomonas sp. strain P41 versus native microbiota)

Morgante V.'. Fadic X% Cereceda 7. Vasquez M. y Seeger M. 'labortorio de Microbiologia Molecular ¥
Biotecnologia Ambiental *1 aboratorio de Quimica Ambiental. Departamento de Quimica, |niversidad Téenica Federico Santa Maria,
Valparaiso.  Chile.  * Laboratorio  de  Biolecnologia,  INTA. Universidad  de  Chile.  Santiago.  Chile
verdnica.morgantef@alumnos. utfsm.cl

Los herbicidas del tipo s-triazinas como la simazina son utilizados en el mundo para el control de malezas en
suclos agricolas y suelos no cultivables (vias ferroviarias. autopistas. etc.). Debido a sus efectos carcinogénicos,
en Chile se han normado los niveles maximos permitidos de s-iriazinas en agua potable. .os microorganismos son
los principales responsables de biedegradacion de estos herbicidas. siendo la binaumentacion, es decir la adicion
de una bacteria previamente cultivada en ¢l laboratorio, una estrategia de descontaminacion de bajo costo y
minimo impacto ambiental, El ohjetivo de este trabajo. Tue evaluar ¢l electo de fa bioaumentacion con la bacteria
nativa Pyendomonas sp, P41 sobre la degradacion de simazina en ensayos de campo. El ensayo se realizé durante
8§ semanas en una plantacion de paltos anualmente tratada con simazina comercial. Cada 15 dias se inoculé la cepa
P4l en dosis de 107 célulasio de suelo. Las muestras se procesaron para andlisis quimico (GC-ECD) y
microbiologico (UFC/g. NMP). Los resultados muestran que: i) el recuento de bacterias cultivables en medio con
simazina de suelos control (C) ¥ bicaumentado (B) no presenta dilerencias a lo largoe del ensayo; ii) se incremento
la poblacion degradadora de simazina en suelo bioaumentado la que se mantiene hasta 7 dias post-inoculacion; iii)
el tiempo de vida media de la simazina en el suelo fue de un mes. tanto en suelos C como en suelos B; iv) la
adicion de la cepa P41 no es determinante en la degradacion de simazina, La microbiota nativa del suelo es capaz
por si misma de degradar la simazina, pero la adicion de Psendomonas sp. P41 aumenta el numero total de
organismos degradadores. El mecanismo por el cual este fenomeno se produce no se ha establecido. Estudios
moleculares futuros permitiran identificar el efecto de esta cepa sobre la estructura de la comunidad microbiana
del suelo v su relacion con la degradacion de simazina.

Financiamiento: Proyectos EU-ICA4-CT-2002-1001 1. Perkin Elmer y USM N° 130322,

28 - DISPONIBILIDAD DE BETAINA ¥ TRIMETILAMINAS POR RIOPELICULAS DE BACTERIAS
PROTEOLITICAS ANAEROBIAS (Betaine and trimethylamine availability by protealytic anaerobic bacterial
biotilm)

Ruiz-Tagle N, Becerra J. Aspe E. Jopia P. Sossa K., Salgado F. Torres E & Urrutia H.

Depto. Microbiologia, Facultad Ciencias Biologicas. Universidad de Concepcion. nruiztagi@udec.cl

Las metilaminas (MA) v ceramica, favorecen ¢l crecimiento y adhesion de arqueas productoras de metanoe (APM,
Methanosarcinacea) respecto a bacterias reductoras de sulfato (BRS). La actividad metanogénica, en cfluentes
proteicos ricos en sulfato, se estimularia incorporando biopeliculas de bacterias proteoliticas (BP) que mantengan
disponible precursores de MA. Fl estrés osmotico estimula fa captura (v/o produccion) y disponibilidad en el
medio de betaina (BT) v trimetilaminas (TMA). ambos osmoprotectores v precursores de MA. Por tanto, en este
trabajo. se seleccionaron BP con capacidad de adherencia a ceramica y se estimuld la produccion. captura y
disponibilidad de BT TMA por biopeliculas de BP.

Se aislé y selecciond BP desde un reactor anaerobio, en agar leche, Las cepas fueron caracterizadas a través de su
morfologia, API20A. hibridacion de ARNr 165 v DGGE. Se estudio su capacidad de adherencia sobre ceramica
(recuentos celulares y SEM) v determing la disponibilidad intra y extracelular de BT/TMA a través de estrés
osmotico (0.2-0.6 mM de NaCl) utilizando GC-MS,

Se aislaron BP con capacidad de acumular y liberar BT, v cepas capaces de producir TMA No se detecto la
produccion de BT. Las caracteristicas fenotipicas y moleculares revelaron la presencia de Firmicutes de bajo
G+, gram positivas como PB,

Se concluye que ambientes anaerobios ricos en proteina v sulfatos presentan BP con capacidad de formar
biopeliculas ¥ de mantener disponible BT/TMAL cuyo enriguecimiento en un reactor seria una estralegia para
favarecer ¢l crecimiento de APM metilaminotraficas. Financiado por provecto FONDECYT 1020999



29.- AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE BACTERIAS REDUCTORAS DFE. SULFATO DESDE
INSTALACIONES DE REFINERIA ENAP BIiO-BIO. (Isolation and Characterization of Sulfate Reducing
Bacteria from ENAP Bio-bio relinery facilities)

Salgado, F: Sossa, K; Ruiz-Tagle \N: Jopia .P: Torres. E v Urrutia H.

Lab. de Biopeliculas y Microbiologia Ambiental, Fac. de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcion.
{Fabsalgai@udec.cl)

Las biopeliculas de bacterias reductoras de sulfato (BRS) y su producto metabolico, el H.S. son los principales
causantes de la biotransformacion del hierro, produciendo la corrosion de superficies metilicas de ductos,
estanques, etc. y con ello pérdidas de millones de dolares afectando particularmente a la Industria del Petroleo.
Limpieza v aplicacién de hiocidas comerciales son indispensables para prevenir v controlar la corrosion. Para
optimizar la aplicacion de biocidas, es necesario conocer ¢l comportamiento de las BRS v la potencia de los
biocidas antes de su aplicacion en terreno. requiriendo el aislamicnto de cepas y su caracterizacion Los objetivos
de este trabajo fueron aislar una cepa de BRS desde biopeliculas presentes en las instalaciones de ENAP Bio-bio.
Para ello se realizaron diluciones seriadas de la muestra en medio Postgate C con 1% de lactato como Tuente de
carbono. La caraclerizacion taxonomica se realizd por hibridacion en membrana con las sondas ARNI16S:
EUIB338, ARCO15. SRB385. DCCB68, DSVORT y DFM228, La diversidad microbiana se analizé por DGGE con
los partidores para ADNr 16S: 34 1F-GC y 907RM.

El analisis por DGGE reveld solo un producto PCR indicando la presencia de solo una especie en la muestra,
identificada como Desnlfonema sp. La cepa aislada permitird iniciar los ensayos con diferentes biocidas como una
estrategia para inhibir el desarrollo de biopeliculas de BRS.

Provecto linanciado por UDEC-1IT

30.-  AISLAMIENTO DE BACTERIAS CON PROPIEDADES ADHERENTES PRESENTES EN
MITILIDOS (Bacterial isolation with adherents characteristic in mussel)

Bermejo, A'., Mondaca, M. A'. Aracena, O, 'Depto. de Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas. “Depto.
de Oceanografia, lacultad de Ciencias Naturales y Oceanogrificas. Universidad de Concepcion.

abermejoiaiudec cl,

Existe escasa informacion. en la literatura. en relacion a bacterias marinas asociadas a mitilidos. Por esta razon el
objetive del presente trabajo fue aislar v caracterizar las bacterias marinas asociadas a bisos v valvas de mitilidos
y determinar su capacidad de adherencia.

Se recolectaron ecjemplares de chorito. chelga v choro zapato provenientes de bancos naturales de la VI v X
Region. Los individuos fueron pesados, medidos ¥ desconchados. tomandose valvas v bisos. Las muestras fueron
sonicadas en un bafio de ultrasonido. Alicuotas del sobrenadante fueron sembradas en agar TSA, R2A
suplementadas NaCl (2%) v en agar-agar preparado con agua de mar. Las mismas muestras fueron sembradas en
los medios mencionados anteriormente suplementados con rojo congo (0.19). Mediante microscopia electronica
de barrido se determind la capacidad de adherencia de las bacterianas seleccionadas. | as bacterias aisladas fueron
caracterizadas ¢ identificadas de acuerdo a sus propiedades bioguimicas.

Los recuentos maximos de bacterias heterétrofas totales fueron de 6.1x10%, 4.2x10" v 1.6x10° UFC/em”® de valva,
en los recursos cholga, chorito v chore zapato respectivamente, lo que evidenciaria la presencia de una gruesa
capa de bacterias que cubriria los bisos ¥ valvas, Se seleccionaron 41 cepas que fueron capaces de fijar rojo
congo. lo que demuestra fa presencia de un exopolisacarido. 16 de ellas demostraron la capacidad de adherencia.
El total de las cepas correspondio a bacilos Gram(-), la mavoria no fermentadores. Las bacterias aisladas
presentan una gran capacidad de adherencia v la potencialidad de formar biopeliculas bacterianas.

Innova Bio-Bio, proyvecto 03-BI-217 L]



31.- ANALISIS QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DE LA DINAMICA ESPACIAL Y TEMPORAL
DEL HERBICIDA SIMAZINA EN SUELOS AGRICOLAS. (Chemical and Microbiological Study of Spatial
and Temporal Simazine Dvnamics in S{_:_i!;l.

Dmamarca M..A.,' Fadic X.”, Cereceda F.", Seeger M.’
'Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia Ambiental. “Laboratorio de Quimica Ambiental. Departamento de
Quimica. Universidad Técnica Federico Santa Maria. Valparaiso, Chile. miguel.dinamarcafaiusm.cl

Las s-riazinas son agroquimicos recalcitrantes de potencial riespo para la salud humana usados en cultivos
agricolas para el control de malezas. La caracterizacion quimica de la permanencia de s-triazinas en el suelo y la
deteccion de actividades de degradacion microbiologica son fundamentales para comprender la dindmica de este
compuesto en suelos contaminados. En este estudio un huerto de paltos de 25 afos se trato con simazina (s-
triazina) v se delermind su concentracion en muestras de suelos tomadas a profundidades de 0-5, 5-10 ¥ 10-15 cm
durante un periodo de & semanas. Las muestras fueron extraidas con metanol, concentradas v limpiadas por
extraccian en columnas de fase solida sobre CI18 v cuantificadas por cromatogralia gaseosa capilar con detector de
captura electronica. La capacidad degradativa del suelo se cuantifico por numero mis probable con sales de
tetrazollium. La presencia de los genes catabolicos en los suelos se determind con un método semi cuantitativo de
amplificacion por PCR. Los resultados quimicos muestran que la simazina tiene una vida media de 22 dias y que
la lixiviacion hacia capas inferiores es minima. Fue posible registrar actividades de degradacion microbiologica de
simazina antes de la aplicacion del producto. Esta actividad no es alectada por la aplicacion del herbicida o el
tiempo. Sin embargo, se observd que la actividad de degradacion de acido ciandrico, un  intermediario
melabolico, si aumenta en el liempo v se relaciona con la disminucion de concentraciones de simazina.
Finalmente el gen ar=A4 responsable de la deshalogenacion de la simazina esta presente en el suelo antes y después
de su aplicacion. mientras la cantidad del gen aizD. responsable de la asimilacion de dcido cianirico Tue 10 veces
mayor al del gen a4 y su aumento esta dircctamente relacionado con las actividades de degradacion
microbiolagica. Se concluye que los suclos estudiados presentan una importante actividad catabdlica de simazina
y que su desaparicion a partir de la segunda semana de aplicacion se explica en parte por un aumento en la
actividad de microorganismos degradadores de dcido cianirico, corroborado por el aumento en la presencia del
gen at=02. La aplicacion sistemdtica de simazina en los suelos estudiados durante 25 afos, ha seleccionado una
comunidad microbiana degradadora activa. que puede ser usada en la biorremediacion de suelos contaminados
con esle compuesto, '

Estudio financiado por loy provectos EU-JCAS-CT-2002-1000 F y USM-130322

32 MEDIO M9 MODIFICADO PARA EL CULTIVO LIQUIDO DE NEMATODOS
BACTERIYOROS. Modified M9 medium for the liquid culture of bacterivorous nematodes

Verdejo A., 1. Robeson. E. Montenegro

Laboratorio de Interacciones Microbianas. Instituto de Biologia., Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.

Jrobeson(@ucv.cl

Generalmente los nematodos Rhabditidae son cultivados en forma masiva en medios liguidos de formulacion
compleja. Por consiguiente para efectos de generacion de inoculos seria ventajosa la  utilizacion de medios de
fiicil preparacion. bajo costo, ¥ apropiados tanto para la bacteria dieta como para ¢l desarvollo de los nemitodos.
En el presente trabajo se ensayo el medio bacteriologico M9, ¢l cual fue suplementado con colesterol (5 mg/ml) y
células lavadas de la bacteria dieta. Se ensavo una especie de nemitodos de la familia Rhabditidae en conjunto
con una bacteria dieta asociada (TMP2:3) ambos originalmente obtenidos de suelo rizosferico de plantas en el
relave minero Planta Matta en Copiapo.

Primero. matraces de 500 ml con 50 ml de medio conteniendo células de TMP 23 (10" células‘ml) fueron
inoculados con huevos axenizados (150 huevosiml) para asegurar cultivos puros. Al cabo de 30 dias de
incubacion a 25° € con agitacion (180 rpm). este cultive primario contenia aproximadamente 6x 10"
nemitodos'ml v 2x 10" huevos‘ml, De aqui fueron inoculados los cultivos secundarios con 2.000 unidades/ml. Al
cabo de diez dias de incubacion en las mismas condiciones anteriores se obtuvieron niveles de 25.000
nematodosml,

La obtencion de cultivos masivos de nematodos en medio liquido M9 permite proyectar el uso de indculos
nematodo  bacteria en ensayos de biofertilizacion a nivel de laboratorio y campo. como asi mismo para la

inoculacion de biorreactores.

* Provecto FONDEF DOOETI0]



33 - INHIBICION DE LA FLJACION DE SEMILLAS DF SEMIMYTILUS ALGOSUS UTILIZANDO
BIOPELICULAS ¥ PRODUCTOS EXTRACELULARES BACTERIANOS.( Inhibition of spat setlement of
S afgosus using bacterial extracelular products).

Avyala M.'. Clarke M.y Riguelme L".',criquclmu:ﬂ_‘;luantnt’.ci 'Laboratorio de Ecologia Microbiana, Universidad de
Antofagasta. Chile. “Laboratorio de Zoologia de Invertebrados. Universidad de Antofagasta . Chile.

Fundamento: Semimytilus. algosus es una especie comun de la franja intermareal ¥ submareal, v es uno de los
principales componentes del fouling en estructuras marinas. El objetivo de este estudio fue evaluar la inhibicion
de biopeliculas y productos extracelulares de la bacteria Nil-LEM (Alteromonas sp) en la fijacion de S. algosus,
Metodologia: Se utilizaron dos tratamientos, el primero consistié en un grupo de ejemplares  sobre placas
acondicionadas con biopeliculas de Nil, v el otro tratamiento con individuos en placas sin preacondicionar,
monitoreandose la fijacion de los ejemplares. Para corroborar la respuesta de los individuos se repitio la
experiencia, utilizando los mismos ejemplares, pero cambiandolos del tratamiento al control. ¥ viceversa. Por otra
paric. se obtuvieron productos extracelulares a través del cultivo v posterior centrifugacion de la cepa bacleriana.
de los cuales se realizaron diluciones a 1:2, 1:10 ¥ 1:100 y se monitoreo la fijacion de los organismos. Resultados
¥ Conclusion: En la primera experiencia la fijacion en el tratamiento con placas preacondicionadas fue menor
(30%) que en el control . El exponer primero los individuos a la hiopelicula no disminuvé la capacidad de fijacion
de los ejemplares del primer grupo. que posteriormente fueron capaces de fijarse nuevamente a sustratos sin
preacondicionar y en los que aumentd la fijacion desde un 70 a 100%.. El otro grupo, que estuvo expuesto primero
a las placas control, disminuya la fijacion desde 100 a 70 %, cuando fueron expuestas a placas preacondicionadas.
El resultado de las diluciones del sobrenadante bacteriano 1:10 v 1:100, presentaron un 10 y 40 % de fijacion,
respectivamente. Los resultados demuestran un efecto inhibidor de la bacteria Nil, sobre la fijacion de S. algosus.
Financiamiento :FONDEF DOTII 166,

34.- DESARROLLO DE TECNOLOGIAS PARA LA PRODUCCION MASIVA DE PRODUCTOS
EXTRACELULARES ANTIFOULING E INHIBICION [N SITU DEL MICROFITOBENTOS
(Development of technology for massive production of antifouling extracellular products and inhibition in
site of microphytobentos) '

Lody M.", Luza Y' ¥ Riquelme C''Laboratorio de Ecologia Microbiana, Universidad de Antofagasta, Chile.
E-mail:criquelmei@uantof.cl

Fundamento: La importancia de realizar bioensayvos de inhibicion in sitn contra microfouling se debe a que las
condiciones del medio ambiente como factores fisicos. quimicas y biologicos influyen en la estructura v
composicion del microfouling del cual uno de los componentes dominantes son las diatomeas. El presente estudio
optimiza la produccion de sustancias antifouling mediante sustratos naturales v desarrollo de un sistema de
soporte para ¢l monitoree in situ en el intermareal rocoso. Métodos: Se cultivaron las bacterias marinas
Psewdoalteromonas tuntcata (\PY, Halomonas  maring (Hm). Alteromonas sp (Nil). M7. HA ¥ R8 en medio
minimo (M%) que contenian 300 gr. de conchas de Twrritella cingnlata estériles las cuales fueron usadas como
substrato para el crecimiento bacteriano. Los productos extracelulares (PE) fueron colectados por centrifugacion a
10000 rpm por 15 min. y mezclados en Phytagel® sobre laminas de policarbonato v colocadas en un recipiente
de acrilico sumergidas en la zona submareal. Se realizaron muestreos a los 7 v 14 dias. Mediante observacion
directa ¥ se determiné la cobertura microalgal en cel'em’ ¥ la concentracion de clorofila a (Chl a) para determinar
la biomasa celufar. Resultados y conclusion: Los PE de Nil presentaron la menor cobertura de microfouling a los
7y 14 dias con 9400 v 12600 cel'cm’. respectivamente. La biomasa de Chl a en ¢l tratamiento Hm a los 7 dias
fue de 72,56 Chl a mg/m’, en cambio a los 14 dias se obtuvieron los menores valores en los tratamientos Hm ¥
Nil con $8.55 y 93.77 Chl a mg/m’, respectivamente. Los resultados evidencian que el sustrato de 77 cingulara
optimiza la produccion de sustancias antifouling y los soportes con PE inmovilizados son un buen modelo para la
inhibicion del microfitobentos. Financiamiento Provecto FONDEF DO 166



35.-  Piendomona aeruginosa EFECTOS DE LAS VARIABLES FiSICO -QUIMICAS SOBRE EL
CRECIMIENTO Y DEGRADACION DE AMONIO.

Soto C.. Mufioz M. y Yeber M'. C. Universidad Catélica de la Santisima Concepeion. Facultad de Ciencias,
Departmento de Biotecnologia. Fono 56-41-735230, e-mail cespinozajaiucsc.cl

En los altimos anos el proceso de nitrificacion ha sido atribuido a organismos aerdbicos autdirofos. Sin embargo.
en el altimo tiempo se han descubierto numerosos organismos heterdtrolos capaces de realizar nitrificacion ¥
desnitriflicacion, entre ellos Psendomona aeruginosa,

[l objetivo del presente trabajo es comparar en términos de crecimiento bhacteriano (UFC). capacidad de
degradacion de amonio y sintesis de nitrito v nitrato. en Psendomona aeruginosa: estableciendo éptimos de pH v
temperatura para el proceso de nitrificacion.

Se determing crecimiento, concentracion de amonio, nitrito ¥ nitrato durante 7 dias en Psendomona aeruginosa en
un medio especifico para oxidantes de amonio. El proceso de nitrificacion se optimizéd mediante una matriz de
respuesta ohtenida con el programa MODDE 7.0 para un rango de pll entre 5 v 12 y temperatura entre 25 °C y
30°C.

Los resultados obtenidos para Pseuwdomona aernginosa muestran que a pH —7 v 29° € se obtiene un 57% de
degradacion de amonio, mientras gue el crecimiento permanece estable. Por su capacidad de degradacion de
amonio. Psendomona aeruginosa podria ser utilizada como alternativa para optimizar biorreactores hiologicos.

Provecto FONDEF D OZ21- 1108

36.- APLICACION DE ZEOLITAS MODIFICADAS CON METALES EN PROCESOS ANAEROBIOS
Y AEROBIOS ( Application of metal moditied zeolite to anacrobic and acrobic processes)

Milan, Z., Chamy, R. Escuela Ingenieria Bioquimica, Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso, General
Cruz 34, Valparaiso. Chile. 7 milan 2000i@yahoo.com

lLas propiedades de las zeolitas maturales han permitido su aplicacion en el campo de las ciencias
medioambientales. con diversos enfoques. La tendencia actual es la inclusion de las zeolilas en los sistemas de
tratamiento hiologicos v fisico-quimico para lograr tecnologias de avanzada. Para este estudio se utilizaron
zeolitas naturales de Tasajera con tamaio de particula hasta (.5 mm. Las zeolitas se prepararon y modificaron en
dependencia de la operacion unitaria donde se emplearian, Para los estudios en ambientes anaerobios se determing
el efecto de la adicion de diferentes dosis de zeolitas modificadas con Ni‘2. Co+2 y Mg2+, al proceso de
digestion anacrobia de un residuo con alta carga orgdnica. Para los estudios en ambiente aerobio se estudio la
desinfeccion final de un efluente de baja carga mediante zeolitas naturales modificadas con Ni+2, Cot2 Fet3,
Znt2 y Cut2. El control de proceso para ambientes anaerobios se realizo a través de los ensayos de actividad
metanogénica especilica v para los aerdbicos mediante el control de indicadores de contaminacion por el NMP.
Los resultados del proceso de digestion anaerobia mostraron una estimulacion de la actividad metanogénica con el
uso de bajas dosis de zeolitas naturales modificadas con cobalto. magnesio v niquel. Por otra parte, fa cinélica de
la digestién anaerobia de lodos se favorecio con la remocion del nitrogeno amoniacal por las veolitas naturales, Se
demostro el efecto de remocion de bacterias indicadoras de contaminacion con el empleo de zeolitas naturales
modificadas con metales. Para estos fines los metales pesados soportados en las zeolitas mostraron el siguiente
orden decreciente de nivel antibacteriano Cut2 = Zn-2 > Fet3 ~ Nit2 = Coi2,

S0



37.- INOCULACION EXPERIMENTAL DE BACTERIAS ACETICAS Y LEVADURAS SOBRE UVAS
var. Red globe. ( Inoculation of acid acetic bacterias and veast in grapes Red globe). Soto H, Mendoza C, Rivas
P, Troncoso M, Figueroa A, Figueroa G. laboratorio de Microbiologia. INTA, Universidad de Chile,
gfiguero@uchile cl

La pudricion acida de la vid es una enfermedad que afecta los procesos productivos ¥ las exportaciones de la uva
de mesa, el productoe fruticola estrella de Chile. Inicialmente a esta enfermedad se la confundio con pudricion gris
(Hotrptis cynerear, ya que la sintomatologia es similar en sus fases tempranas. Se postula que la pudricion dcida
es provocada por un conjunto de agentes, hongos, levaduras ¥ bacterias. Sin embargo no se conoce con certeza el
rol especifico de cada uno de estos agentes en la génesis de la enfermedad. Objetivo: Reproducir “in vitro™ la
pudricion acida, mediante la mmoculacién de cepas de bacterias acéticas y levaduras sobre uvas sanas var Red
globe. Metodologia: Se inocularon por inmersion 180 racimos de uvas con 3 especies de bacterias acéticas (4.
aceti, 4. pastenrianus v G. oxidans) v 3 especies de levaduras (C. fiumicola, G. capitatum v C. leaurentii) aisladas
de uvas con pudricion acida. Se aplicéd 5 protocolos: (1) salo bacteria acética. (2) solo levadura, (3) bacteria
acética, v levadura tres dias después. (4) levadura, v bacteria acética tres dias después, (5) bacterias acéticas v
levaduras en forma simultanea. A los racimos seleccionados se les provocd un dafo mecanico para permitir el
ingreso del indeulo estandarizado en 10° ufe/ml por espectrofotometria. Fn cada protocolo se realizo una curva de
crecimiento y se registro los sintomas observados. Resultados: La inoculacion de levadura y, tres dias después
bacterias acéticas (protocolo 4). imité la sintomatologia de la enfermedad, es decir, decoloracion,
reblandecimiento y presencia de arrugas en bayas, exudacion de jugo (cremoso), bayas sueltas y brillosas y
pérdida de pulpa con fuerte olor a vinagre. Conclusiéon: De los resultados obtenidos se infiere que con la
inoculacion de levadura v, tres dias después bacteria acética. genera todo el grupo de sintomas descritos para la
pudricitn dcida: fenomeno que no ocurrid en su totalidad con ninguno de los otros 4 protocolos probados.

38.- METODOLOGIAS DE CUANTIFICACION DE BIOMASA Y CAPACIDAD DE ADSORCION EN
SOPORTES INORGANICOS DE Hyphomicrobium sp. (Methodologies for the determination of biomass
concentration and adsorption on inorganic supports of Hyphomicrobium sp.)

Arancibia A.. Aroca . Escuela de Ingenieria Bioguimica, Facultad de Ingenieria, P. Universidad Catolica de
Valparaiso, General Cruz N° 34, Valparaisa, Chile alejandra.arancibia.di@mail.ucv cl

La prosteca que presenta fuphomicrabium sp. hace que la dispersion de la luz sea distinta a la de las bacterias
que no la presentan. Existen varias metodologias reportadas de cuantificacion de biomasa. los cuales utilizan
distintas longitudes de onda. Por otra parte. este microorganismo tiene una gran capacidad de formar aglomerados
v adsorberse a superficies sdlidas. F] presente trabajo reporta la seleccion de la metodologia de cuantificacion de
hiomasa v la capacidad de adhesion a superficies solidas. Esta informacion servira para estudiar el desarrollo de
biopeliculas, con base en este microorganismo, para la biooxidacion de compuestos sulfurados reducidos
presentes en emisiones gascosas industriales. Se realizaron diversos cultivos por lotes de Hyphomicrobium sp.,
determinandose las cinéticas de crecimiento de biomasa y curvas de calibrado. por medio de método
espectofotométrico utilizando cuatro diferentes longitudes de onda: 440. 500, 640 y 660nm. reportadas por
distintos autores. La capacidad de adhesion a superficies solidas fue medida contactando una suspencién celular
con los siguientes soportes inorganicos: anillos de polietileno, silicona. PVC de baja densidad, poliuretano.
Después de un periodo de tiempo, se procedio a desprender las células adsorbidas en el soporte utilizando
sonicacion v a cuantificar su masa. Se selecciono la longitud de onda que permiten una medicion confiable de la
concentracion de biomasa del microorganismo Hypliomicrobium sp.. Los soportes organicos mostraron distintas
capacidades de adsorcion del microorganismo, siendo aquellos mas hidrofébicas los cuales mostraron la mayor
cantidad de biomasa. Esta informacion es relevante para la investigacion sobre procesos de biofiltracion de
emisiones gaseosas conlaminanies que contienen compuestos sulfurados reducidos,

Financiamiento: Direccion de Investigacion, Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso.
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39.- PRODUCCION DE PROTEINA ANTIGENICA CON CEPAS RECOMBINANTES DE E. coli
MEDIANTE CULTIVO POR LOTES ALIMENTADO (Fed Batch Fermentation of Recombinant £ coli
producing Antigenic Protein).

Pablo Albistur’, Juan Gajardo'. Carolina Escobar'. Patricio Cataldo’, Claudia Altamirano'. Sergio Marshall® y
Maria Elvira Zofiiga’. 'Escuela de Ingenieria Bioguimica, “Laboratorio de Inmunologia v Genética Molecular,
Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso. claudia.altamiranof@ucy.cl

Se busca desarrollar una estrategia escalable de produccion de la proteina antigénica de Piscirickettsia Salmonis,
bacteria causante de septicemia Rickettsial en salmonidos que provoca importantes pérdidas econdmicas a la
industria salmonera nacional.

Se cultiva la cepa recombinante Escherichia Coli BL21 (DE3) Codon Plus usando un medio semidefinido con
glicerol como fuente de carbono. La modalidad de cultivo es por lotes alimentados con una funcion de
alimentacion exponencial alcanzando un volumen final de 2.5 L. Las condiciones de fermentacion son: 37°C. pH
7.0, flujo de aire de 7 Limin v entre 600 y 1000 rpm de agitacion. La produccion de la proteina antigénica se
induce con IPTG. se estudia el tiempo de induccion v concentracion del inductor. La biomasa se determina por
peso seco y la proteina antigénica por SDS PAGE y Westernblot. ]

Los mis altos niveles de produccion de la proteina antigénica se obtienen con la induccion a ImM de IPTG al
inicio de la fase exponencial de la ctapa alimentada. Las cinéticas de crecimiento obtenidas presentan una
velocidad especifica de crecimiento cercana a 0.45h" durante la ctapa inicial por lote, modificandose en la
siguiente etapa de alimentacion exponencial programada al valor deseado de 0.3h"", La concentracién de biomasa
obtenida inicialmente en matraces con 350 ml es cercana a | g/l ¥ con la modalidad de cultivo propuesta esta se
incrementa a 8g/L. siendo éste un resultado promisorio para alcanzar una cantidad razonable de biomasa para
lievar a cabo este proceso a escala industrial.

FINANCIAMIENTO: PUCY- DI N® 203,732 (2003/2004).

MICROBIOLOGIA MEDICA 1 Y VIROLOGIA

40 - PREVALENCIA DE LEVADURAS EN NICHOS ORALES DE [INDIVIDUOS CON
PERIODONTITIS CRONICA Y AGRESIVA (Prevalence of yeasts in oral niches of individuals with
aggressive and chronicle periodontitis). Lrzia, B.'. Hermaosilla. G.°. Gamonal. )., Leon, R.'.Lozano. C.'. Galvez,
L." v Cifuentes, V.' (1) Departamento de Ciencias Fisicas ¥ Quimicas, (2) Departamento de Odontologia

Restauradora, Facultad de Odontologia: (3) Programa de Microbiologia y Micologia, Facultad de Medicina; y (4)
Departamento de Fcologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

El 30 a 60% de los individuos sanos porta levaduras del género Candida, como comensales en la cavidad oral.
Candida puede transformarse en un patogeno oportunista por la presencia de diversos factores predisponentes,
tanto en el microorganismo, como en el hospedero.

Las periodontitis se caracterizan por la destruccion del tejido que sustenta el diente. con la consecuente pérdida
de éste. Se conoce la microbiota bacteriana asociada a estas enfermedades. sin embargo, atn cuando se ha descrito
la presencia de levaduras en los sitios con infeccion periodontal, no se ha determinado claramente el rol de estos
microorganismos en la patogénesis de las periodontitis.

El objetivo de este trabajo es determinar la prevalencia y diversidad de levaduras en la cavidad oral de sujetos
periodontalmente sanos ¥ con periodontitis crénica (PC) y agresiva (PA). Para ello, se aislaron levaduras de
mucosa. surco gingivales v sacos periodontales, de distinta profundidad. La identificacion se realizo a través de
pruebas convencionales: sistemas comerciales (ChromoAgar. Fungichrom y API 1D32C) v secuenciacion de la
region 1TS1-3.88 rDNA-ITS2, :

Los porcentajes de colonizacion fueron: para los sujetos sanos, un S0%: para los sujetos con PA, un 30% v con
PC. un 82.4%. En sujetos sanos. las levaduras estaban presente solo en mucosa. En sujetos con PA, un 28.6%
{enian levaduras en mucosa v sacos periodontales. mientras que en sujetos con PC un 42.9% presenta
colonizacion de ambos sitios. Considerando a todos los individuos analizados, la diversidad de especies incluye:
C albicans. C dubliniensis. C parapsifopsis. C glabrata, ¥ Kluvveromyces lactis, siendo €' albicans la especie
mas frecuente en individuos con PC. En todos los individuos enfermos los sacos periodontales estaban
colonizados solo por C. alhicans o O dubfiniensis.
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41.- FINGERPRINTING BIOQUIMICO DE CEPAS DE Staphviococeus aureus MULTIRESISTENTES A
LOS ANTIBIOTICOS AISLADAS DE MUESTRAS CLINICAS EN ANTOFAGASTA. Biochemical
fingerprinting of antibiotic multivesistant Staphviococeus aurens strains isolated from clinical sources in
Antofagasta). Gahona J'. Silva J'. Araya J', Kiihn I’ Colque-Navarro P, Mollby R”. |. Depto Tecnologia
Medica-INDES, Universidad de Antofagasta, Casilla 170, Antofagasta, Chile. E-mail: jgahona@uantof.cl. 2.

Microbiology and Tumorbiology Center, Karolisnka Institute, Estocolmo, Suecia.

Infecciones nosocomiales producidas por Staphviococcus awrens continuan siendo un importante causa de
morbilidad y mortalidad en los pacientes hospitalizados. a nivel mundial. debido a su gran capacidad de sintetizar
diversos productos toxicos extracelulares y de adquirir resistencia a miltiples antibidticos. El objetivo de este
trabajo lue evaluar las caracteristicas fenotipicas de la resistencia antibiotica de cepas de S anrens multiresistentes
aisladas en hospitales de Antofagasta v determinar los tipos mas prevalentes. En este estudio se incluyeron 36
cepas clinicas de S awrens multiresistentes, las que fueron identificadas por técnicas bacteriologicas habituales y
el sistema API Staph. Se determinaron los fingerprinting bioquimicos mediante la técnica de Phene-Plate — PhP-
CS v la resistencia a diversas drogas antimicrobianas por una técnica de dilucion en agar (NCCLS,2002). Los
resultados de la resistencia a los antimicrobianos evidencia un 80 % de S aurews meticilino resistentes (SAMR) v
una resistencia elevada a penicilina y ampicilina CMls, = 16 pgiml y CMly = 32 pg/ml). gentamicina,
eritromicina v claritromicina (CMls, = 512 pg'ml y CMly, -~ =512 pg/ml). Una gran susceptibilidad fue exhibida
frente a tetraciclina, sulfatrimetoprim v vancomicina. Fingerprinting bioquimicos detectado por Ph-Plate revelo la
existencia de 23 fenotipos diferentes. encontrandose en mayor proporcion el fenotipo C1 con 4 cepas v los demas
fenotipos fueron muy heterogéneos. Estos resultados sefialan una gran prevalencia de cepas S aureus con
multiresistencia a las drogas antimicriobanas, constituyendo un grave riesgo para los pacientes hospitalizados, por
lo que deben extremarse las medidas de control en los centros hospitalarios.

42.- DIVERSIDAD GENETICA GENERADA EN UNA POBLACION CLONAL DE Vibrio
parahaemolvticus RESPONSABLE DE DOS BROTES DE DIARREA OBSERVADOS RECIENTEMENTE
EN CHILE (Genetic diversity in a clonal population of the pandemic strain O3:K6 of Vibrio parahaemolyticns
that caused two large diarrhea outbreaks in Chile)

Ledn U, N. Gonzilez-Escalona, V. Cachicas. J. Romero v R.T. Espejo. Instituto de Nutricion y Tecnologia de
los Alimentos, Universidad de Chile. e-mail: urchi li@yahoo.com

Una cepa de Vibrio parahaemaolyvticus. originalmente observada en el Sudeste Asidtico en 1996, ha causado dos
grandes brotes de diarrea en Chile, el primero en Antofagasta en 1998 v el segundo en Puerto Montt en el 2004
Las bacterias aisladas de estos brotes corresponden a una poblacion clonal con un corto tiempo evolutive por lo
que han mantenido una alta identidad genética. Considerando que a Chile probablemente llegd una poblacion
clonal muy homogénea, que posteriormente se expandio diversificandose, las variantes de esta poblacion
proporcionan una excelente oportunidad para estudiar la evolucion de patdgenos en tiempos cortos. Con este fin
se caracterizaron aislados obtenidos en diversas Techas y lugares, tanto de humanos infectados como de mariscos.
para detectar pequefias diferencias. El estudio de 64 aislados clinicos y 37 ambientales permitié distinguir 66
aislados pertenecientes al complejo clonal y entre ellos 9 gue maostraban alguna variacién. Las variaciones
encontradas consistieron en cambio de serotipo. ausencia de una secuencia caracteristica en el operon foxRS.
presencia de dos genes ausentes en el complejo clonal. Se discute el origen o mecanismo de los cambios

ohservados.
Provecto FONDECYT 1040875



43 - PROTEINA SIP DE Strepiococcus agalactiae, CANDIDATA PARA EL DESARROLLO DE
VACUNAS Y/O METODO DIAGNOSTICO EN HUMANOS Y BOVINOS. Sireptococcus agalactiae SIP
protein, a candidate for new vaccine and rapid diagnostic methods in humans and bovines. 'Pérez, F.. *Rajo, P.,
'Gonzalez. P.. 'Pradenas. G.. "Troncoso. C., 'Maier, L. Hormazabal, JC. "Visquez. A. 'Centro de Investigacion y
Desarrollo, Departamento de Produccion. Seccion de bacteriologia. Departamento de Laboratorios de Salud.
Instituto de Salud Pablica de Chile. 'Universidad Santo Tomas.

Fundamento: Streprococcus agalactiae (SGB), es un agente infeccioso emergente en medicina humana.
produciendo meningitis y septicemia neonatal. ademas, historicamente es agente causal de mastitis contagiosa
bovina. La proteina SIP {Surface Immunogenic Protein). es altamente immunogénica, especifica v conservada
dentro de los serotipos del SGB, lo que la convierte en candidata para el desarrollo de vacunas y método
diagnaostico.

Métodos: Se disenaron partidores especilicos, segin secuencias descritas en GenBank, para amplificar el gen sip
desde colonias aisladas de muestras clinicas humanas de mujeres embarazadas colonizadas, neonatos con cuadros
invasivos y aislados de leche de vaca. Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa. El amplicon
obtenida desde aislado de leche de vaca fue clonado en el vector TOPO 2.1 subelonado en el vector de expresion
pET21a y la proteina expresada en £ coli BL2IDE3. El gen clonado se analizo mediante digestién con enzima de
restriccion EcoRl, la que segiin lo descrito en la literatura digiere el gen sip. .
Resultado: Se amplificd por PCR un fragmento de aprox. 1.300 pb desde una suspension bacteriana de SGB
aislada desde mujeres embarazadas colonizadas, cepas de neonatos v desde leche de vaca. Este tamaiio,
concuerda con lo descrito en la literatura para el gen sip (1300 pb). La digestion con la enzima EcoRl libero
fragmentos del tamaiio esperado (1000 ph y 300 pb). Il gen de la proteina SIP resultd especifico para SGB, ya
que no se amplificé en otros Streptococcus B-hemaoliticos (SGA. SGG v SGC). A partir del gen obtenido desde
aislado de leche de vaca, se expreso una proteina recombinante de aprox. 53 Kda., segun analisis en SDS PAGE,
lo que concuerda con la proteina SIP descrita en la literatura.

Conclusion: 1 gen sip se amplifico en todos los serotipos de SGB aistados desde muestras clinicas humanas. De
igual forma se obtuvo un amplicon desde leche de vaca. El gen amplificado y la expresion de la proteina
recombinante SIP de SGB aislado desde leche de vaca abre camino para evaluar el uso de esta proteina como
método diagnostico o potencial desarrollo de vacunas.

Financiamiento: Centro de [nvestigacion y Desarrollo del Instituto de Salud Publica de Chile.

44.. DETECCION DEL GEN DE DNA RIBOSOMAL (DNAr) BACTERIANO, FUNGICO Y/O
PROTOZOARIO MEDIANTE PCR Y ELECTROFORESIS EN  GEL EN GRADIENTE
DENATURANTE (DGGE) EN MUESTRAS DE PACIENTES CON ENDOFTALMITIS ¥ CULTIVOS
NEGATIVOS. (Detection of bacterial, fungal and protozoarian DNAr gene using PCR and DGGE in samples
from patients with endophtalmitis and negative cultures).

Tapia, C.'. Zudiga 7. vidal. R'. 1. Programa de Microbiologia y Micologia, Instituto de Ciencias Biomédicas,
Facultad de Medicina. Universidad de Chile. 2. Servicio de Oftalmologia. Hospital Clinico de la Universidad de
Chile. Email: cetapia@med.uchile.cl

La endoftalmitis infecciosa es una inflamacion de la estructura interna del ojo. que constituve una emergencia
oftaimica. v puede ser ocasionada por bacterias. hongos. protozoos ¥ virus. Puede adquirirse por inoculacion
directa (cirugin. trauma) o por via hematogena. Debido a la baja sensibilidad de los cultivos, lo cual. dificulta el
diagnostico v retarda el tratamiento. se puede realizar la deteccion del gen de DNAr 165 v 18S de agentes
infecciosos. mediante PCR. No existe evidencia de que la infeccion sea producida por mas de un patogeno.
DGGE. ¢s una téenica que permite detectar la presencia de mis de un microorganismo. del mismo dominio
filogenético. a partir de una muestra. Los ohjetivos de este estudio fueron detectar la presencia de DNAr de
patogenos bacterianos. fingicos vio el protozoo Acanthameeba sp, mediante PCR v DGGE. en muestras de
pacientes con endoflalmitis ¥ con cultivos negativos. Se estudiaron 12 muestras (10 de humor acuoso v 2 de
humor vitrea) provenientes de 9 pacientes. Las muestras fueron recolectadas, con téenica aséptica, por medico
oftalmalogo. Se utilizaron los partidores genéricos con cola de GO para DNAr {Bact16S, Panfungal, Fungus
specific) v el partidor especifico Acanthamocha18S. 1as muestras positivas, Tueron analizadas mediante DGGE.
De las 12 muestras analizadas, ninguna amplificé para hacterias y Acanthamoeha sp. sin embargo 5 muestras.
resultaron positivas para hongos. detectandose solo un agente fungico por DGGE. Aungue los cultivos fueron
negativos, los pacientes cursaron con una endoftalmitis clinica. lo cual, podria dar cuenta de una infeccion precoz
(baja carga fingica) y'o una baja sensibilidad de los cultivos. Estos resultados muestran que fa PCR dirigida a
DNAr 165 v 188 de agentes infecciosos. podria ser utilizada como herramicnta il de diagnostico precor de
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endoftalmitis. complementando a las técnicas convencionales de diagnéstico y que las infecciones por hongos
parecen ser producidas por solo un agente Ringico.

45.- EVALUACION POR FISH Y CITOMETRIA DE FLUJO DE LOS CAMBIOS EN LA
MICROBIOTA FECAL INDUCIDOS POR LA INGESTION DE Lactobaciffus johnsonii Lal EN
VOLUNTARIOS SANOS. Garrido D, Cruchet S.. Gotteland M. Laboratorio de Microbiologia, INTA. Univ. de
Chile. Macul 5540, Macul, Santiago, Chile.

Fundamentos. Laciohacillus joesonii Lal (Lal) es un probiotico que adhiere a células epiteliales intestinales.
estimula la respuesta inmune del huésped ¢ interfiere con enteropatégenos. Uno de los mecanismos de accion de
los probidticos es la regulacion de la homeostasis de la microbiota intestinal. Objetivos. Evaluar como la
ingestion de distintas cantidades de Lal en voluntarios sanos modula las principales poblaciones bacterianas de la
microbiota fecal. Sujetos y Métodos. Ocho voluntarios participaron en este estudio. Después de un periodo basal,
cada voluntario ingirio 100 mL de un preducto que contenia 10* CFU/mL. de Lal durante una semana. 200 ml
durante la segunda semana y 500 ml. durante la tercera. Se recolectaron muestras fecales durante el periodo basal,
al final de cada periodo de ingestion y hasta cincuenta dias post-ingestion. El recuento de Lactobacilius totales se
hizo en MRS y las colonias morfologicamente identificadas como Lal fueron confirmadas mediante ERIC-PCR.
Las principales poblaciones fecales fueron identificadas por hibridacion in site usando sondas oligonucleotidicas
Nuorescentes especificas (FISH) v citometria de Mlujo. Resultados. A nivel basal se observo 37.7% de E rectale.
I8.3% de F' prausnitzii. 13.2% de Bacteroides'Prevotella, 8.6% de Atopobium, 2.3% de C. histe dvticuns, 2.05%
de Bifidobacterium v 0.95% de Lactobacillus/Enterococcus. La excrecion fecal de Lal aumenté durante el
perioda de ingestion, pero Lal desaparecio rapidamente en el perioda post-ingestion. El consumo de Lal aumento
los niveles del cluster de . histedvticum (p=0.049), de Lactobacillus (p~0.056) v de Bifidobacterium (p=0.067)
mientras que disminuyo los del cluster de F. prawsmitzii (p- 0.005). Las poblaciones de bacterias afectadas por Lal
tendieron a volver a sus valores basales durante el periode post-ingestion. Conclusién. Estos resultados indican
que el consumo regular de un producto con Lal afecta beneficiosamente la homeostasis de la microbiota fecal en
el ser humano y que esto contribuye probablemente a los efectos beneficiosos que promueve este probiotico sobre
la salud, Financiado por Fondecyt 1010673, ECOS CO1S03 v Nestlé Chile.

46.- RELACION ENTRE LA DETECCION MICROBIOLOGICA DE Helicobacter prlori ¥ EL
DIAGNOSTICO  HOSTOPATOLOGICO {Microbiological ~ detection  of  Helicobacter  pylori  and
histopathological diagnosis), Yega, P.. Sepalveda, O.. Delgado. C.. Gonzilez, C. v Garcia, A. Departamento de
Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas v Departamento de Especialidades, Facultad de Medicina,
Universidad de Concepcion. Casilla 160-C, Concepeion. E-mail: apearcia@udec.cl

Fundamento: La infeccion por Helicobacter pylori se relaciona con diversas patologias gastroduodenales.
patologias de alta prevalencia en Chile. cuyo diagndstico microbiologico no siempre se correlaciona con una
determinada lesion gastrica. El objetivo fue establecer la prevalencia de patologias gastroduodenales en pacientes
con diagnostico microbiologico positivo v negativo para /. pylori. Métodoes: Estudio descriptivo transversal, que
incluyd 190 pacientes de la Octava Region sometidos a endoscopia digestiva alta, entre diciembre 2000 y
diciembre 2003, Las biopsias antrales se someticron a estudio histopatologico. test de ureasa. tincion de Gram ¥
cultivo. Se considerd muestras positivas para /. pvlori aquéllas con cultivo positivo o bien, con test de ureasa ¥
tincion de Gram positivos, simultaincamente.

Resultados: Los diagnésticos histopatologicos permitieron agrupar los pacientes en los siguientes grupos: 1) sin
lesiones, 2) con gastritis cronica (GC), 3) con GC mas hiperplasia, 4) con GC mas atrofia vio metaplasia, 5} con
GC mas displasia, ¥ 6) con GC mads adenoma, adenocarcinoma o linfoma. EI 68.4% (130 pacientes) fue positivo
para . pvlori y de éstos, ninguno presenté mucosa gastrica normal, Ochenta y ocho pacientes presentaron GC,
24 GC mis hiperplasia, 16 GC mas atrofia v/ metaplasia. | GC mas ulcera y | adenocarcinoma. En el grupo con
H. pyvlori negativo (60 pacientes). 3 presertaron mucosa gastrica normal, 29 GC, 8 GC mis hiperplasia, 19 GC
mis atrofia y'o metaplasia y 1 GC mas displasia. Conclusion: Todos los pacientes con infeccion por M pylori
demostrable desarrollan gastritis crénica, la que puede acompafiarse de metaplasia intestinal, atrofia géstrica o
adenocarcinoma gistrico. La no deteccion de /7. pylori por métodos microbiologicos en 60 pacientes. sugiere que
su gastritis no tendria etiologia por /f. pvlori Financiado proyecto DIUC N°s 201.036.022-1.0 y 201.036.023-1.0,
Universidad de Concepcidn.



47.- COMPARACION ENTRE Campyiohacter jejini DE. PACIENTES CON SINDROME DE GUILLAIN-
BARRE, DE DIARREA Y PORTADORES ASINTOMATICOS. (Relationship between Campylobacter jejuni
isolates from Guillain-Barré Syndrome patients, from diarrhea and healthy carriers. Reves A, Troncoso M,
Fernandez I*. Figueroa G. Laboratorio de Microbiologia. INTA. Universidad de Chile, *Instituto de Salud
Publica (ISP). areves@inta.cl

Las infecciones por Camypnlobacier fepien (CF) se asocian a patologias pastrointestinales por el consumo de alimentos
contaminados. En un menor nomero de casos {1-4%) los pacientes infectados con (j pueden sufrir una grave
patologia neurologica. el Sindrome de Guillain-Barré. (SGB). El SGB es producto de una respuesta inmune cruzada
dirigida contra ganglidsidos presentes en neuronas motoras. Determinados serotipos de (7 se asocian al desarrollo del
SGB pero se desconocen caracteristicas a nivel de perfiles de restriccion v su comportamiento frente a los
antibioticos, en dichas cepas. Objetivo: Comparar los perliles de restriceion v los niveles de resistencia a antibioticos
de cepas de (7 aisladas de pacientes con SGB. con diarrea v de porfadores asintomaticos. Metodologia: Se estudio
un tolal de 33 cepas de (j: 4 SGB. 16 diarrea v |3 portadores asintomaticos. [Los patrones de restriccion se
determinaron mediante electroforesis en campo pulsado. EI DNA fue digerido con la enzima Smal, y los fragmentos
separados en el equipe Chefll (Biorad). El analisis de los geles se realizo con el Software Molecular Analyst. La
concentracion mhibitoria minima se determind mediante el método de dilucion en agar de acuerdo a las
recomendaciones del NCCLS. Los antibioticos evaluados Tueron: ciprofloxacino (Cip) (0.06-32 pg/ml.), eritromicina
(Em): (00.25-32 pe/ml), acido nalidixico (Nal) (0.50-256 pg/'ml). tetraciclina (Tet) ((L064-8 pg/mL) v gentamicina
(Gent) {0064 pg/ml.). Resultados: Todas las cepas de (7 fueron sensibles a Em v Gent. Dos cepas de SGB fueron
resistentes a bajos niveles a Nal y una de ellas ademis resistente a Tet (-8 pg/mL}, todas ellas fueron sensibles a Cip.
Las cepas de diarrea presentaron resistencia a Cip {(4716). Nal (7716} ¥ Tel (3/16): de éstas 31% (5/16) mostro
resistencia a 2 0 mas antibioticos. Las cepas de portadores asintomalicos presentaron mayor frecuencia de resistencia
para Cip {5/13) v Nal (6/13) v levemente menor a Tel (2713) respecto a las cepas de diarrea. El 39% (5/13) mostro
resistencia a mis de dos antibioticos. Fn cepas gue fueron resistentes a Cip y Nal se secuencio el gen de la gyrd v se
demostro la presencia de la mutacion Trh™ —» lle. Los perfiles de restriccion no mostraron diferencias comparativas
entre las cepas de SGB con las de diarrea v de portadores asintomiticos. Conelusion: No existen marcadores en los
patrones de restriccion ni de susceptibilidad a antibioticos que permitan diferenciar cepas de (7 asociadas a SGB.

48.- FRECUENCIA DE DETECCION DE GENES ASOCIADOS A VIRULENCIA EN CEPAS DE
Helicobacter pylori DE POBLACION CHILENA (Detection frequency of virulence associated genes in
Helicobacter pylori strains from Chilean population) .

Garcia, A.', Barra, R ', Delgado, €7, Kawaguchi, F.' v Gonzalez, C.".

'Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas: “Departamento de Especialidades, Facultad de
Medicina v 'Departamento de Medicina Interna, Facultad de Medicina. Universidad de Concepcion. Casilla 160-
C. Concepeidon. Chile.  E-mail: apgarciaf@udec cl

Fundamento: /i priori coloniza el epitelio de la mucosa gastrica humana ¥ esld asociado a patologias
gastroduodenales. El desarrollo de éstas depende de caracteristicas del huésped. del medio ambiente y de factores
de virulencia bacterianos. Entre los penes asociados a virulencia es importante considerar cagAd, vacd y el gen
babA2. pues se ha descrito en algunas regiones geogrificas la presencia de estos genes se relaciona con la
gravedad de la lesion gastrica. Asi. cepas cagd -, vacdsinl son ulcerogénicas ¥ cepas triple positivas cagdt,
vacAst. babA2+  se relacionan con metaplasia v adenocarcinoma gastrico. El objetivo de esta investigacion fue
caracterizar cepas de /f pvlori aisladas de biopsias gastricas de poblacion chilena en base a los genes cagd, vacd
(alelos 5 y m) ¥ habdl.

Métodos: Se analizaron 66 cepas de /. pylori aisladas de pacientes con dispepsia. las que se caracterizaron en
base a cagA. vacA (alelos s y m} v bab42 mediante PCR. Como cepa control se usé H. pylori ATCC 43504 (cagA,
vacd simi vy hah42). Se trabaié a ciegas, sin conocer el diagnostico histopatolégico. Resultados: Se observo que
1666 cepas fueron cagds, 28/66 vacAsla, 14°66 vacAslbh, 2166 vacAml, 29/66 vacdm2 ¥ 1/66 cepas babA2+.
Cinco cepas fueron no tipificables para sfa, sfb o s2 v 16, para mi 0 m2. Cabe sefialar que 5 cepas presentaron
perfil genético de cepas ulcerogénicas y solo una. con ¢l de metaplasia o adenocarcinoma gastrico.

Conclusion: Los resultados, en su conjunto, indican predominio de cepas m2 entre los pacientes v baja frecuencia
de genotipo asociado a cepas de mayor virulencia.

Financiamiento Proyecte DIUC N° 203 036 024-1.0, Universidad de Concepcion.



49.- RESISTENCIA A QUINOLONAS EN BACILOS f.RAM NEGATIVOS AISLADOS EN
HOSPITALES CHILENGS (Quinofone resistance in Gram-negative bacillt isotated from Chilean hospitals)

De La Fuente, M.". ibdiez, D.'. Diaz P.". Bello 11", Dominguez. M.", Sepilveda, M.”, Mella, S.°. Zemelman. R.?
v Gonzalez, G.'

‘Depto. Microbiologia. Fac. Cs. Biologicas: “Depto. Medicina Interna. Fac. Medicina. U, de Concepcion; Fac.
Ingenieria v Tecnologia. L. San Sebastian. Concepcion. Chile. (medelafu@udec.cl)

En Chile, el constante uso clinico de quinolonas en terapias antibacterianas ha incrementado la resistencia a ellas;
sin embargo, no existen estudios acerca de los mecanismos moleculares que estan involucrados en esla resistencia,
Se sabe que en bacilos Gram negativos (BGN) el principal mecanismo de resistencia esta determinado por
mutaciones en la region QRDR (guinofone resistant determinat region) del gen gyrd (subunidad A de la ADN
girasal, siendo la resistencia plasmidica (gen grr) un evento aislado. El objetivo de este trabajo fue determinar la
frecuencia de estos mecanismos en BGN fermentadores v no fermentadores de glucosa. Se incluyo 280 cepas
resistentes a acido nalidixico ( AN), aisladas en hospitales chilenos entre 1990 v 2004, Se investigd la CMI a AN v
ciprofloxacina por dilucion seriada en agar (NCCLS). En 80 cepas seleccionadas se amplificd por PCR la zona
QRDR., . ¥ por RELP con las enzimas /infl y Sself se detecto las mulaciones de esta zona. La presencia del gen
g se realizo por hibridacian en colonia y PCR en 240 cepas de BGN. Los resultados indican que la mutacion en
el codon 83 de QRDR esta presente en 95 %0 de las cepas de Escherichia coli. T0 % de las de Acinetobacter
haumaeii v 8% Yo de las de Pseswdomonas aereginosa. Hasta la fecha no se ha encontrado cepas de BGN que
posean ¢l gen gnr.

Se concluve que la mutacion en la zona QRDR del gen gyed es un mecanismo frecuente de resistencia a
quinelonas en BGN aislados en hospitales chilenos.

Provecto financiado por FONDECY T 1040482

S0-CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS DE MULTIRRESISTENCIA PRESENTES EN UN
AISLADO CLINICO DE Excherichia coli

{Characterization of the multiresistance mechanism present in a clinical Excherichia coli isolate)

V. Castillo., M. Wilkens. Lab. de Microbiologia Molecular, Facultad de Quimica v Biologia. Universidad de
Santiago de Chile valeska.castilloi@correo.usach.cl

El uso de antibidticos es una herramienta importante en ¢l eontrol de enfermedades infecciosas. Sin embargo, la
aparicion de organismos patogenos resistentes a un amplio espectro de antibioticos es una de las grandes
problemiticas en el area clinica. por lo que se hace necesario ¢l estudio de los mecanismos que llevan a estas
resisiencias.  El proposito de este trabajo fuc caracterizar los determinantes v los mecanismos de resistencia
presentes en un aislado clinice de Escherichia coli proveniente de una muestra urinaria, con el fin de asociar el

fenotipo de multirresistencia a la presencia de elementos extracromosomales. Mediante antibiograma se identifico
que la cepa presentaba resistencia a lo menos a 15 antibioticos utilizados en ¢l drea clinica, determinandose la
concentracion minima mhibitoria (MIC) en ug/ml para alguno de ellos: Ampicilina 128, Tetraciclina 512,
Kanamicina 128, Gentamicina 1.024 v Irimetoprim 512, Se determino el patron plasmidial de la cepa mediante
purificacién por lisis alcalina y los plasmidios purificados fueron transformados en la cepa de E.cofi DH 537 1. Se
determino la presencia de genes conocidos que conlieren resistencia en los plasmidios transformados mediante
PCR y partidores especificos. Por altimo, se logrd transferir mediante conjugacion un plasmidio de 19 Kb a la
cepa receptora Pseudomaonas putide KT 2442 otorgiandole resistencia a los antibioticos Tetraciclina v Ampicilina,

LLos mecanismos de transferencia de plasmidios conjugativos facilitarian v aumentarian fa transferencia natural de
los genes de resistencia a antibioticos.  Los resulfados obtenidos indican gque el fenotipo de multirresistencia a
distimos antibioticos presente en este aislado clinico se encuentra asoctado a la presencia de elementos
extracromosomales.



51.- “TIPIFICACION ¥ ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A DROGAS ANTIMICROBIANAS DE
Enterococcus sp. AISLADAS EN HOSPITALES DE LA ZONA NORTE DE CHILE™.

Autores: Silva ). Asserella L'. Bolados N°. Levton . ennegrecer expositor.

Depto Tecnologia Médica-INDES. Universidad de Antofagasta. E-mail:lassercllaiahotmail com

Enterococens sp.ha sido descrito como un importante patdgeno emergente de diversas infecciones nosocomiales,
que presentan una elevada resistencia a los antimicrobianos, En Chile. existe escasa informacion sobre cepas de
Enterococens  resistentes a los antibidticos. Se ha recomendado el uso de le 1éenica de dilucion seriada para
determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI). Las especies que se aislan con mayor frecuencia en
nuestro pais corresponden a £ faecalis v £ faecium. E| objetivo de este trabajo es conocer la prevalencia de las
especies de Enterococcus mas frecuentemente aisladas en los hospitales del norte de Chile v su resistencia a los
antibioticos. Para ello. se recolectaron 317 cepas de Enterococcus sp aisladas en los hospitales de la zona norte de
Chile. Las cepas fueron sembradas en medios especificos para su aislamiento v posterior identificacidén de las
diferentes especies. por medio de pruebas biogquimicas.. La resistencia a diversas drogas antimicrobianas fue
determinada por una téenica de dilucidn en agar, recomendada por la NCCLS (2001).En general. en todos los
hospitales los mayores aislamientos de Enterococens spp ocurrieron en muestras de orinas, secreciones de heridas
v flujo vaginal. Los resultados del estudio evidenciaron la presencia de § especies de Enterococcus, encontrandose
que k. faecalis era la especie mas frecuentemente aislada en los hospitales del norte de Chile. También. se observé
que las cepas bacterianac presentaron una gran susceptibilidad a la mavoria de los antibidticos. pero en algunos
casos, se encontraron cepas con elevados niveles de resistencia a aminoglicosidos.

52- INTEGRONES EN CEPAS HOSPITALARIAS DE Kichsiella pnewmoniae ssp. pneumoniae NO
PRODUCTORAS DE (-LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (/ntegrons among nosocomial
strainy of K. prenmonive ssp. phewmoniae non producing eviended-spectorum fFlactamases)

Diaz, P. ' Sudrez, K. k Domingues, M " Gonzales. G Mella, 87, Zemelman, R =_r Bello, H.’

'Seccion Antibidticos. Depto. Microbiologia. Facultad Ciencias Bioligicas. “Depto. Medicina Interna. Facultad
de Medicina. Universidad de Concepcion “Facultad de Ingenieria v Tecnologia Universidad San Sebastian,
Concepcion. Chile. (patdiazia udee.cf)

Klehsiclla pneumoniac ssp. puenmoniae {KPP) es una bacteria patogena que se caracteriza por producir -
lactamasas de espectro extendido {BLEE) v, ademas. por poseer integrones que juegan un rol importante en la
resistencia a antibidticos que presentan estas cepas. No obstante, se desconoce la prevalencia de estas estructuras
en cepas no productoras de BLEE. El objetivo de este trabajo fue determinar fa presencia de integrones clase 1. 2
v 3 en cepas hospitalarias de KPP no productoras de estas enzimas v relacionar su presencia con el fenotipo de
resistencia a diversos antibioticos. Se incluyd 56 cepas de KPP aisladas de diversos productos patologicos vy se
estudio su susceptibilidad a varios antibioticos. Mediante PCR se determino la presencia de integrones clase 1,2 y
3, con partidores especificos para los genes /el d, intl2 ¢ fned3. Los resultados indicaron que solo 12 cepas tenian
integrones v en ellas fueron prevalentes fos de clase 1 (17.8 %). siendo las cepas con estas estructuras las que
exhibieron patrones de resistencia mis extensos. seguida de los de clase 2 (3.8 %a). No se detectd integrones clase
3 en las cepas estudiadas. El analisis de la zona variable de los integrones clase | indicéd que en ellas existirian
insertos, a lo mas, dos cassetfes genélicos. Se concluye que los integrones no se encuentran frecuentemente en
cepas de KPP no productoras de BLEE, pero cuando los poseen ellas son multiresistentes.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1020454
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53- IDENTIFICACION DE Acromonas AISLADAS EN EL RiO LOA. COMPARACION CON CEPAS
CLINICAS DE AEROMONAS AISLADAS EN ANTOFAGASTA.

Lizama C', Aravena C"., Espinoza H'., Silva 1'". Dpto. Tecnologia Médica. Unidad de Microbiologia'; Unidad
de Bioguimica, Facultad Cs. de la Salud: Instituto del Desierto’, Universidad de Antofagasta, Chile.

(chizama/@antof cl)

Pocos son los estudios taxonémicos dedicados a entender las relaciones filogenéticas v la diversidad dentro del
aénero Aeromenas. Como objetivo de este estudio proponemos realizar una revisidn taxondmica de las cepas
aisladas frecuentemente en muestras de origen clinico v ambiental en la region de Antofagasta, v establecer la
relacion filogenética entre los diferentes aislamientos de Aeromonas. Se han aislade 150 cepas de origen
ambiental en dos zonas de muestreo: la planta de tratamiento de aguas residuales de Antofagasta Cascal norte y en
14 puntos del rio Loa, Se realizaron pruebas morfoldgicas y bioquimicas para la caracterizacion preliminar. La
relacion filogendtica se determind por la secuenciacion del gen de 165 rRNA.. Para la amplificacion se utilizaron
los primers 27F v 1525R. Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados con los primers 357F, 519R v
907R, Se determind la relacion de las cepas tipo basindose en la similitud de la secuencias del gen de 165 rRNA,
con la base de datos de la EMBL (Blast program). Las secuencias relacionadas con las secuencias de las cepas
tipo de Aeromaonas se alinearon con el software Clustal W. La distancia evolutiva v la construccion del arbol
filogenético se realizaron con el programa PHYLIP. El analisis comparativo de la secuencias del gen de 168
rRNA de las cepas en estudio con las especies de referencia del género Aeromonas. indicéd que la cepas aisladas se
relacionan con A hvdrophila. A vereniis v Aeromonas sp. Comparativamente se obtuvo una mayor diversidad en
la caracterizacion fenatipica preliminar, lo cual confirma la importancia de la identificacion a nivel molecular. Se
requieren estudios de hibridacion DNA-DNA para identilicar a nivel de especie.

Universidad de Antofagasta. PROIM 1357 v PE] 1353-03.

54 - UTILIDAD DE LA REACCION DE POLIMERASA EN CADENA (PCR) GENERICA Y ESPECIE
ESPECIFICA PARA DIAGNOSTICO DE BROTES NOSOCOMIALES POR ADENOYIRUS. (Study of
Nosocomial adenovirus respiratory outbreaks using PCR)Palomino MA. Larraiaga C. Fernandez J, Martinez J,
Pena M, Avendaiio LF lavendani@med.uchile.cl . Dpto Pediatria Norte. Hosp. R_ del Rio v Programa Virologia .
L/ Chile. Introduccion. Los Adenovirus (Ad) representan fa 2a causa de hospilalizacion por infeccion respiratoria
aguda baja (IRAB) viral en Chile. Pueden causar infecciones nosocomiales severas con riesgo de mortalidad.
Nuestros objetivos Tueron (1) comparar la PCR genérica con el aislamiento viral (AV) ¢ inmunofluorescencia
{1F1) para deteccion de Ad (2) v para definir el tipo de adenovirus involucrado en el brote (PCR especie especifica
v PCR especilica para 7h). Material y metodo. Se estudiaron |5 brotes nosocomiales de Ad durante [995 v 1996,
Ingresaron 91) pacientes, |5 casos indice v 65 contactos. El diagnostico se realizé por IFI y AV, Las cepas AD
positivas se genolipificaron con enzimas de restriccion. EI 2003 se hizo PCR de las muestras originales
congeladas a - 20°C.: PCR genérica para identificar familia Adenoviridae ¥ luego amplificacion de regiones del
gen de la fibra. con partidores especie especificos v otros para Ad-7h. Resultados. El estudio original habia
determinado infeccion nosocomial en 36/65 contactos, con lasa de ataque secundario de 55%, sin definir el
genotipo involucrado. En 10715 casos indices y en 19736 contactos se habia determinado  genotipo viral Th por
enzimas de restriccion. Por PCR se confirmaron los |3 casos indice como Ad 7h. La PCR genérica lue positiva en
45/65 contactos (69.2%), @ casos mas antes. La PCR detecto grupe B en solo en 35 casos (53.8%). La PCR para
Ad 7h mostrd que 30 (46.1%) contactos son 7h. Cinco contactos fueron especie B no Th, 5 especie C ¥ 5 no
reaccionaron como B o C. En el total de casos IFI detectd Ad en 32 casos (40%). AV en 52 casos (65%) v PCR
genérica en 39 (73,8%). Conclusiones. PCR y AV fueron mejores que IF] para estudiar IRAB nosocomial por
Ad. .a PCRs especie-especifica y Th-especilica permitieron identificar las especies de Ad involucradas en los
brotes v determinar la real tasa de ataque secundaria en 46%. Provecto FONDECYT 1020544,
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55.- DETECCION MUY RAPIDA DE VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (Evaluation of two very rapid
RSV diagnostic kits) Luis F. Avendaiio, Danicla Salas  lavendan@med.uchile.cl Programa Virologia. ICBM.
Fac.Medicina. U.Chile.

El diagndstico presuntive de infeccion por virus sincicial respiratorio (VRS) se basa en el cuadro clinico y en la
epidemiologia. a veces dramdticamente destacada en la prensa. Varias técnicas de laboratorio permiten su
confirmacion, las que varian en factibilidad (precio. accesibilidad. infraestructura de laboralorio. etc.), rapidez
sensibilidad, v especificidad. Nuestro objetivo fue cvaluar dos nuevas técnicas de inmunocromatografia
comparandolas con la inmunofluorescencia indirecta (1F1} v el aislamiento viral.

Metodica, En Julio- Agosto 2004 se estudiaron 140 muestras de aspirado nasofaringeo de lactantes menores de
dos afios, con infeccion respiratoria aguda, mediante IF1 y aislamiento en HEp-2. Las primeras 130 muestras se
analizaron ademds por un método de inmunocromatografia (ICrl) v las ultimas 101 por el mismo método,
desarrollado por otra compadia (ICr2) La IF] v ¢l aislamiento viral se hicieron acorde a la rutina en el laboratorio
v los examenes inmunocromatograficos, segan las istrucciones del fabricante.

Resultado, [n las primeras 130 muestras se delecto VRS en 63 (48 ") por IF1. 52 ( 40%) por aislamiento, y 70
por IFl vio cultive {54%) hubo 74 (56 "u) positivas por [Cr |- En las altimas 101 muestras se encontro
positividad en 49 (49 %) por 1F1, 40 (40 %) por aislamiento ¥ 54 (54 %) por [FI y/o cultivo; resultaron 49 (49%)
positivas por [Cr 2. Para comparar las 4 técnicas se considero como positivo verdadero a la positividad por dos de
tres técnicas: se obtuvieron las siguientes respectivas sensibilidades v especificidades: IFI 88% y 83%:
aislamiento 73% v 91%: ler 89% v 69%: ler 2 86% v 85%., Ambos nuevos test resultaron muy faciles de
implementar.

Conclusion. Los test de inmunocromatogralia representan una valiosa ayuda en la confirmacion de la infeccion
por VRS en lactantes. considerando ademds su rapidez v su facilidad de realizacion

56.- SEROPREVALENCIA DE PARVOVIRUS B19 (PV-B19) EN DOS BANCOS DE SANGRE DE LA
REGION METROPOLITANA (Seroprevalence of Parvovirus Bi% (PV-B19) in two Blood Banking of the
Metropolitan Region)

Gaggero A., Rivera I, Calquin E.. Pefa M.. Larrafaga C.. Ledn O.. Diaz P. y Miranda M.

Programa de Virologia. ICBM. Facultad de Medicina, Universidad de Chile, agaggerof@med.uchile.cl
Fundamento: Este estudio corresponde a una primera etapa de un provecto mas amplio, que pretende abordar la
infeccion por PV-B19 desde una perspectiva clinica. viroldgica e inmunologica. Por lo tanto. el objetivo de este
trabajo fue pesquisar la presencia de anticuerpos del tipo 1pG anti PV- B19 en donantes que acuden a bancos de
sangre.

Métodos: Se estudiaron 400 muestras de suero, recolectados durante los meses de Abril a Julio de 2003, en los
Bancos de sangre de los hospitales José Joaquin Aguirre (231 sueros) y del Salvador (149 sueros). Para la
deteccion de 1gG se empled un kit de ELISA comercial (Focus Technologies. USA) v se ust segin las
instrucciones del fabricante.

Resultados: De los 400 sueros estudiados, 222 resultaron positivos para IgG anti PV-B19, lo que equivale a un
55.5%. Los resultados obtenidos reflejaron que no existen diferencias significativas entre los porcentajes
encontrados en ambos bancos de sangre (hospital J.J. Aguirre 56.17% versus hospital Salvador 54.36%). Respecto
a la edad, ¢l mayor porcentaje de donantes estaba entre los rangos etarios de 18 a 47 afios. que fue también donde
se observa la mayor prevalencia de anticuerpos lgG anti PV-B19. A su vez, se encontro un 4.25% de muestras con
resultady indeterminado, cuvos resultados no fueron concluventes, Conclusion: Los resultados sefialan que la
seroprevalencia detectada en este estudio es similar a lo reportado previamente a nivel mundial. Por otra parte,
debemos resaltar que no habia informacion documentada de la prevalencia de 1gG anti PV-B19 en bancos de
sangre en nuestro pais. Financiamiento: Financiado por Proyecto Fondecyt 1030478
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57- ANALISIS DE LOS MECANISMOS DE EXPRESION DE GVA Y RESPUESTA DE NICOTIANA
BENTHAMIANA FRENTE A LA INFECCION VIRAL. Analysis of Expression Mechanisms of GVA and
response of Nicotiana benthamiana 1o viral infection

Obreque J.1, Minafra A.2, Vera J. 1, Diaz, D. 1, Jashés. M.l y H. Pefa-Cortés3.1Lab. de Virologia Vegetal,
Depto. Biologia. Fac. Quimica y Biologia. Universidad de Santiago de Chile. 2Dip.di Protezione delle Piante e
Microbiologia Applicata, Universita de Bari-ltaly. 3Centro de Biotecnologia. Universidad Técnica Federico Santa
Maria. e-mail: jobrequei@lauca.usach cl.

La agricultura en el mundo se enfrenta a la dificultad de controlar enfermedades producidas por virus. En Chile
solo en los wltimos afios se ha tomado como un problema real y que que afecta a frutos de importancia econdémica
como la uva. Una enfermedad de la vid es “El Complejo de la Madera Rugosa™, lteranUna enfermedad de la vid
es “El Complejo de la Madera Rugosa™. la que produce sintomas que afectan directamente en la calidad ¥
produccion del fruto y la muerte prematura de las vides. Se ha relacionado esta enfermedad con la presencia de un
grupo de virus denominados GVA. GVB v GVD. entre otros. pertenecientes al género Vitivirus. Fl estudio del
ciclo replicativo de estos virus recién esta comenzando. Por otro lado se ha estudiado la respuesta de las plantas
frente al atague de patdgenos, activindose mecanismos de defensa que culminan en la expresion de diversos
genes, como los imhibidores de proteasas. Basandose en la homologia de genoma del virus GVA v las proteinas
que codificaria, se observa similar al género de los Closterovirns. los que wtilizan como mecanismos de expresion
la sintesis de poliproteinas. subgenomicos ademas de la presencia de RNA defectivos. El ohjetivo de este trabajo
es el andlisis de los mecanismos de expresion del virus GVA v la vespuesta de Nicotiana henthamiana frente a la
infeceion viral. El genoma de GV A ha sido completamente secuenciado y se han determinado S marcos de lectura
abierto. el ORF1. de aproximadamente 5 Kb, codificaria para una poliproteina con funciones relacionadas a la
replicacion viral ademis de una proteasa del tipo cisteina, ORF3 para la proteina del movimiento, ORF4 para la
proteina de la cubierta ¥ ORFS para una proteina con dominios de union a nucledtidos. Para determinar si ¢l
ORFI de GVA codilica para una poliproteina se realizaron ensavos de transcripcion v traduccion in vitro,
observindose proteinas del tamafio esperado para la poliproteina pero no fue posible observar cortes proteoliticos
Mediante Neorthern biet se determing la presencia de RNA subgenémicos. detectandose la presencia de 3 sefiales
que corresponderian a los utilizados para la expresion del ORF 2, 3 v 4, cn cambio no se detecté un RNA
subgendmico del tamaiio esperado para fa expresion del ORFS. Mediante la misma metodologia se detecto La
presencia de RNA defectivos .2000ue determinada utilizando la misma metodologia y se observa la presencia de
sefiales de menor tamario del genoma viral. Posteriormente mediante RT-PCR se observa la presencia de tres
amplificados de un tamario menor a 800 Kpb. La secuencia de dos de estos amplificados. muestran la presencia de
secuencias del ORF1 y ORFS. El amplificado de mayor tamafio. denominado D1, tiene ¢l ORFS completo, v
mediante analisis biointormatico indico que la sintesis de D1 podria ser utilizada como mecanismao de expresion
del ORFS. Finalmente mediante Northenblof se determind la respuesta de Nicotiana benthamiana frente a la
infeccion viral con la expresion de tres genes PR, OPR3 y NgPl observindose que PR v OPR3 no varia su
expresion a la esperada. en cambio NgPl {un inhibidor de cisteinas proteasas) disminuye su expresion en
presencia del virus, En conclusion fue posible determinar la similitud de los mecanismos de expresion entre GV A
y los Closterovirus. y que el virus podria estar alterando la expresion del gen NgPl mediante un mecanismo
desconocido_Financiado por Proyecto DICYT-USACH. ; otro mas”

58.- SECUENCIAMIENTO GENETICO DE VIRUS DENGUE SEROTIPO | EN CHILE.
Genetic sequence ol Dengue serotype 1 in Chile,
Caceres C, Yung V., Vera L., Torres G, Villagra I=.. Fernindez I. Instituto de Salud Piblica de Chile.

aegypd, causando dos tipos de cuadros “Dengue clisico™ y “Fiebre Hemorragica del Dengue™. En el afio 2002, se
produjo un brote de Dengue, en Isla de Pascua. con 636 casos confirmades. Estudios moleculares realizados en el
L.S.P. demostraron que el virus causante del brote correspondia a Dengue serotipo 1. Fl objetivo de este trabajo
fue caracterizar genéticamente aislados de virus dengue en Chile ¢ identificar mediante analisis filogenético el
origen del genotipo que circulo en Isia de Pascua. A partir de muestras de sangre de pacientes aisladas en cultivos
celulares se realizo extraccion de RNA viral el que fue amplificado por RT-PCR ¥y secuenciado mediante
secuenciacion automadtica. Se analizo el genoma completo del virus de un aislado de paciente v el gen de la
envoltura de virus aislados de 4 pacientes. Todas las secuencias analizadas fueron caracterizadas genéticamente
como genotipo 1. Al comparar la secuencia completa del virus dengue con secuencias de dengue | obtenidas
desde gencbank podemos establecer que esta comparte ¢l mismo claster en el arbol filogenético que las muestras
provenientes del Asia Pacifico. En cuanto a las secuencias de envoliura ellas comparten alrededor de un 98% de
homaologia entre si v solo en algunos de los clones se presentan cambios a nivel de aminoacidos lo que podria
indicar la presencia de cuasiespecies, sin embargo es necesario ¢l andlisis de mas aislados. Finalmente este estudio
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nos permitio confirmar que el virus que circulé en Isla de Pascua durante el brote del afio 2002 provenia de la
zona del Asia Pacifico v no de la zona americana como se habria pensado previamente.
Veronica Yung P.- email vyungé@ispch.cl

59.- PRE-EXISTENCIA DE MUTACIONES DE RESISTENCIA A DROGAS ANTIRETROVIRALES
EN VARIANTES DEL VIH-1 DE PACIENTES CON FRACASO VIROLOGICO PRECOZ AL
TRATAMIENTO ANTIRETROVIRAL DE ALTA EFICACIA (HAART). Pre-existance of drug resistance
mutations in HIV-1 variants from patients with antiretroviral therapy HAART failure.

Galvez, P, Rios. M., Fernandez, J. Centro Nacional de Referencia de VIH'SIDA v Unidad de Desarrollo
Tecnologico. Instituto de Salud Pablica de Chile. mriosi@ispch.cl

Fundamento: La emergencia de variantes del VIH-1 que contienen mutaciones de resistencia en el gen pol
pueden contribuir al fracaso del tratamiento antiretroviral con inhibidores de transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos (NITR), no andlogos de nucledsidos (NNITR) v/o con inhibidores de proteasa del VIH-1 (IP). El
ohjetivo de este trabajo es determinar la contribucion de la pre-existencia de variantes resistentes del VIH-1 en el
fracaso precoz de la terapia antiretroviral. Método: El virus circulante plasmitico de 8 pacientes que presentan
falla virologica al tratamiento antiretroviral fue obtenido antes del inicio o cambio de tralamiento a lerapia
HAART v luego de 6 a [2 meses de iniciada la terapia. Los niveles plasmaticos del VIH-1 fueron en promedio
40.000 copias de RNA viral/ml. Mediante un método RT-PCR/PCR nested se amplifico un fragmento de 1.3 Kb
del gen pof del VIH-1. que codifica para la proteasa (codones 1-99) v la transcriptasa inversa (codones [-344).
Luego de realizar el secuenciamiento directo automatizado de este fragmento, ¢l analisis de las secuencias €
interpretacion de las mutaciones se realizo segun el algoritmo de la base de datos de Standford. Resultados: 78
casos analizados presentaba variantes virales con mutaciones que conferian resistencia a alguno de los inhibidores
de transcriptasa inversa ¥ 2/8 a inhibidores de proteasa. Las mulaciones mas importantes en el gen de la proteasa
fueron 1241, 154V v VB2A. En la region que codilica para la transcriptasa reversa se encontraron las siguientes
mutaciones que confieren resistencia a NITR: M4 1L, D6TN, K70N, L74F, FT7Y. VI8, MI184V, L210W.
T215Y, K219E v la mutacion de multirresistencia (31 51M; ademas se encontraron las mutaciones K101R/Q,
YI8IC, GI90A v KIO3N, que conficren resistencia a NNITR. En /8 pacientes analizados se detecté la pre-
existencia de variantes virales que presentan varias mutaciones de resistencia, algunas de las cuales son idénticas a
las detectadas en las variantes presentes después de 6-12 meses de tratamiento combinado (NITR + 1P o NITR+
NNITR). Todas las variantes fueron HIV-1 subtipo B, Conelusion: Ademis de la emergencia de mmtaciones de
resistencia como resultado de la presion selectiva ejercida por el tratamiento antiretroviral combinado (HAART),
es importante considerar que la pre-existencia de variantes virales resistentes antes de iniciar un tratamiento
pueden contribuir al fracaso del tratamiento en pacientes infectados por VIH-1. Por lo tanto. los resultados
preliminares de este estudio avalan la realizacion de una evaluacion de los patrones de resistencia a drogas ARV
previo al inicio o cambio de un esquema de tratamicnto ARV en pacientes infectados por VIH-1.

Financiamiento: Instituto de Salud Piablica de Chile,

60.- CUANTIFICACION DE RNA DE VIRUS ANDES EN CULTIVOS CELULARES {(Quantification of
Andes virus RNA in cultured cells)

Barria M., Fernindez J. v Ramirez I (eramirezaispch.cl). Instituto de Salud Pablica de Chile.

Fundamento: Los Hantavirus son virus pertenccientes a la familia Bunyaviridae causantes del Sindrome
Pulmonar por Hantavirus (SPH) El SPH se ha asociado a la inleccion con la cepa viral Sin Nombre en
Norteamérica, y Andes en Chile y Argentina, Desde el afio 1996 se han informado 370 casos de SPH en Chile
generados por infecciones con la cepa Andes. con una mortalidad acumulada del 37%. En la actualidad existe
escasa informacion sobre ¢l ciclo replicativo de este virus. El objetivo de esta investigacion fue cuantificar la
sintesis de RNA de la cepa Andes durante el crecimiento in vitra en cultivos de células Vero E-6. Métodos: Se
infectaron células Vero E6 con la cepa Andes CHI-T913 a MO1 de 2.5 pfu, deteniendo la infeccion a distintos
tiempos pi. Los RNAs virales se determinaron mediante el método QC-RT-PCR. Resultados: Los RNA S y L se
detectaron intracelularmente a partir de las 4 horas pi con 9.25x10° y 1 88x 10" copias. respectivamente, El RNA M
se determing desde las 6 hrs pi (8.51x10° copias). Los niveles intracelulares de RNA S, M y L alcanzaron valores
de 65.2x10", 63.7x10" v 61.7x10” a las 24 hrs pi. Intracelularmente los RNA S. M y L alcanzaron el plateau
aproximadamente  a las 72 y 96 hrs pi. En la fraccion extracelular el RNA S. M y L fue detectado
simultancamente a las 48 hrs pi con 62x10", 61.8x10° 59.8x10", respectivamente. A las 96 hrs pi, en el
sobrenadante s¢ detecté un maximo de 79.7x10" v 80.6x10" v T8.Ix10" copias de los RNA S, M y L.
respectivamente. Conclusién: La sintesis de los tres segmentos de RNA de virus Andes fue similar a lo
previamente descrito para la cepa Seil pero mayor comparado con la cepa Sin Nombre.  Los resultados sugieren
que la cepa Andes creceria in vitro mas ripidamente que la cepa Sin Nombre. lo cual parece asociarse con
diferente virulencia observada para ambas cepas virales.

Financiamiento: Proyecto Fondeeyt n” 1020328
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61.- “EL VIRUS DE LA NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA CONTIENE ELEMENTOS IRES
EN SU 5-UTR ™ (The Infectious Pancreatic Necrosis Virus contains IRES elements in its 5'- UTR)

Soto-Rifo. R: Gonzalez, R: Sandine AM. asandino@usach.cl

Laboratorio de Virologia. Departamento de Ciencias Biologicas, Universidad de Santiago de Chile

El mecanismo de inicio de la traduccion del virus de la necrosis pancreatica infecciosa {IPNV) no se
conoce. Estudios previos indican que IPNV no presenta actividad guanililtransferasa en su proteina VP1 ¥
aparentemente no posee cap en el extremo 57 de su mRNA. Por este motivo, en este trabajo se estudia si IPNV
presenta Sitios Internos de Entrada al Ribosoma (IRES) en sus extremas 5 -no traducibles (5 -UTR). Se disefaron
partidores para amplificar mediante RT-PCR y luego secuenciar los 5°-UTR de dos aislados chilenos de IPNV.
Los analisis bioinformaticos de los S-UTR muestran la presencia de estructuras secundarias altamente estables.
donde se encuentra una secuencia de polipirimidinas, un “tetraloop™ del tipo GNRA v dos codones AUG rio arriba
del codon de inicio de la traduccion. caracteristicos de elementos IRES. Ademas, poseen una region de 6
nucledtidos que se complementa al extremo 3 del rRNA 18S de la especie Safmo salar. La sintesis de proteinas
virales, seguidas a través de la incorporacion de | 7S|-Metionina. no se inhibe en presencia de rapamicina, lo que
sugiere la presencia de IRES. Por lo tanto, proponemos que 1PNV presenta un mecanismo de traduccion facilitado
por estos elementos. Se estd estudiando la funcionalidad del IRES mediante la utilizacion del vector bicistronico
PGEM CATALUIC en ensayos de transcripcion-traduccion i vitro, ¢l cual posee como espaciador intercistronico
el 5°-UTR de IPNV ademas del 5S™-UTR mis secuencias codificantes de la poliproteina. Esto nos permitira buscar
las condiciones dptimas de funcionamiento del IRES de IPNV.

Financiado por Proyecto Fondecyt 1040282

62.- TIEMPO DE MORIR: ;LO DETERMINA EL VIRUS IPN O LAS CELULAS INFECTADAS?

Time to die: determined by ipnv or infected cells?

Kuznar J. Cortés M ¥ Espinoza IC. Laboratorio de Biogquimica v Virologia, Facultad de Ciencias Universidad de
Valparaiso. Juan Kuznari@wuv. cl

El mecanismo més electivo que tiene una célula para defenderse del ataque de los virus es el del autosacrificio
para evitar que la infeccion se propague hacia otras células v que se produzca una infeccion masiva. Para cjecutar
este autosacrificio o apoptosis. la célula dispone de un arsenal de mecanismos que dan la sefal de alarma. Sin
embargo. los virus tienen sus propios recursos para evitar el suicidio celular que prematuramente pueda abortar la
infeccion,

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa, virus 1PN, es un patogeno de emorme importancia ecologica y
cconomica. Recientemente se han publicado trabajos proponiendo que la patologia que el virus produce se inicia
primariamente a fravés de la induccion de una respuesta apoptotica. Luego de ésta. las células se necrosan.

Una condicion de esta naturaleza implicaria que la célula infectada se torna inviable para la replicacion del virus.
por lo tanto. en este caso, la apoplosis debiera establecer una condicion abortiva para la produccion de virus,
Consecuentemente. la apoptosis inducida por el virus [PN debiera estar restringida a una poblacion muy limitada
de células infectadas. Con objeto de demostrar esta hipotesis cuantilicamos, durante la infeccion, la poblacion de
células necroticas. apoptoticas v con ambos caracteres simultaneamente. Come marcador de apoptosis empleamos
Annexin V v el ensayo TUNEL. Para identificar células necroticas empleamos loduro de Propidio.

Nuestros resultados estan de acuerdo con la hipotesis, esto es, solo una pequeia fraccion de las células infectadas
llegan a ser necréticas via apoptosis. fa gran mayoria llegan a un estado necrotico sin pasar por la apoptosis.
Sugiriendo asi. que parte importante de la poblacion de células infectadas es bloqueada. presumiblemente por el
virus, en su capacidad de responder a la infeccion a través de la muerte celular programada. DIPUY 182000
¥ DIPUV - TEC 2002



63.- METODOLOGIA PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE VIRUS DE LA NECROSIS
PANCREATICA INFECCIOSA EN SEDIMENTOS LACUSTRES (A Method to Deteet and Quantify
Infections Pancreatic Necrosis Virus in Lake Sediments)

Labraia R. Kuznar | y Espinoza IC. Juan. Espinozaiuv ¢l

Laboratorio de Bioquimica v Virologia, Facultad de Ciencias. Universidad de Valparaiso

Los virus desnudos pueden permanecer activos varios dias o semanas fuera del huésped previo al inicio de otro
ciclo infectivo. Los sedimentos marinos o lacustres constituyen algunos de estos reservorios, pudiendo albergar
temporalmente a estos patégenos. Por gjemplo: enterovirus han sido detectados en grandes concentraciones en
sedimentos de aguas costeras contaminadas.

El virus de la necrosis pancredtica infecciosa (virus IPN). es el agente causal de una enfermedad que afecta a
peces de cultive como silvestres. por lo tanto es de gran importancia ccolagica v econémica. Nuestra hipotesis es
que el virus IPN puede mantenerse viable en los sedimentos lacustres constituvéndose €stos en fuente para futuras
infecciones.

El disefio metodologico consistic en adicionar virus IPN a muestras naturales de sedimentos lacustres y probar
procedimientos de extraccion utilizando distintos tiempos de sonicacion junto con  variadas concentraciones de
sales. La cuantificacion se realizo mediante la técnica de focos fAuorescentes (FF) que consiste en la
inmunodeteccion temprana de las proteinas virales en un cultivo celular.

Con este disefio hemos lograda definir una metodologia de extraccion que tiene una sensibilidad tal que permite la
extraccion de un minimo de 320 FF ¢ gramo de sedimento. Cada FF representa una particula viral activa.
Asimismao. demostramaos que el sedimento puede contener virus activo al menos durante 24 dias desde que éste le
luera adicionado.

Los resultados obtenidos en esta primera Fase nos permilen. por un lado, proponer un protocolo de extraccion y
cuantificacion del virus [PN en muestras de campo v por otra. anticipar que los sedimentos lacustres pueden
constituir un reservorio imporante para el virus

Financiamiento: DIPUV 12/2003
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64.- COMPARACION DE 1A FRACCION CULTIVABLE ¥ NO-CULTIVABLE DE LA COMUNIDAD BACTERIANA EN
SUELOS CON Y SIN COBERTURA VEGE AL, {Comparison of the culturable and non-culturable bacterial community
in unplanted and actinorhizal-planted soils).Chavez, M.; Orlando. 1. Bravo. 1. v Cari, M. Laboratorio de
Microbiologia, Departamento  de  Ciencias  Feologicas. Facultad de  Ciencias, Universidad de Chile.
mcarwa'codon.ciencias.uchile.cl

Fundamente: |a rizdsiera. suelo que rodea la raiz, inlluye sobre la microbiota asociada a ella, pudiendo atectar
parametros tales como la riqueza y la abundancia de dicha comunidad.  El objetivo de esie trabajo fue determinar
el efecto de la rizdstera de plantas actinorricicas (Cofferia hysieivy v no actinorricicas sobre la diversidad de la
fraccion cultivable v no cultivable de la comunidad bacteriana,

Métodos: Se colectaron muestras de rizdsfera y suclo sin cobertura vegetal de la localidad “F1 Romeral™ {Cajon
del Maipo). La abundancia se determing por recuento en placa por siembra en superficie v PCR-NMP (Nimero
Mas Probable). La riqueza de ambas fracciones se determind mediante perfiles de T-RFLP (terminal restriction
fragment length polvmorphism) utilizando como marcador ¢l rDNA 165,

Resultados: Fl anilisis del rDNA 168 permitic detectar dilerencias en la estructura (composicion v abundancia)
de la comunidad bacteriana asociada a la rizosfera v al suelo sin cobertura vegetal. Asimismo la composicion de
las comunidades de la rizasfera de plantas actinorricicas y no actinorricicas presentaron diferentes perfiles de T-
RFLP. A pesar que la fraccion cultivable es menos compleja que la comunidad total. las muestras con mayvor
diversidad corresponden a suelo con coberlura vegetal.

Conclusion: La composicion de las comunidades microbianas de la rizosfera depende del tipo de cobertura
vegetal v es menos compleja en sitios sin cobertura.

Financiamiento: FONDECY T, Proyecto N° TO4088(.
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65- EXPLORACION MEDIANTE TECNICAS DE CULTIVO DE LA MICRODIVERSIDAD
REVELADA POR TECNICAS MOLECULARES.

Cecilia Demergasso S', Pedro Galleguillos P', Victor Zepeda A’ Lorena Fscudero G', Danny Castillo”
Laboratorio de Microbiologia Técnica, Departamento de Quimica. Universidad Catélica del Norte, Avda.
Angzamos 0610, Antofagasta, Chile. cdemerzarauen cl.

Proyecto Lixiviacion de Sulfuros, Minera Escondida Lida.. Avda. de la Mineria 501, Antofagasta Chile

Se aplicaron técnicas moleculares independientes de cultivo. tales come, amplificacion de genes 16S ARNr por
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) v Electroforesis en Gel en Gradiente Denaturante (DGGE) para el
andlisis de muesiras industriales provenientes de procesos de biolixiviacion de minerales de cobre de baja ley.
Mediante estas téenicas se detectd la presencia de secuencias relacionadas con Acidithiobacitius, Leptospiritium,
Ferroplasma v clones relacionados con estos géneros.

Los resultados del andlisis de las secuencias de los genes 165 ARNr obtenidas de los perfiles de DGGE
revelan que grupos de secuencias (2 a S) que se asemejan a las mismas secuencias depositadas en bancos de datos
con diferente grado de similitud, muestran ademas diferente movilidad electroforética. Esto sugiere la existencia
de microdiversidad en este tipo de ambiente.

Para comprobar la existencia de esta microdiversidad se aplicaron  téenicas de cultivo de
microorganismos acidofilos, lograndose aislar 18 cepas oxidantes de hierro. El andlisis de polimorfismo de
Iragmentos por enzima de restriccion (RFLP) mostro perfiles similares entre las cepas aisladas. al igual que los
perfiles de DGGE. Sin embargo el analisis filogenético de las secuencias (450 a 700 pb) del gen 165 ARNr de las
cepas aisladas, muestra que éstas se agrupan en dos clusters definidos dentro del género Acidithiobacitlus.
(“aracteristicas fenotipicas y herramientas moleculares relacionadas con perfiles de proteinas estan siendo
aplicadas para la comprobacion de la existencia de esta microdiversidad.

66.- RIESGOS POTENCIALES DE TOXICIDAD POR CIANOBACTERIAS
Potential toxicity risk due to Cyanobacteria
Aj Vera. Lisperguer: S y V: Campos . Laboratorio de Microbiologia Ambiental .Instituto de Biologia.

Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso

[Las Cianobacterias son organismos procariotas fototrofos de amplia distribucion, que se pueden desarrollar en
diversos cuerpos de agua dulce o salina. Varias especies tienen la capacidad de producir potentes cianotoxinas,
siendo las mas comunes las neurotoxinas v las hepatotoxinas.

Los Norecimientos de cianobacterias, son un fendémeno conocido en especial en cuerpos de agua cutroficados,

que se han descrito en diversos lugares de Europa, América, Africa y Australia En varios trabajos se ha constatado
la muerte de animales por cianofoxinas v de numerosos pacientes en  tratamiento con hemodialisis. donde
utilizaron agua contaminada con microcistina, Por otra parte, existe la posibilidad que microdosis de estas toxinas
sean potentes promotores de cancer hepatico,

En trabajos anteriores hemos determinado florecimientos de Microcysids en la marisma de Rocuant y laguna Tres
Pascualas en Concepcion, identificando la toxina microcistina por RP-HPLC.

En el presente trabajo se estudiaron diversos cuerpos de agua de fa V Region, algunos de los cuales se utilizan
como fuentes de agua de abastecimiento para la poblacion. 1.os muestreos se realizaron mensualmente durante 2
afios, utilizando una red de S5um  (Hydro-Bios) para cianobacterias. Simultancamente.  se midieron diversos
parametros abioticos como: temperatura.  salinidad, . La determinacion de los géneros se realizo de acuerdo a
morfologia celular v pruebas culturales.

Se determinaron los siguientes géneros potencialmente toxicos: Anabaena, Microcystis v Osciflatoria, ¥
adicionalmente se constaté un florecimiento de Microcvsiis,

Elagua utilizada comao fuente de abastecimiento o reservorios de agua para hemodidlisis deben ser

controdados rutinariamente tomando las medidas para impedir florecimientos v/o que las cianotoxinas

puedan ser consumidas, ya que la potabilizacion del agua ne tiene efecto sobre las toxinas.

Financiamiento: DI - PUCV
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67.- GENETIC DIVERSITY OF Prochlorococcus and symechococcus POPULATIONS FROM THE
OXYGEN MINIMUM ZONE IN THE EASTERN SOUTH PACIFIC OCEAN AS REVEALED BY
DGGE. (Diversidad genética de poblaciones de Prochiforococcus v Symechococeus de la Zona de Minimo
Oxigeno en el Océano Pacifico Sur Oriental, estudiada mediante DGGE). Lavin, P.', Gomez. P.' & Gonzilez,
B.". and Ulloa, 0., 1-Depto. de Botanica, Universidad de Concepcion, 2-Depto. de Oceanografia & COPAS.
Universidad de Concepcion. 3-Depto de Genética Molecular v Microbiologia & CASEB. Facultad de Ciencias
Biologicas. P. Universidad Catolica de Chile. palavin@udec.cl

Oxygen minimum zones in the modern ocean (OMZs) exist due to a combination of high productivity in the
surface waters and poor ventilation at intermediate depths. The presence of an OMZ is a prominent midwater
feature in the eastern Seuth Pacific Ocean having a crucial role in structuring both the pelagic and benthic
communities. and also acting as a barrier for the vertical partitioning and lavering of planktonic assemblages. The
aim of this work was 1o improve our understanding of the genetic diversity of Prochlorococcus and
Sywechococens cyanobacterial populations inhabiting the oxic and suboxic waters associated with the OMZ off
Chile. We accessed their genetic diversity by DGGE analvsis of the 165 rRNA 23S rRNA Internal Transcribed
Spacer (ITS) sequences using a new set of primers generaled from 11 and 7 previously known sequences of
Prochtorococens and  Symechococens, respectively, The samples were obtained along a vertical profile from the
surface 1o a depth of 8¢ m, covering the oxic and suboxic zones. Results revealed important differences among
DGGE patterns at different depths and oxygen conditions. A correpondance between patterns of genotype
distribution and light availability is known to exist, particularly for Prochlorococeus. However, the homogeneous
distribution of genotypes observed in the four deeper samples where oxyvgen was scarce, suggests an important
effect of the suboxic condition as a selective pressure. Also, to our knowledge. this is the first report of a DGGE
analysis using the I'TS sequence in this group of cyanobacteria.

This work has been supported by FONDAP-COPAS (grant 1501-00007, program 2), and FONDAP-CASEB
{grant 1 S01-0001. program 7).

68.- PERFIL BIOQUIMICO DE CEPAS FUNGICAS RIZOFERICAS. Biochemestry profile of rhizospheric
fungal strains. Toro V'.. Valenzuela E'. & Cabeza R™ 'Instituto de Microbiologia. Facultad de Ciencias. “Instituto
de Ingenieria  Agraria v Suelos, Facultad de Ciencias  Agrarias.  Universidad  Austral de Chile.

vtorozichatmail.com evalenzui@uach.cl ricardocabezai@uach.cl

Se estudiaron cuantitativamente por métodos caloriméiricos, 6 enzimas producidas por un total de 180 cepas
fungicas aisladas desde la rizosfera de Trifollitem repens (Trébol blanco), Lolfium perenne (Ballica inglesa) y
Dactilys glomerata {Pasto ovillo) recolectadas desde pradera en rotacion v permanente en Pelchuquin, Valdivia,
Chile (362.5 N 673.4 E.). Las cepas fingicas fueron obtenidas por el método de las diluciones y posterior siembra
en agar malta al 2°. Luego fueron sembradas en caldo malta al | % ¢ incubadas por 10 dias, tras lo cual se
obtuvieron los filtrados respectivos v el micelio. Por espectrofotometria en los filtrados se determiné la actividad
para 6 enzimas. En una cepa de Pemicillium chrysogemsm, aislado desde L. perenne {(pradera permanente). se
determinaron las mayores actividades enzimdticas para amilasa, celulasa, fosfatasa (alcalina ¥ acida), proteasas y
ureasas (1055.56: 6.149; 127.12 ¥ 132,68 81.186: [.055 mg/ml_*gr micelio respectivamente). Independiente de
las cepas fingicas ensavadas todas presentaron actividad para las 6 enzimas estudiadas.

Financiamiento: PROYECTO DID-20013
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69.- CARACTERIZACION GENOTIPICA MEDIANTE ERIC-PCR DE CEPAS SELECCIONADAS DE
RIZOBIOS EN ALFALFA (Genotype characterization hy ERIC-PCR of selected rhizobia strains in alfalfa )

R. Galdames. R. Campillo. A. Perticari. M. Del Papa. R Racca. P. Andrade.

Unidad de Biotecnologia. INIA Carillanca. Temuco, Chile, realdamericarillanca.inia.cl

En el sur de Chile, existen condiciones de suelo con claras restricciones por acidez vy fosforo disponible, situacion
que se traduce en una simbiosis rizobio-planta con serias limitaciones. Es importante por ello estudiar la
biodiversidad en poblaciones de rizobios nativos o naturalizados, para seleccionar aquellas cepas adaptadas a
condiciones limitantes, lo que podria ofrecer ventajas respectos al empleo de cepas introducidas. Una coleccion de
rizobios [ue generada a partir de nodulos obtenidos en un muestreo de plantas realizadas en 36 sitios de dos dreas
precordilleranas de la IX region (Melipeuco v Lonquimay). Los nodulos fueron lavados, esterilizados
superficialmente v triturados en morteros. 100 pl del macerado fueron sembrados en placas con agar levadura
manitol ¢ incubadas (28°C. 7 dias). Las colonias seleccionadas fucron sometidas a pruchas de infectividad: para
lo cual semillas de alfalfa fueron colocadas en forma aséptica en vasos plasticos con vermiculita estéril. En cada
ensayo se agregaron controles negativos y positivos, Se evaluo la nodulacion v se estimd la capacidad de fijacion
comparativa respecto a los controles, ADN Tue extraido para 30 aislados que mostraron  maxima capacidad de
nodulacion vy de fjacion. Ademas se incluyo un conjunto de cepas de referencia de S, melilou, Para la
amplificacion de las secuencias repetidas (ERIC) de ADN, se emplearon los partidores ERIC-1 y ERIC-2, bajos
condiciones PCR previamente descritas. Los productos amplilicados fueron separados por electroforesis en geles
de agarosa (2%). Las bandas observadas fueron evaluadas visualmente. El analisis de los datos  se realizd con el
programa NTSYS-Pc.

El patron de handeo generado mediante esta metodologia permitio. discriminar claramente entre los aislados
estudiados, revelando al mismo tiempo una considerable diversidad genética entre ellos. Uno de los genotipos
observados resulto predominante, habiéndose deteclado en casi el 50 % de los muestras analizadas. A partir del
dendograma generado. se puede observar un grupo principal que se separa claramente del resto. Todos los
aislados estudiados son claramente diferentes de las cepas de referencias. La presencia de un genotipo
predominante podria reflejar la existencia de una cepa ampliamente distribuida v adaptada a las condiciones
ambientales del drea estudiada. Mediante la metodologia ERIC PCR se generan patrones de bandeo abundantes
que permiten discriminar claramente entre los aislados, lo cual la hace una prucha robusta para este lin. Los datos
ohtenidos revelan alta diversidad genética. Uno de los genotipos se encontrd ampliamente  distribuido,
Financiamiento FONTAGRO FTG-1372001 e INIA Carillanca.

70.- TRANSFORMACIONES BENTONICAS DE NITROGENO Y COMUNIDADES MICROBIANAS
MUY “PECULIARES™ (Nitrogen transformation  and  “unusual™  benthic  microbial  communities)
Graco M. and L. Farias Programa Regional de Oceanogralia Fisica v Clima. Universidad de Concepcion Casilla
160-C. Concepeion 3, Chile. mgracoiaiudec.cl.

Las plataformas continentales bajo la influencia periodica de condiciones pobres en oxigeno (< 10 M), altos
nitratos v un alto aporte de materia organica al sedimento (> | ¢ C m~ d') son areas de intensa actividad
microbiana reflejada en altas tasas de remineralizacion y reciclaje de bioclementos. Ademas estas condiciones se
han considerado  favorables para la existencia de un ciclo del nitrogeno dominado por comunidades
desnitriticantes ¥ en consecuencia una gran pérdida de nilrogeno para el sistema. A través de un estudio que
combina las areas v herramientas de biogeoguimica. ecologia microbiana y oceanografia (ie datos in sifw,
cultivos semi-puro. experimentos de reciclaje) se mvestizo la transformacion microbiana de nitrogeno en la
plataforma continental (88 v 27 m) frente a Chile central. Una intensa actividad desnitrificante [ue observada en el
area (1-3 mmol m™ d"), pero también una importante produccion de amonio (20-27 mmol m™ d'). asociada con
remineralizacion-bacterias sulfato reductoras v con novedosos grupos de bacterias “gigantes™ Thinploca-
Beggiuioa caracteristicas del drea Las estrechas inter-relaciones entre los microorganismos v con su ambiente
determina que Mujos de amonio (- 10 mmol m™ d ') dominen el intercambio de nutrientes con la columna de agua.
Se discute el impacto de esta lTuente de nitrdgeno biodisponible para la columna de agua y la comunidad
microbiana pelagica existente,

Resultados correspondientes a la tesis Doctoral de Srta M. Graco. Financiamiento: FONDECYT 198-0544,
FECOS Sud-CONICYT ¥ programa FONDAP-Humboldt.



71.- AFILIACION FILOGENETICA DE Bacillus AISLADOS DE COMUNIDADES HIPOLITICAS DEL
DESIERTO DE ATACAMA (Phylogenetic affiliation of Bacilluy isolated rom Atacama Desert hypolithic
communities).

Lizama C'. Gomez-Silva B™", Silva J'. Olivares 11°. Depto. Tecnologia Médica. Unidad de Micmbiologia’:
Unidad de Bioguimica®, Facultad Cs. de la Salud: Instituto del Desierto’, Universidad de Antofagasta, Chile.
(clizamai@antol cly

Comunidades microbianas hipoliticas forman biopeliculas en la interfase suclo-cuarzo a lo largo de la Costa del
Desierto de Atacama. Este ecosistema hiperirido presenta condiciones extremas para la vida: ausencia de agua
liquida, altas radiaciones. desecacion, altas temperaturas v ausencia de materia organica. Estudios anteriores
demostraron que el productor primario de estas comunidades es una cianobacteria del género Chroococcidiopsis v
entre los miembros heterotroficos predominan los géneros Streptomyees ¥y Bacillus. El objetivo de este trabajo es
relacionar lilogenéticamente las cepas aisladas de Bacillus  productoras de  exopolisacarido. La caracterizacion
fenotipica se realizo con  pruebas morfologicas, fisiologicas v bioquimicas. La secuenciacion del gen de 16S
rRNA  determind la filogenia de estas cepas. Para la amplificacion se ulilizaron los primers 27F v 1525R. Los
productos de PCR fueron purificados ¥ secuenciados con los primers 337F, 519R v 907R. Se determino la
relacion de la cepa tipo QRR-2 basados en Ja similitud de la secuencia del gen de 165 rRNA. con la base de datos
de la EMBL (Blast program). Las secuencias relacionadas con la cepa tipo de Bacilfus se alincaron con el
software Clustal W. La distancia evolutiva v la construccion del arbol filogenético se realizaron con el programa
PHYLIP. El analisis comparativo de la secuencias del pen de 165 rRNA de las cepa en estudio con las especies de
referencia del género Bucilus v géneros relacionados como Brevibacterium indico que la cepa aislada se relaciona
estrechamente con Bacillus vallismortis vy con Bacillus sp. Posteriores estudios de hibridacion DNA-DNA
determinarin la clasificacion a nivel de especie.

Universidad de Antofagasta. PROIM 1337-1 v PEI 1333-03

72.- THE BENTHIC BACTERIAL MATS UNDER THE OXYGEN MINIMUM ZONE OF THE
EASTERN SOUTH PACIFIC BY ANALYSIS OF 165 rRNA GENES,

Campos, VL, Mondaca, MA. Gallardo VA. (1)Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas.
(2)Center for Oceanographic Research in the Eastern South Pacific (COPAS). Universidad de Concepcion. Casilla
160-C. vagallar@udec.cl. .

I'he benthos of the sulfide-rich sediments of the cutrophic coastal upwelling ecosystem in contact with the
nutrient-rich, oxveen-depleted waters (Oxygen Minimum Zone) of the eastern South Pacific, fluctuates between a
predominantly prokaryotic reducing and a predominantly eukaryotic oxidative metabolism state. Indeed, massive
and widely distributed shallow shelf microbial mats have been the subject of recent investigations confirming
their potential key role in the functioning of the Humboldt Current System. The main components of these
microbial mats are species of large, sheathed. sliding. filamentous bacteria of the genus Thioplaca. Taking
advantage of the easy access to a newly developed, post-El Nifio 1997-98 microbial mat. Natural microbial
communities of marine sediments collected at both Sta. 18 of the COPAS Time-Series, were characterized by
analysis of 165 rRNA genes amplilied using group-specific primers by PCR amplification of 165 rDNA.
Amplification products were analyzed by denaturant gradient gel electrophoresis {DGGE). Optical observations
started on the less studied. non-Thinploca. supramicrometer-sized microbes constituting the new mat. The 168
rDNA DGGE banding patterns and optical observation indicated an extremely ‘“species’-rich community,
predominantly Bacteria. but also consisting of Archaca and Eukarya, The PCR amplification of specific primers
indicate presence [f-proteobacterial ammonia-oxidizing bacteria. and  sulphate-reducing  bacteria.  The
predominantly microbial nature of this community and the similarity of #ts components with fossil forms allows
postulating that these present-day microbial communities could represent living counterparts of Proterozoic ones.
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73.- ANALYSIS OF COPPER EXPOSED MARINE MICROBIAL COMMUNITIES WITH CULTURE-
INDEPENDENT APPROACHES (Analisis de comunidades microbianas marinas expuestas a cobre. mediante
aproximaciones cultivo-independientes.). De la lglesia R’ Correa JA” & Gonzalezr B'. '‘Depto. Genética
Molecular y Microbiologia, ~ Depto. Ecologia & CASEB. Facultad de Ciencias Biologicas, P. Universidad
Catolica de Chile. e-mail: rdelaigl@bio puc.cl

High levels of heavy metals, like copper. could have a significant effect on the structure of microbial
communities. The more common efTect is the decrease in the number of taxa (richness) and variations in their
relative abundance (diversity). In marine environments of northern Chile, copper pollution has had a strong efTect
on sessile rocky intertidal macro-organisms, mainly decreasing the number of taxa, and facilitating the dominance
by two algal species. Ulva compressa and Seviosiphon lomentaria. However. no data are available on the effect
this copper enrichment has had on the local microbial communities. Using culture-independents approaches (T-
RFLP and ARDRA) we examined the microbial component of the system. focussing on the Bacteria domain, and
more deeply. analyzing the Cvanobacteria group. Our results show that samples from copper-exposed sites
displayed different laxa compared with control sites, but the actual richness values unaffected. In contrast.
exposure to copper resulted in an decrease in cvanobacterial richness. Essentially the same T-RFLP and ARDRA
profiles were detected in the two different copper-exposed siles analvzed. for both the Bacteria and cyvanobacterial
Lroups

This work was supported by FONDAP 1501001-1 (CASEB, Program 7). De la lglesia, R. is a MECESUP
fellowship recipient.

74.- EFECTO DEL FUEGO SOBRE LAS COMUNIDADES FUNGICAS DE SUELOS DEL PARQUE
NACIONAL TOLHUACA — CHILE. {Fire efTect on the soil fungal communities of the National Park Tolhuaca
- Chile.).

Martinez, 0.": Valenzuela, E.'; Godoy, E.” & Paulino, L.". 'Instituto de Microbiologia, Instituto de Botinica.
Fac. de Ciencias. Universidad Austral de Chile. Casilla 167. Valdivia. oscarmartinezia@uach.cl

Los incendios forestales, producen cambios en la flora, propiedades fisico-guimicas del suelo v en las
comunidades fungicas, alterando la estabilidad del ecosistema hoscoso. Se realizo un estudio en bosques de
Arawcarta-Nothofagus, Parque Nacional Tolhuaca. afectados por un incendio el afio 2002, El objetivo fue
determinar el efecto del fuego sobre las comunidades fiingicas y propiedades quimicas del suelo, Se establecieron
3 parcelas. dos alectadas por el fuego (P1y P2) v un control (PC). Se recolectaron muestras de suelo (0-20 em, de
profundidad) que fueron procesadas por el método de las diluciones ¥ sembradas en agar extracto malta al 2%,
Las cepas aisladas se identificaron por la taxonomia clasica. Los analisis quimicos (N, C, C:N v pH) se realizaron
de acuerdo a la metodologia tradicional. La parcela PC presento una mayor relacion C:N (25,97) v poblacion
fungica (2x10° propagulos g suclo seco). La PI y P2 presentaron una relacion C:N (22.31) v poblaciones de
6x10" ¥ 6x10" prop. g’ ss. respectivamente. Independiente de la parcela predominaron las especies
pertenecientes a los géneros Penicillivm, Morsierella v Trichoderma,

Financiado por Provecto Bilateral Cooperacion Cientifica y Tecnologica Universidad Austral de Chile-
Universidad de Gent. Bélgica.
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75.- PRESENCIA DE BACILOS UREACLASTICOS EN SUELO RIZOSFERICO DE PLANTAS EN UN
TRANQUE DE RELAVE Y SU INTERACCION CON NEMATODOS DE VIDA LIBRE

(Presence of ureaclastic bacilli in rhizosphere soil of plants in a mining waste facility and their interaction with
free living nematodes)

Campano M. S.. Montenegro .. Robeson J.. Laboratorio de Interacciones Microbianas. Instituto de Biologia. ,
Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso. jrobesoniauey.cl

Las bacterias ureaclasticas capaces de catalizar la precipitacion de caleita y/o producir polimeros desempeifiarian
una luncion relevante en la microestructuracion del suelo en la rizoslera contribuyendo al asentamiento de plantas.
Por otra parte. dichas bacterias podrian ser dispersadas por nematodos de vida libre potenciandose asi su
actividad. En este contexto, pensamos que bacterias con propiedades aglomerantes deberian estar presentes en el
suelo rizosférico en formacion, de plantas usadas en la rehabilitacion de suelos de relaves. por lo que se procedio a
su enriquecimiento ¥ aislamiento.

Se tomaron 19 muestras de suelo asociadas a la rizosfera de plantas insertas en un tranque de relave. Se realizo un
enriquecimiento de dichas muestras a 80°C durante 10 minutos v se obtuvieron colonias en placas de Agar L con
20% de urea incubadas a 25°C durante 48 horas. EI 95% de las placas evidenciaron crecimiento de variados tipos
coloniales v en el 50% de ellas el nimero superd las 107 colonias por placa. A partir de estos resultados se
seleccionaron aquellas colonias que presentaban un morfotipo distintivo: didmetro de 3 mm o superior y aspecto
cremoso opaco. Dichas caracteristicas resultaron ser compartidas por 6 cepas { BU-1. BU-2. BU-3, BU-8, BU-11.
BL-121. las cuales se caracterizan por ser bacilos Gram positivos. aerobios. esporulados que crecen en forma
expansiva en Agar LB. Son ureasa positivos en Agar de Christensen v forman un precipitado visible cuando
crecen en presencia de CaCly v NallCOs. Su crecimiento en forma de biopelicula es estimulado en presencia de
sacarosa. Finalmente en su interaccion con nemdtodos de la familia Rhabditidae. las cepas BU ensayadas en
placas de Agar NG estimulan la reproduccion nematologica alcanzandose niveles poblacionales de alrededor de
10" nem‘placa, con un indculo inicial de S0 nemiplaca, después de 6 dias de incubacion a 25°C. Por ofra parte se
aprecio una dispersion de las bacterias en toda la superficie de la placa (diametro. 90 mm) de agar NG.

Dadas las propiedades de las cepas obtenidas s¢ podria proyectar su utilizacion en experiencias de estructuracion y
estabilizacion de suelos.

e Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso

e Provecto DI 2027042004

e Provecto FONDEF DOOLT101

76.- EVALUACION DE LA DIVERSIDAD MICROBIANA EN LA ZONA DE MINIMO OXIGENO
(ZMO) FRENTE A LA COSTA DE IQUIQUE, CHILE, MEDIANTE EL METODO DE
ELECTROFORESIS EN GRADIENTE DENATURANTE (DGGE). Evaluation of microhial diversity in the
oxygen minimum zone (OMZ) off Iquigue. Chile. by denaturing gradient gel electrophoresis technique (DGGE).
Fuentes, K. ", Ulloa,0. """, Urrutia, H.", Soza, K"
{1} Departamento de Oceanografia. Universidad de Concepeion (2) Programa Regional de Oceanografia Fisica y
Clima {3} Centro de Oceanografia Pacifico Sur-Oriental (COPAS). Universidad de Concepcion (4) Departamento
de Microbiologia. Universidad de Concepeion katlentiwudec ¢l
Se ha determinado que el bacterioplancton corresponde a una fraccion significativa de la biomasa de los océanos
mundiales, y juega un importante rol en la dindmica de éstos. La diversidad de la comunidad bacteroplanctonica
es un reflejo indirecto de los procesos hiogeoquimicos gue estan presentes en la columna de agua. De esta manera
seria esperable que la comunidad bacteriana asociada a la zona de minimo oxigeno [rente a la costa de Iquique sea
diferente a la comunidad bacteriana oxica. Se utilizaron herramientas moleculares con el fin de caracterizar la
diversidad existente en la zona de minimo oxigeno {ZMO) en el norte de Chile. Para esto se colectaron muestras
de agua a distintas profundidades (10, 82, 100, 200. 304, 400 m) frente a las costas de Iquique durante el crucero
Oceanogrifico (CHUPS) realizado en Marzo del 2003. Mediante un C'TDO se realizaron perfiles de temperatura
oxigeno, salinidad v fluorescencia en la columna de agua. Las muesiras de agua tomadas fueron utilizadas para
realizar analisis de citometria de flujo. extraccion de ADN, amplificacion PCR del gen 16S del ADNr y su region
hipervariable v3, v electroforesis en gradiente denaturante (DGGE).Se-utilizaron los datos de intensidad de banda
como equivalente a la abundancia bacteriana. para obtener indices de diversidad de la zona y también datos de
presencia y ausencia para realizar un analisis de cluster. El analisis de DGGE mostro la presencia de |12 bandas
distinguibles en los patrones de separacion, los cuales son derivados de diferentes filotipos que componen la
comunidad bacteriana. Dentro de la ZMO. las muestras que presentaron los mayores valores en los indices de
diversidad Tueron las tomadas a 200 v 300m ie. en ¢l nicleo de la /MO, las demas profundidades mostraron
indices de diversidad mas bajos, Los resultados obtenidos demostraron que esta téenica podria contribuir a nuestro
entendimiento de la diversidad filogenética de poblaciones microhianas aun no caracterizadas.
Proyecto Fondap Copas N*1S0100007

100



77.- DETECCION MOLECULAR DE BACTERIAS BIOMINERAS

Ehrenfeld N.. Pacheco L., Parada P.

Laboratorio Referencia para la Biomineria (BRL) de BioSigma. Gral. San Martin 16,500, Loteo Los libertadores
#1106, Colina. Santiago, Chile,

Ling de los objetivos de nuestra empresa es crear biotecnologias para la mineria, especialmente para la
explotacion comercial de los vastos recursos de baja ley de Chile que hoy no son econdmicamente explotables.

El tema de la deteccion, cuantificacion v control de las poblaciones microbianas a usar en los procesos de
biolixiviacion es un aspecto fundamental y lo hemos abordado desde un punto de vista molecular. Se ha avanzado
en la caracterizacion de cepas a través de una bateria de herramientas moleculares basadas en “huella digital
molecular”™.  Dentro de esta huella digital hemos implementado el anilisis del patron de restriccion de los
fragmentos de 16S rDNA amplificados', amplificacién por PCR de la region espaciadora interna entre los genes
del 168 v 238 rRNA (ISR)". amplificacion con “primers” especificos como el “random amplified polymorphic
DNA{RAPI) v “repetitive-sequence-based PCR™ (Rep-PCR ).

In este trabajo se presentarin los ensayos de huella digital que en su conjunto nos permiticron identificar
una nueva cepa bacteriana que se caraclerizo en érminos de actividad biolixiviante ¥ en términos moleculares y
que se encuentra en vias de patentamiento.  Estos ensavos estan siendo respaldados por el secuenciamiento v la
anotacion de esta bacteria del tipo mesafila. encontrandose diferencias a nivel genomico con otras bacterias de
coleccion de la misma especie.

I. Selenska-Pobell S, Evguenieva-Hackenberg I, Radeva (. Squartini A. “Characterization of Rhizobium
‘hedysari' by RFLP analysis of PCR amplified rDNA and by genomic PCR fingerprinting.” | Appl Bacteriol. 1996
May:B0H5):517-28.

2. Gonzilez N.. Romero 1, Espejo RT. Comprehensive detection of bacterial populations by PCR amplification of
the 168-23S rRNA spacer region. 1. Microbiol. Methods 2003 55: 91-97.

3 Selenska-Pobell S, Otto AL Kutschke S, Identification and discrimination of thiobacilli using ARDREA. RAPD
and rep-APD. J Appl Micrabiol 1998, 84: 1085-1091 .
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78.- IMPLICANCIAS DEL GEN MGTC EN LA VIRULENCIA DE Salmonella enterica serovar typhi

Retamal', P. Tesser B.', Castillo D.". Fuentes, 1. v Mora, ',

I. Laboratorio de Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia Universidad Catolica de Chile.
Email: prretamaia@puc.cl.

Fundamento: En S. emterica existen al menos S regiones del DNA relacionadas a patogenicidad. conocidas como
istas de patogenicidad (SP1). Una de estas islas. SP1-3. contiene al menos 10 secuencias codificantes entre las que
s¢ encuentra mgfC. Experimentalmente se ha determinado que este gen es requerido por Salmonella enterica
serovar Tyvphimurium (S. Typhimurium) para la supervivencia al interior del macrofago, virulencia en el raton v
crecimiento en medios de cultivo con baja concentracion de Mg . Sin embargo. no se conoce el papel que cumple
mgiC" en otros serovares del género Saltmonella. E) objetivo de este trabajo es determinar la imporiancia de mgiC
en la virulencia de S enterica serovar Typhi (5. Typhi).

Métodos: Se utilizo la cepa STH2370 de § Typhi, aislada desde un caso clinico en nuestro pais. Se genero la
mutante mgi”~  a través del método de intercambio alélico descrito por Datsenko y Wanner (2000, PNAS.
97:6640). Se determind la curva de crecimiento de las cepa silvestre y mutante en medios minimo M9 con dos
concentraciones de Mg” (10uM y 10 mM). Se realizé un ensayo de proteccian a gentamicina utilizando la linea
celular epitelial humana HEp-2. Después de un periodo de infeccion de | hora (MOI=100), se incubé el cultivo
con gentamicina (200 mg/ml) por 2 horas para evaluar la capacidad de invasion de las bacterias. y luego por otras
21 horas {gentamicina 500 mg/ml} para determinar su capacidad de proliferacion al interior de las células
epiteliales. Las CFU se determinaron en placas con medio agar [.B.

Resultados: A bajas concentraciones de Mg™ (10pM) en medio minimo, la mutante mgr¢™ desarrolla un menor
crecimiento que la cepa silvestre (0D de 0.27 v 0,58 respectivamente, a las 48 hrs.). En cambio, en altas
concentraciones de Mg® (10 mM) no se aprecian diferencias entre ambas cepas (ODy, de 1.1). En el ensayo de
proteccion a gentamicina con células HIEp-2 la cepa mer/C presenta un fenotipo de atenuacion, ya que tanto en la
invasion como en la proliferacion se obtiene un menor recuento de CFU, en al menos un orden de magnitud,
respecto de las CFU obtenidas con la cepa silvestre. Conclusion: en las condiciones experimentales utilizadas, el
gen met cumple una funcion importante en la viralencia de S0 Typhi. participando en ¢l crecimiento a bajas
concentraciones de Mg™' v durante la invasion v proliferacion en c¢élulas epiteliales humanas.

Financiamiento: Proyecto FONDECY T 1020485,

79.- EFECTO DE LA INFECCION POR Neisseria gonorrhocae SOBRE UNIONES ADHERENTES EN
CELULAS EPITELIALES DE LA TROMPA DE FALLOPIO. Effect of Neisseria gonorrhocae infection on
the adherens junctions of epithelial cells from the Fallopian tube. Maisey K, Reves PA. Valdés D, Tmarai M.
Laboratorio de Inmunologia. Departamento de Biologia, Facultad de Quimica v Biologia, Universidad de
Santiago de Chile. kmaisevia@usach.cl

Estudios previos en células intestinales T84 muestran que Neisseria gonorrhoeae es capaz de atravesar
una monocapa polarizada sin afectar la integridad de la barrera epitelial. En este estudio, reevaluamos el efecto del
gonococo sobre la estructura epitelial en células del tracto reproductor femenino, utilizando cultivos primarios
polarizados de ¢élulas epiteliales de trompa de Fallopio. La naturaleza epitelial del cultivo primario se confirmo
detectando la expresion de citokeratina 18 y vimentina mediante inmunocitoquimica, v su polarizacion mediante
la deteccion de Zonula Occludens (Z0)-1. occluding, E-cadherina v la formacion de placas corticales de actina,
mediante inmunolluorescencia. Cultivos primarios se inlectaron sobre 4 horas con diferentes variantes de N
gonorrhoeae (pili-, pilic. Opa-. Opat) vy se evaluo el efecto sobre la morfologia v estructura de las uniones
celulares (uniones estrechas v adherentes). El anilisis mediante microscopia confocal muestra que ninguna de las
variantes es capaz de alterar la distribucion celular de ZO-1 v Occludina. Sin embargo, la variante Opat produce
cambios significativos en la disposicion de E-Cadherina, la que pierde su distribucion basolateral v se localiza en
el citoplasma. Se observaron ademas ligeros cambios en la disposicion de la placa cortical de actina. Estos
resultados sugieren Nedsseria gonorrioeae deseslabiliza las uniones adherentes en células epiteliales de trompa de
Fallopio al disociar Ia estructura cadherina-actina.
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80 - 3-CHLOROBENZOATE DEGRADATION IS MODULATED BY CHROMOSOMAL LysR FAMILY
REGULATORS IN Rafstonia entropha JMP134(pJP4) (La degradacion de 3-clorobenzoato es modulada por
reguladores cromosomales de la familia LysR en Rafstonia cutropha JIMP134(pJP4)).

Pérez-Bollweg, H.. Trefaull. N.. & B. Gonzalez. l.ab. Microbiol. Dep. Gen. Molec, and Microbiol. Fac. de
Ciencias Biologicas and Millennium Institute for Fundamental and Applied Biology. P. U. Catolica de Chile.
Santiago, Chile. haidiperia'yahoo.com

Ralstonia eutropha IMP134(pJP4) is a gram-negative soil bacterium displaying a wide catabolic versatility that
enables it to use several aromatic pollutants, like the herbicide 2.4-dichlorophenoxyacetic acid (2.4-D), and 3-
chlorobenzoate (3-CB). as sole carbon and energy sources. 3-CB catabolism is carried out by the chromosomally
encoded enzymes BenABC and BenD. and a chlorocatechol degrading ortho ring cleavage pathway encoded by
the tfdf genes in plasmid pJP4. TRR'S regulates the expression of the ¢/d genes. but little is known about the
regulation of the chromosomally-encoded steps, and‘or the influence of other LysR-family regulators on 3-CB
degradation. Since CatR. the LysR-family regulator of the non-chlorinated catechol pathway. is similar in genetic.
functional and evolutionary aspects to its chlorocatechol pathway counterpart, we postulated that the former plays
a role in modulating the expression of the 3-CB degradation pathway. To test this idea, genes encoding CatR-like
regulators were first identified in the genome of R. eutropha IMP134(pIP4). Two putative genes were found.
catR 1 and catR2. and cloned in vector pBBRIMCS-2. The resulting plasmids were introduced into R entropha
IMP134(pJP4). in order to obtain strains with a higher copy number of the regulatory genes. Additionally, mutant
strains were obtained for both carR genes by a double recombination strategy. Growth on 3-CB was tested fof all
strains. and degradation of this compound was monitored by HPLC in benzoate grown cultures induced with
henzoate, 2.4D, or 3-CB. The increase in copy number of the cafR{ or catR2 genes improved growth on 3-CB,
while the absence of catR2 decreased growth in benzoate and 3-CB. and also diminished benzoate degradation.
Additionally, vellow coloring of benzoate grown cultures indicated channeling of this substrate through a mera
ring cleavage pathway. We concluded that regulators CatR1 and CatR2. increase degradation of 3-CB and, 1o a
lesser extent. 2.4-D. in strain JMP134, suggesting a cross-regulation between catechol and cholocatechol
pathways in R. eutropha JIMP134, This work was financed by FONDECYT 1030493, and the Millennium
Institute for Fundamental and Applied Biology. N.T. is a MECESUP Ph.D fellow.

81- TRANSPORTER MEDIATED UPTAKE OF 3-CHLOROBENZOIC ACID IN Ralstonia
cutropha JMP134 (Incorporacion del acido 3-clorobenzoico en Ralstonia ewsropha IMP134 mediada por un
sistema de transporte. )

Ledger, T.. Flores-Aceituno. F. . & B. Gonzilez |- Lab. Microbiol. Dep. Gen. Molec. and Microbiol. Fac. de
Ciencias Biologicas and Millennium Institute for Fundamental and Applied Bielogy. P. U. Catélica de Chile.
Santiago, Chile. tledgeri@bio.puc.cl

Environmental bacteria play an important role in the degradation ol potentially 1oxic pollutants, some of them
being capable of using these pollutants as a sole carbon and energy source. K. cutropia JIMP134 (plP4) has been
extensively studied because of its ability to degrade the herbicide 2 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and 3-
chlorobenzoate (3-CB). using enzymes encoded by the ¢d genes in plasmid pJP4. Since chlorobenzoates are not
readily permeable through biological membranes at physiological phl. the presence of a transport system involved
in 3-CB uptake by R eutropha was investigated. Uptake experiments using ring "(C-labeled 3-CB were performed
in strain JMP134 cells either grown directly on 3-CB. or grown on fructose and induced in the presence of this
chlorobenzoate, 3-("'C)CB was taken up by the strain at a rate of 1.1 nmoles/{(min x mg of protein) when cells
were grown on 3-CB or induced with this compound. but no uptake was observed when strain IMP134 was
grown on fructose. This observation excludes the possibility that the measured rate is produced by simple
adsorption of the labeled substrate or its passive diffusion across the cellular membrane. Rates of uptake measured
at different substrate concentrations exhibit a saturation kinetics, with an apparent Vmax of 3.54 nmols/(min x mg
of protein} and an apparent Km of 27.6 pM of 3-CB, which are similar to values reported for aromatic transport
systems in other strains. Competitor assays were also performed using benzoate and some chloro and methyl
substituted aromatic compounds to determine a substrate profile for the putative transporter(s). The results of this
work indicate that R eurropha IMP134 expresses at least one transport system able to move 3-CB across the
cyvtoplasmic membrane, the expression of which is induced by 3-CB. or an intermediate of its degradation. This is,
to the best of our knowledge. the first evidence for a transport system governing the bacterial uptake of 3-CB.

This wark was financed by FONDECY T 1030493, the Millennium Institute for Fundamental and Applied and
Biology. and a collaborative grant CONICY T-Chile/BMBF-Germany. T.L. is a DIPUC PhD fellow.
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82.- Salmonella enterica serovar aphi PRESENTA UN FENOTIPO HEMOLITICO CUANDO PIERDE LA
INTEGRIDAD DE ﬁff.“'ﬂﬂ"f\"“ fSﬂII']N)I]C"ﬂ ?:l‘ph; ;!}‘,q"pfu_]‘,\' ) -Jh'nf”f_l"”i'ﬁf?(‘ﬂfl{'ﬁ'ﬂ[’ wihen it loses nfr[; membrane
inlegring

Fuentes, J., Castro, D.. Retamal, P, Castillo, M. v Mora, G. Laboratorio de Microbiologia. Pontificia Universidad
Catolica de Chile, jafuentei@puc.cl

Salmoncila Typhi. el agente causal de la fiebre tifoidea. es considerado como un patogeno no hemolitico. No
obstante. nuestro laboratorio fue ¢l primero en demostrar que la cepa de S Typhi Ty2la es hemaolitica en
condiciones de crecimiento estandar de laboratorio. En un estudio posterior se reporto que el determinante de este
fenotipo en Tx2la es la hemolisina HIvE. descrita por primera vez en £ cofi K12, Se ha reportado que esta
hemolisina se acumula en el periplasma y es exportada por la produccion de vesiculas de membrana externa en E.
coli. Las secuencias disponibles en las bases de datos permitieron identificar la presencia de hivE en 8§ Typhi
CTI8 v Ty2. por lo que nos propusimos averiguar si una alteracion en la membrana externa puede liberar a la
hemolisina y generar ¢l fenotipo hemolitico en agar sangre. Encontramos que las 30 cepas clinicas chilenas
probadas de S Typhi v S0 Typhi Ty2 silvestres presentan hemdlisis cuando son lisadas por los fagos dVill. oFO y
fagos silvestres aislados desde el rio Mapocho. Ademas. también se vio hemélisis cuando las bacterias fueron
enfrentadas al antibiotico ampicilina, ¢l cual debilita la pared celular bacteriana comprometiendo la integridad de
membrana, ¥ no asi con kanamicina. cloranfenicol ni tetraciclina. los cuales actiian por otros mecanismos. La cepa
clinica chilena S Typhi STH2370 v S Typhi Ty2 mutantes en la proteina OmpA. la cual cjerce un papel
estructural estabilizador de la membrana externa, también son hemoliticas incluso en ausencia de los tratamientos
descrilos anteriormente. Finalmente, observamos que S Tvphi STH2370 ABGE y S. Typhi ARlvE no presentan
hemolisis en ninguno de los casos ya expuestos. confirmando que es este gen el determinante de la hemalisis en S,
Typhi.

Con estos resultados podemos concluir que AlvE se expresa y es completamente funcional, por lo que éste podria
actuar como un determinante de virulencia en S. Typhi.

83.- Salmonella enterica sv Typhi AL INTERIOR DE LA AMEBA Acanthamoeha castellanii  SE
ENCUENTRA PROTEGIDA DEL ESTRES ACIDO

(Salmonella enterica sv typhi within the amoeba Acanthamoeba castellanii is protected from acid stress)

Tesser B, Lagos (.. Mora G. )

Fundamento: Safmonella enterica serovar Typhi (S aophliy es una bacteria Gram (-), la cual produce la ficbre
titoidea en el ser humano. Para que la infeccion ocurra la bacteria, una vez ingerida ya sea en agua o alimentos
contaminados. debe llegar a su blanco: las células M del intestino. Paradojalmente nuestros estudios han
demostrado que Saphi es una bacteria particularmente sensible al estrés acido, luego ;como se explica que
Sctyphi pueda atravezar la barrera acida del estomago antes de Ilegar al intesting”. Por otro lado hemos observado
que Soyph es capaz de sobrevivir al interior de protozoos ambientales, otros autores han concluido que la
asociacion de bacterias v protozoos es hastanle comun y prolege a las bacterias de agentes 10xicos ambientales,
por lo tanto nuestra hipotesis es que S.typhi se protege del efecto bactericida de la acidez estomacal al hallarse
dentro de protozoos. Métodos: se transforma la cepa clinica STH 2370 con un plasmidio que codifica para la
proteina verde fluorescente de degworic fluorescens {GIP) y se cocultive esta bacteria con la ameba
Acanthamoeha casteflanii (nuestro modelo de protozoo ambiental) en un buffer a pH neutro, luego de cuatro
horas de incubacion se redujo el pH del medio a 3.5 y se continué la incubacion por otras 72 horas. A partir de las
16 horas de exposicion al acido se determing la sobrevida bacteriana ¥ por microscopia de epifluorescencia, se
determing la ubicacion de las bacterias vivas en el cultivo. Resultados: Después de 16 horas en ambiente acido se
recuperaron bacterias viables desde los cultivos que incluian ameba. Al observar al microscopio se determind que
la fluorescencia persistia solo en aquellas bacterias que estaban asociadas a estos protozoos. Conclusiones: La
cepa de S oyphi STH 2370 puede protegerse del estrés acido al hallarse al interior de A casteflanii. y ésta podria
ser la clave de la adquisicion de la bacteria por ¢l Ser Humano, pues la bacteria podria estar utilizando protozoos
como medio de transporte para atravezar la barrera acida del estomago. Financiamiento: Fondecyt N® 10202483,

Bruno Tesser es becario DIPUC
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84.- CARACTERIZACION DE LA ISLA 22 “ANTIGENO O ACILTRANSFERASA™ EN Salmonella
nyphi(Characterization Of Island 22 “O-Antigen Acyltransferase™ in Salmonella nyphi)
Bustos Py Mara G.

L.as bacterias Gram negativas, poseen una capa adicional en su pared que esta compuesta del
lipopolisacarido([.PS).La estructura del lipopolisacarido consta de tres porciones: el lipido A, el nacleo
oligosacaridoi OS) v el antigeno O, El antigeno O de Salmonella serovar Typhimurium{S.fvphimurimn). consiste
de un tetrasacarido compuesto de galactosa. ramnosa, manosa y abecuosa, este ultimo unido a manosa. en el caso
de Salmonella vphi(S, fyphi) el trisacarido es el mismo, cambia el azicar unido a manosa que es tyvelosa. La
modificacion de abecuosa por un grupo acetilo en S, fupdiimurium. conliere un cambio del serotipo O4 al O5. En
el caso de S.nphi no se sabe nada de alguna modificacion de la tyvelosa o uno de los azucares que componen el
trisacirido Por otro lado, existen genes que se ubican en regiones del genoma denominadas islas de patogenicidad,
gracias a la disponibilidad de las secuencias genomicas completas en internet. . hemos podido localizar las
regiones del genoma de Salmonella typhi, que pucden dar cuenta de caracteristicas v funciones propias de este
microorganismo. La isla 22 también llamada antigeno O-acillransferasa, contiene genes que estan implicados en la
maodificacian del antigeno O de S.phi, a través de grupos de azicar como de acetilos, Se ha demostrado a través
de bioinformatica que esta region no es exclusiva de S, typhi, va que tiene homologias con otros serovares con
excepcion de S.tvphimurium. El marco de lectura mas relevante presente en esta isla es el de la aciltransferasa,
que contiene un motivo conservado v homologo al gen oalA v whpC encontrados en S.tvphimurium(LT2) p
Psendomona aeruginosa(PAOT) respectivamente. cuva funcion es acetilar uno de los azicares que componen el
antigeno O. Es de importancia entonces saber si este gen realmente estd modificando el antigeno O. Se probo a
través de PCR v southernblot que la isla 22 esta presente en toda la coleccion STH(Salmonella Typhi Hospitalaria)
que existe en nuestro laboratorio. Luego se procedio a realizar cn la cepa Ty2 la mutagenesis del gen de la
aciltranferasa, de acuerdo al método descrito por Datsenko v Wanner(2000).

Posteriormente se realizd el analisis del LPS para la Ty2 silvestre ¥ mutante en la aciltransferasa, a través de
electroforesis en gel de poliacrilamida v tincion con plata. Al comparar la migracion de las bandas de LPS, en el
gel de poliacrilamida para Ty2 silvestre y mutante. se observa una leve diferencia de desplazamiento de las bandas
de la cepa silvestre con respecto a la mutante. Diferencia que se complementari con experimentos de adsorcion de
fagos a la cepa silvestre y mutante, Proyecto FONDECY T 1020485,

85.- LA DEMANDA DE HEMO REGULA LA EXPRESION DE LA GLUTAMIL-TRNA SINTETASA Y
GLUTAMIL-TRNA REDUCTASA DE Acidithiohacillus ferenavidans, {(Heme requirements regulate the
expression of glutamyHMRNA synthetase and glutamyI-IRNA reductase in A fervooxidans).

Nifiez H.. Armas M., Levican G. y Orellana O.

Programa de Biologia Celular v Molecular. ICBM. Facultad de Medicina. Universidad de Chile.

oorellan@med uchile cl

Fundamento: En cloroplastos, arqueas v la mayoria de las bacterias (incluido Acidithiobaciliuy ferrooxidans), la
hiosintesis de hemo ocurre por la via Cs El dcido é-amino levulinico (ALA). precursor universal de hemo se
sinfetiza a partir del glitamato-1-semialdehido (GSA). Este compuesto es generado por la glutamil-IRNA
reductasa (GluTR) utilizando como sustrato el glutamil-tRNA. A, ferrooxidns es una bacteria acidofila que puede
utilizar Fe'' o compuestos de azufre reducido como fuente de energia. La oxidacion de Fe' implica una alta
demanda por hemo. En este organismo existen dos GIURS (GIURS1, GIuRS2) y varios t(RNA®" sustrato de las
GluRS. La presencia de una GluTR indica que la sintesis de hemo ocurre por la via C«. De lo anterior surge la
siguente pregunta: ;Existe relacion entre la expresion de las GIuRS, Ja GIuTR ¥ la demanda de hemo?. Para
abordar estas preguntas se estudio la expresion de estas proteinas en diferentes condiciones de cultivo celular.
Métodos; Para determinar los niveles de expresion de la GIuRS1, GluRS2 y GIuTR se detectaron los RNA
mensajeros a través de RT-PCR v en el caso de la GIuTR se observa la expresion de proteinas mediante Western
blot. Los extractos celulares se obtuvieron de cultivos de A. ferroovidans en Fe | S" o Fe''/ALA) Resultados: Se
ha observado que tanto la transeripeion del gen de la GIuRS 1 y la GluTR aumenta cuando la fuente de energia es
Fe *. mientras que la de GIuRS2 no varia. Al cultivar las células en Fe' en presencia de d-aminolevulinico se
detecta una disminucion considerable de los niveles de GluTR. Conclusiones: Las variaciones en la expresion de
la GIuRS1T v la GluTR en células cultivadas en Fe son consistentes con los mayores requerimicntos de glutamil-
{RNA para suplir la demanda de hemo en estas condiciones. Financiamiento: Proyecto Fondecyt # 1020087,
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86.- ANALISIS ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LA REGION CARBOXILO DE FTSZ DE E. cofi
(Structure and Functional Analisys of the E.coli Fisz C-terminal Region)

Diaz, R., Garcés. A., Montecinos, ., Lagos, R., Monasterio, O. Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. rodiazei@hotmail.com

FIsZ es una proteina GTPasa que participa en el procesa de division celular de Excherichia coli, a través de la
formacion del anillo Z. Es capaz de polimerizar tanto in vivo come in vitro. A partir de la estructura cristalina de
FtsZ de Methanococcus fannashii. se modeld la estructura de FisZ de £ coli (Eclisz) y se identificaron dos
zonas, una region amino donde se une el nucledtido, ¥ la region carboxilo. menos caracterizada, que participa en
la interaccion longitudinal de los protofilamentos. Al hacer un alineamiento estructural de los modelos diméricos
de EcFisZ con GDP y GTP, se establecio que la zona entre los residuos 260-295 presenta una importante
variacion espacial. En particular. Phe275 y 11e294. presentan un valor de RMSD mavor a 3 A°, propio de un
cambio conformacional de esta zona, asociado a la hidrolisis del nucledtido. Adicionalmente, el analisis de “B-
factor™ sobre la estructura de FisZ. indica una alta flexibilidad de esta region. Por medio de mutagénesis sitio
dirigida. se construyé la mutante 1294W de EchisZ, v se caracterizd in vitro su polimerizacion y actividad
GTPisica. Esta mutante en diferentes condiciones experimentales no polimerizo v la actividad GTPasica se redujo
a un [5% respecto de EclFisZ silvestre. Estudios de complementacion i vive de la mutante, mostraron una
sobrevida de un 5% respecto de EcFisZ silvestre. Postulamos que el Trp294 introducido podria formar un puente
con la Phe275, a través de una interaccion  -aromatica. Por ¢sto, se construyé la mutante doble 1294W/F275A,
que revertio este electo, Los resultados en su conjunto, demuestran que la movilidad relativa entre la zona
carboxilo v amino terminal es importante para la funcionalidad tamo in vive como in vitro de FcFtsZ, Fsta
movilidad podria ser necesaria para el cambio conformacional inducido por la hidrolisis del nucleatido para pasar
de fa conformacion recta en estado GTP a fa conformacion curva en estado GDP.

Financiado por provecto FONDECYT 1000848,

87.- ANALISIS POR ELECTROFORESIS DE CAMPO PULSADO DEL GENOMA DE LA
CIANOBACTERIA PRODUCTORA DE SAXITOXINA Vindrospermapsis raciborskii C10 (Pulsed-field
gel electrophoresis analysis ol the genome of the saxitoxin producer cyvanobacteria Cvlindrospermopsis
raciborskia C1O,

Fuenzalida, L. Visquez M. Laboratorio de Bioteenologia, Instituto de Nutricion v Tecnologia de los Alimentos
{(INTA)-LL. de Chile. loretoffii@hotmail com '

El veneno paralizante de moluscos (VPM) causa grandes pérdidas economicas v problemas de salud en Chile v el
resto del mundo. Dineflagelados marinos y cianobacterias de agua dulce producen saxitoxina (STX). la mas
potente toxma del ¥PM. a partir de los mismos precursores, ésto hace suponer que en ambos organismos los
genes asociados a la sintesis de VPM son los mismos, Los genes y la ruta biosintética de STX se desconocen v los
organismos productores no estan bien descritos genéticamente. En este estudio se escogio como modelo para
estudiar la biosintesis de STX a la cianobacteria viindrospermopsis raciborskii (aislada en Sao Paulo, Brasil),
productora de VPM. Las cianobacterias poseen un genoma mas pequeiio y menos complejo que los dinoflagelados
v la aproximacion inicial consistio en hacer un anilisis de la complejidad de su genoma por electroforesis de
campo pulsado (PFGE). La cepa O raciborskii C10 no es axénico. por lo que se disefio un protocolo de lavados
para climinar las baclerias acompanantes. La estimacion del amafio gendmico se realizé mediante PFGE y
digestion con enzimas de restriccion de corte infrecuente como son Notl. con alto contenido G-C. v Miul, con
bajo contenido G-C. entre otras. La comparacion de fragmentos se realizo con S cerevisiae. S pombe y
concatémeros de Lambda. Se realizaron mas de IS electroforesis usando diferentes pulsos, tiempos de corrida,
tampones v tipos de agarosa. Los resullados muestran que ' raciborskii C10 tiene un cromosoma de
aproximadamente 2.1 Mpb, no tiene plasmidios y tiene un bajo contenido de GC. Este el primer estudio de este
tipa en un organismo productor de STX v permitira preparar librerias gendmicas de esta cianobacteria ¥ continuar
el andlisis génico con la perspectiva de determinar la ruta biosintética de STX.

Proy: DI- U1 de Chile-Iniciacion: Fundacion Andes C-13680/5: DI-11. de Chile CSMAR 02/5-2
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88 - IDENTIFICACION DE LEVADURAS CON FENOTIPO KILLER Y CARACTERIZACION DE
LOS ELEMENTOS GENETICOS IMPLICADOS. (ldentification of veast with a killer phenotype and
characterization of genetic elements implicated). Baeza M., Sanhueza M., Barahona 5., Carmona M.. Niklitschek
M.. Retamales P, Cifuentes V. Depto. Cs. Fcologicas. Facullad de Ciencias. Universidad de Chile.
mbaczaauchile cf

lLa capacidad de algunas levaduras para matar a otras levaduras de la misma especie o especies
relacionadas, es un fendmeno muy frecuente en aislados ambientales o de laboratorio, conocido como “sistema
killer”. En estas levaduras existen elementos genéticos extracromosomicos (plasmidios dsDNA o dsRNA) que
codifican para factores proteicos con actividad toxica v para la inmunidad correspondiente. Estos factores son
excretados al medio v su toxicidad depende. entre otros, del v pH del medio, presentando maveor actividad a pH
acido. En el presente trabajo se determing la existencia de un fenotipo killer (KK} en una coleccion de aislados de
levaduras (X dendrovhons, 8 cercvisioe. P. anomala) a distintos valores de pll. Para ello colonias de levaduras
fueron sembradas sobre un césped de la cepa AH22 de S cerevisiae (cepa sensible universal) y se incubo a 22 o
30 °C de acuerdo con la cepa analizada. Después de 48 a 96 h de incubacion se analizé la aparicion de un halo de
inhibicion de crecimiento, mdicativo de un fenotipo K . S¢ ensavo un wotal de 62 aislados de levaduras, de las
cuales mas del 90 %4 presentd un fenotipo K en ¢l rango de pH de 2.6-4.6. no observandose actividad a valores de
pH mayores a 5.0, Se aislaron los acidos nucleicos totales desde las cepas K' v se realizaron ensayos de digestion
con DNasal, RNasaH, Nucleasa S1 y RNasaA. esta ultima a alta v baja luerza ionica. De acuerdo con los
resultados de las digestiones en la mayoria de las cepas K los elementos genéticos asociados corresponden a
plasmidios dsRNA.
Universidad de Chile. Proyecto [-04/08-2.

89.- QUORUM SENSING EN Acidithiobacillns ferrooxidans: CARACTERIZACION FUNCIONAL DEL
GEN AFFEIl CODIFICANTE PARA UNA SINTETASA DE HOMOSERINA LACTONA FUNCIONAL.
(Quorum sensing in Acidithiobacillus ferrooxidans: characterization of the afel gene encoding for a functional
Homoserine lactone synthase). Alvaro Banderas', Carolina Farah'. 1. Mobarec', D. Morin’, D. Haras’, C. A.
Jerez', N. Guiliani'

" Laboratorio de Microbiologia Maolecular v Biotecnologia, Instituto Milenio CBB. Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. * Université de Bretagne-sud. Lorient. France.

La bacteria Gram-negativa extremolila  Acidithjobacillus  ferrooxidans  es  una  y-protecbacteria
quimiolitoautotrofica involucrada en la biolixiviacion de minerales de sulfuros metalicos. Diferentes estudios han
revelado la capacidad de A ferroovidans para desarrollar biopeliculas en lorno a sustratos energéticos solidos.
Para varias bacterias, el desarrollo de biopeliculas ha sido demostrado como dependiente de un sistema de quorum
sensing (S} funcional, en el cual. un autoinductor - quormona - del tipo N-acyl homoserina lactona (HSL) es
sintetizado por una proteina de la familia I (HSL sintefasa) v es detectado por un regulador transcripcional
perteneciente a la familia de las proteinas R de manera estrictamente dependiente de la densidad celular del
cultiva. El proposito de nuestro estudio es identificar la presencia de un sistema de QS funcional en A
ferrooxidans v enmender cuales son las funciones fisioldgicas que éste regula,

El analisis de la secuencia incompleta del genoma de la cepa ATCC 23270 de A, ferrooxidens realizado en
nuestro laboratorio ha revelado la presencia de dos marcos de lectura abierto, afed v afeR. codificantes para
proteinas que presentan altas similitudes con los miembros de las familias | v R, respectivamente. Mediante ¢l uso
de cromatografia liquida de fase reversa acoplada a espectrometria de masas se han extraido y caracterizado las
quormonas CI12-HSL y CI4-HSL desde sobrenadantes de cultivos ¥ oxo-C12-HSL y oxo-Cl14-HSIL. desde
biopeliculas de A. ferrooxidans. Paralelamente, experimentos de RT-PCR demostraron que el gen afe/ es
transcrito en A ferroovidans Basandonos en la estructura cristalogrifica de la proteina Lasl de
Pseudomonas aeruginosa hemos modelado la estructura de la proteina Afel. El andlisis de ésta revel6é que la
proteina Alel esta estructuralmente relacionada con miembros de la familia I que sintetizan HSLs con largas
cadenas acilo. Finalmente, estudios de expresion en £ cofi definitivamente demuestran que el gen afe/ codifica
por una sintetasa de Homaoserina lactona.

Financiado por; FONDECY TIMM0676. DID 1-02:4-2 v Fundacion Andes.
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90.- RESPUESTA AL ESTRES Y QUIMIOTAXIS DE BACTERIAS DEGRADADORAS DE
POLICLOROBIFENILOS (PCBS) DURANTE SU CRECIMIENTO EN BIFENILO Y
CLOROBIFENILOS. (Chemotaxis and stress responses of PCB-degrading bacteria during their growth in
hiphenyl and chlorobiphenyls). Chavez, F. P.. Gordillo, F. v Jerez. C. A. Laboralorio de Microbiologia Molecular
v Biotecnologia, Departamento de Biologia e Instituto Milenio CBB.. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.
cjereziuchile.cl.

Los policlorobifenilos (PCBs) son compuestos 10xicos de los mas persistentes en el medio ambiente. A pesar
que las vias de degradacion de los PCBs va se han caracterizado tanto a nivel genético como enzimatico, se
desconocen los ajustes fisiologicos en las bacterias cuando degradan estos contaminantes. Funciones tales como la
adhesion celular. la motilidad y la quimiotaxis son necesarias para la bacteria con el fin de buscar nuevos sustratos
en momentos de escasez de nutrientes.

Los polifosfatos inorganicos (PoliP), son biopolimeros que juegan un importante papel en la resistencia ante
condiciones desfavorables v en la regulacion de la motlidad, la formacion de biopeliculas y otros procesos
importantes para la bioremediacion bacteriana. Mediante 1éenicas de microscopia electronica de transmision
(TEM), de energia de dispersion de rayos X (EDAX) y de espectroscopia de pérdida de energia del electrén
(EELS). asi como de metodos enzimiticos, demostramos que lanto Psexdomonas sp. B4 como Burkhoideria
vercvorary LBAOO acumulan altos niveles de poliP durante su crecimiento en bifenilo v clorobifenilos (CBs)
como Gnicas fuentes de carbono. Ademis, observamos la induccion de la proteina general de estrés GroEl v la
aparicion de especies reactivas de oxigeno, probablemente como un ajuste fisioldgico al crecimiento en presencia
de estos compuestos, los cuales generan un estrés para la eélula (1),

También comparamos estas dos bacterias en términos de motilidad v respuestas quimiotacticas a diferentes
bifenilos v CBs. A pesar de su gran capacidad para degradar un amplio rango de PCBs, la bacteria modelo B
xenovorans LB40O no presenta motilidad. en cambio, la cepa movil Psendomaonas sp B4, presenté una respuesta
quimiotictica hacia estos contaminantes.

(1} Chavez FP, Liunsdort H, lerez CA_ (2004) Growth ol polychlorinated-biphenyl-degrading bacteria in the
presence of hiphenyl and chlorobiphenyls generates oxidative stress and massive accumulation of inorganic
polyphosphate. Appl Environ Microbiol. 70:3064-3072. Financiamiento: 1CM P99-031-F v Provecto de apoyo a
estudiantes de Postgrado UL de Chile (Concurso 2004),

91- ESTUDIO GENETICO MOLECULAR DEL GEN crE INVOLUCRADO EN LA RUTA DE
BIOSINTESIS DE ASTAXANTINA EN Xxantopindlomyees dendrorbous. {Molecular and genetic study of the
crtE gene involucrated in the astaxanthin biosynthesis pathway in Xamrophyllonmyees dendrorhous).
Niklitschek M., Barahona S., Alcaino 1., Retamales P.. Bacza M. y Cifuentes V. Dpto. Cs. Ecologicas, Facultad
de Ciencias, U, de Chile. mkmai@softhome.net.
Nanthophvllomyees dendrorkous es una levadura basidiomicete, que se encuentra como simbionte en drboles de
las regiones Irias de Alaska, Jlapon v Rusia. Tiene la capacidad de sintetizar pigmentos carotenoides en respuesta a
compuestos  antifingicos fotoactivables  producidos por el arbol.  Estudios genéticos de mutantes de
carotenogenesis indican la participacion de 5 genes estructurales (idi, crfE. ertYB. cril ¥ asr) que codifican las
enzimas necesarias para la conversion del isopentenil pirofosfato (IPP) a astaxantina. En nuestro laboratorio
hemos clonado el gen er/E que codifica para la enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa, que cataliza la adicion
de grupos prenilos al IPP, en un fragmento BamHI de 115 Kb v subclonado en un fragmento Dral-EcoRI de 3.3
Kb secuenciandolo completamente. En experimentos de hibridacion asociados al cariotipo electroforético se ubico
a este gen en la primera banda cromosdmica, El perfil de produccion de pigmentos carotenoides de una cepa
ertkE determinado por C18-HPLC. presento diferencias con respecto a la cepa silvestre. Ademas, mediante RT-
PCR hemos clonado v secuenciado el etE mRNA v la comparacion de su secuencia con la versién gendmica
permitio determinar la presencia de 6 exones v 5 intrones. Por otra parte, en el andlisis de cr(E mRNA a lo largo
de la curva de crecimiento no se observo variacion en sus niveles de expresion ni tampoco la aparicion de
mensajeros alternativos.
A diferencia de los genes ortl ¥ ortY B, en que su regulacion podria estar mediada por la sintesis de mensajeros
alternativos, este gen no presentaria este mecanismo de regulacion.
Financiamiento: Fondecyt N® 1040450
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92.- RESPUESTA DE Burkholderia xenovorans LB400 FRENTE A 23-DIHIDROXIBIFENILO (Response
of Burkholderia xenovorans LBA00 to 2 3-dihidroxibiphenyl}). Cordova M. v Seeger M. Laboratorio de
Microbiologia Melecular y Biotecnologia Ambiental, Departamento de Quimica, Universidad Técnica Federico
Santa Maria, Valparaiso. Chile. michael.seeger@usm.cl

Los policlorabifenilos ( PCBs) tienen origen antropogénico, son persistentes y se bicacumulan en la cadena tréfica.
Sin embargo. por mas de 75 afios se han empleado en la elaboracion de una amplia gama de productos industriales
¥ de consumo. generando focos de contaminacion a nivel mundial. Burkholderia xenovorans 1LB400 es capaz de
degradar un amplio rango de PCBs. No todos los PCBs son degradados completamente (1), produciéndose la
acumulacion de metabolitos intermediarios toxicos como el 2 3-dihidroxibifenilo (2.3-DHB). Se estudio la
respuesta de Burkholderia xenovorans 1.B400 frente a este metabolito intermediario. La cepa se crecio en medio
minimo M9 con glucosa v fue expuesta a distintas concentraciones de 2.3-DHB. Después de la primera hora de
exposicion lodas las concentraciones de 2.3-DHB analizadas producen una baja en el nimero de células. Se
observd que a medida que aumenta la concentracion de 2.3-DHB hay un efecto toxico mas marcado sobre la
viabilidad de la bacteria. Se estudid el efecto de la exposicitn a 2.3-DHB sobre ¢l proteoma de la cepa LB400
mediante la téenica de electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida. La cepa LB400 sufrio cambios en
su proteoma por la exposicion a 23-DHB. Se observd la induccién de al menos cinco proteinas en presencia de
2.3-DHB. La identificacion de estas proteinas es fundamental para determinar ¢l tipo de efecto que sufre
Burkholderia xenovorans LBA00O en presencia de 2.3-DHB. Este tipo de estudios permite conocer mejor la
fisinlogia de la bacteria, lo que permitira disefiar estrategias para mejorar la biodegradacion de los PCBs.

1. Seeger. M., Timmis, K., ¥ Hofer, B. 1997, Marine Chemistry. 58: 327~ 333,

Se agradece el financiamiento de los pravectos Fondecyt 1020221 v UISM 130122,

93- CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE DIFERENTES
DITERPENOS CON CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES SIMILARES.(Antibacterial activity
characterization of different structural related diterpenes),

Farias, L.', Urzia, A.", Wilkens. M." 'Laboratorio de Microbiologia Molecular. *Laboratorio de Quimica
Ecologica Facultad de Quimica ¥ Biologia, Universidad de Santiago de Chile.

leonardo loria yahoo.com

Las plantas producen una amplia variedad de metabolitos secundarios con actividad antibacteriana, pero se conoce
muy poco sobre su mecanismo de accion. En este sentido, un grupo de melabaolitos secundarios que ha adquirido
importancia es el de los terpenos, va que en los altimos afios se han descrito una serie de compuestos con
actividad antibacteriana perlenecientes a este grupo.

El objetivo de este estudio fue la caracterizacion de la actividad antibacteriana y del mecanismo de accion de los
diterpenos acido salvico v acido acetil silvico. ambos aislados desde la resina superficial de fa planta medicinal
chilena Eupatorium salvia. v de los diterpenos comerciales acido abidtico v esclareol. La concentracion minima
inhibitoria en medio solido v liquido de los 4 compuestos mostra que fueron activos solo contra bacterias Gram
positivo, siendo mas activos los compuestos dcido salvico v esclareol. El analisis del efecto de estos compuestos
sobre cultivos bacterianos mostrd que a bajas concentraciones (Spgml) presentan actividad bacteriostitica y a
concentraciones mayores actividad bactericida o bacteriolitica.

Finalmente, se determind el efecto de los diterpenos sobre ¢l consumo de oxigeno de bacterias Gram positivo y
de la bacteria Gram negativo E. coli. Los cuatro diterpenos inhibieron el consumo de oxigeno de las bacterias B.
cerens ¥y S. aurens a concentraciones iniciales de Spgiml, el 1Cq, vario entre 20 y 30ug/ml. Los resultados
demostraron que el acido salvico, dcido acetil salvico, dcido abiético v esclareol analizados presentan actividad
antibacteriana mediante un mecanismo que actiia come blequeador de la cadena transportadora de electrones.

Financiado por FONDECYT 1030466,
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94.- APLICACION DE MODELOS DE REGRESION LINEAL ¥ NO LINEAL PARA PREDECIR EL
CRECIMIENTO DE Vibrio alginolviiens EN CONDICIONES DE LABORATORIO. (Application of Lineal
and No Lineal Regression Models for Prediction of Growth of Vibrio alginolyticus Uinder Laboratory Conditions).
Cortes 1.' & E. Santander’
" Lab. Microbiologia. INDES. Universidad de Antofagasta; “Lab. Microbiologia, Depto. Cs del Mar, Universidad
Arturo Prat. ivaniacortesicchotmail.com
Una variedad de modelos de crecimiento se puede encontrar en la literatura. Estos en general se dividen en
lineales y no-lineales. Decidir que tipo de medelos emplear no corresponde a una situacion que este claramente
establecida, Asi, el objetivo del presente trabajo fue evaluar si los modelos de regresion no lineal son mejores en
cuanto a la prediccion del crecimiento de bacterias que un modelo de regresion lineal tipo 1. y si es asi. cudl seria
¢l mas consistente con los datos descritos.
Para someter a contrastacion lo anterior se ufilizd una cepa de Fibwio alginolyvticus aislada de una estacion en la
localidad de Bahia [quique {2071 1°S-T0708°W) el 10 de diciembre de 2002. Para el aislamiento se utilizaron las
técnicas estandares. Las cepas obtenidas fueron determinadas mediante el sistema AP] 20 NE. Los experimentos
fueron Hevados a cabo en triplicado ¥ a una temperatura de 14 "C. El crecimiento se midio a través de la densidad
optica en un espectrofotometro Nova 64 (Merk). 1.os datos fueron procesados en Excel. en donde se realizo un
analisis de regresion lineal simple tipo [ Ademas, los datos lueron ajustados a los modelos Gompertz (1821),
Logistico I Verhulst. 1838) v logistico 2 (Malthus, 17981, utilizando el Algoritmo Marquardt por medio del
programa STATGRAPHICS plus 2.1.
Los resultados del analisis de regresion lineal de tipo | mostraron un alto valor del coeficiente de determinacion (
0.841: p < 0.05), indicando la existencia de una alta asociacion entre la variable de respuesta (crecimiento) y la
vanable de prediccion (tiempo). Sin embargo, el analisis de los residuos mostro una clara tendencia sinusoidal.
Por otro lado, se obtuvo un buen ajuste entre los datos experimentales v los valores predichos por los modelos de
Gompertz, Logistico | y Logistico 2. El coeficiente de determinacion (r' ) para los modelos fue superior al 95%,
lo que estaria demostrando que estos tres modelos explicarian un alto porcentaje de la variabilidad de los datos
Asi los modelos de tipo no lineal se deben preferir sobre los modelos lineales para predecir el crecimiento de ésta
bacteria, ya que por su simplicidad matemitica ofrecen resultados claros, se pueden minimizar a un cierto nimero
de parametros relevantes.

95.- PURIFICACION DE FtsA DE £ coli Y CARACTERIZACION DE SU ACTIVIDAD ATPisica
( Purification and characterization of the A'TPase activity of £ eoli FtsA). Gallarde R., Lagos R. v Monasterio O.
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. rodrigogallardot@yahoo_com.

La division celular bacteriana requiere de la formacion del divisoma para la citoguinesis. El ensamblaje del
divisoma se inicia con la formacion del anillo Z (al polimerizar FIsZ) v la interaccion de ZipA v FtsA. La
interaccion de FIsA no ha sido caracterizada v se desconoce como contribuye al mecanismo de constriceion del
divisoma. Solo se sabe que la ausencia de ella genera un divisoma defectuoso y la consecuente filamentacion letal
de las células. FisA de £ cofi presenta similitud de secuencia con la superfamilia de actina’HspT70/hexoquinasa,
sin embargo su actividad ATPasica no ha sido demostrada v solo se ha observado en B subtifis. FtsA con 6
histidinas en su extremo amino- terminal se purifico a partir de la cepa VIP386 por cromatogralia de alinidad en
una columna de niguel, Esta preparacion (-~ 95% pura) tiende a agregarse. Determinamos que la presencia de
agentes reductores (DT y bisullite de sodio) v sacarosa 1.0 M disminuyen considerablemente la agregacion. A
dilerencia de la proteina agregada esta preparacion presenta actividad A'TPasica. Esta actividad se caracterizo por
medio de un sistema enzimatico acoplado de piruvato quinasa-lactato deshidrogenasa y midiendo directamente la
hidrolisis de y "P-ATP. La cinética de hidralisis de ATP mostré una conducta Michaeliana con una Km de 2.0 ¥
25 mM v una Vmix de 2.2 v 4.9 nanomoles de ATP hidrolizado/mL min. al medir con el sistema acoplado v en
forma directa. respectivamente. El andlisis de los componentes del sistema acoplado mostrd que piruvato mas
piruvato quinasa fueron los responsables del aumento de Km v Vmax al mantener ATP constante. Se observo que
FisA estabiliza los polimeros de FtsZ inducidos por GTP. Se discutira el efecto de FisZ sobre la actividad
ATPiasica de FisA.

Financiado por FONDECYT 1010848 v Universidad de Chile-CSIC.



96.- LA PRODUCCION DE MICROCINA E492 ACTIVA REQUIERE DE ENZIMAS IMPLICADAS EN
LA SINTESIS DE ENTEROQUELINA Y SALMOQUELINA. (The production of active microcin E492
requires enzymes involved in the synthesis of enterochelin and salmochelin}

Mercado G.. Marin M., Tello M. ¥ Lagos R. Laboratorio de Biologia Estructural v Molecular, Departamento de

Biologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. mg 907 | @hotmail.com

La microcina F492 (mecE492) es una bacteriocina producida por Kiebsiella pnewmoniae RYC492. Los genes
implicados en su produccion han sido clonados ¢n £ coli (pJEMIS) v entre cllos se encuentra el gen de
maduracion mceC Fste gen es homologo al gen iref de S. enterica, una glicosil transferasa putativa responsable
de la produccion de salmoquelina, un sideroforo relacionado a la  enteroguelina, Un plasmido  mutante por
transposicién en mee(’ (npl133). solo produce meck492 inactiva cuando se expresa en £ coli. Estudios previos
muestran una relacion entre el metabolismo de la enteroquelina y la produccion de mecE492, pues la
enteroguelina v sus productos de hidralisis son inhibidores de la actividad de esta bacteriocina v a su vez utilizan
los mismos receptores de membrana externa. Se transformo con pJEMI1S una cepa de £ coli (H5311) mutante en
entC, un gen necesario para la sintesis de enteroguelina. Esta cepa no produjo mecE492 activa, pero al cultivar las
células en presencia de 2.3-DHB. un precursor de la sintesis de enteroquelina posterior a fa accion de EniC. se
indujo la produccion de esta bacteriocina. Por otro lado. a diferencia de lo observado en £ codi la mutante npl33
produce mccE492 activa en S enterica. Para demostrar que la funcion de IroB remplaza a MceC. se clono por
PCR el gen iroB. v posteriormente se realizd la complementacion en £ coli. Se concluye que tanto MceC como
EntC son claves en la actividad bactericida de meck492 y que ademis IroB complementa la funcion de MceC,
relacionando estrechamente el sistema de produccion de meck492 activa con vias de produccion de sideroforos
de tipo catecol.

FONDECYT 1020757,

97.- FUNCION DE LOS DOMINIOS ESTRUCTURALES DE LA ENZIMA WhaP EN LA SINTESIS DE
ANTIGENO O EN Safmonelia enverica {Role of the dilferent structural domains of WhaP in O antigen
biosynthesis in Salmonella enlerica)

Saldias, S.', Bittner, M.'. Marolda. C1.°, Contreras, L' v Valvano, MA." 'Laboratorio de Microbiologia, Facultad
de Ciencias Quimicas ¥ Farmacéuticas. Universidad de Chile. * Department of Microbiology and Immunology,
University of Western Ontario. Canada.

El lipopolisacarido (LPS) es un importante factor de virulencia en la mayoria de las bacterias Gram-negativas.
Esta formado por €l lipido A, el oligosacarido core y ¢l antigeno O. El Lipido A-core y el antigeno O se sintetizan
mediante dos rutas independientes, luego son ensamblados y finalmente exportados hacia la membrana externa.
En este trabajo se realizo un estudio bioquimico-funcional de WhaP. enzima que cataliza la formacion del enlace
fosfodiéster entre galactosa-1-P y ¢l undecaprenol fosfato (Und-P). dando inicio a la sintesis de antigeno O en
Salmoneila. Se construyeron proteinas WhaP mutantes las que se utilizaron para ensayos de complementacion de
la sintesis del antigeno O de una cepa Awhal” ¥ para ensayos de actividad enzimatica in vitro, midiendo la
incorporacion de galactosa radiactiva al Und-P. Nuestros resultados indican que el dominio amino terminal de la
proteina WhaP es necesario para la correcta insercion de la enzima en la membrana plasmatica. Por su parte, el
dominio carboxilo terminal es el responsable de la actividad galactosiltransferasa y su expresion es suficiente para
la sintesis de un L.PS completo. Finalmente, el dominio periplasmitico. aunque no se requiere para la funcion de
la enzima in vivo, participa en la regulacion de la distribucion madal del antigeno O En conjunto, estos resultados
sugieren que Whal® es una enzima clave en la sintesis del antigeno O en Safmanella, no solo porque cataliza la
primera reaccion en la sintesis de este polimero, sino tambicn porque modularia la actividad de otras proteinas de
esta ruta biosintética como el regulador del largo de cadena Wzz y/o la polimerasa Wzy.

Financiamiento: CONICYT Beca de Doctorado, PG/108/02 y PG/92:2003 del Departamento de Postgrado ¥
Postitulo de la Universidad de Chile (SS), Beca CONICYT a Tesis Doctoral (MB).
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98.- DEGRADACION DE 2,4,6-TRICLOROFENOL Y SU RELACION CON EL. CONTENIDO DE
POLI-¥ -HIDROXIALCANOATO. (2.4 6-trichlorophenol degradation and its relationship with poly-&-
hydroxyalcanoate content)

Y. Schlosser v Martinez. M. Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad de
Conceperon, Casilla 160-C, Conecepeion, Chile E-mail: schlosseri@udec ¢l

La actividad wrbana e industrial libera al medio compuestos toxicos como 2. 4.6-riclorofenol (2.4.6-TCP), v
polimeros sintéticos derivados del petroleo. Se estudio, en Wautersia entropha IM134, Wautersia sp. PZK y
Burkholderia cepacea VZ'1 la capacidad para degradar 2.4,6-TCP en condiciones de inanicién, y su relacion con
la sintesis v utilizacion de poli-&J-hidroxialcanohato (PHA) como fuente de carbono endogeno. Las cepas se
inocularon en matraces con 100 ml de Medio Salino (MS) ¥ se mantuvieron durante 120h en inanicion v, luego, se
adiciond 2.4.6-TCF (20, 50, 100 6 150 pg'ml). Se evalud la degradacion del 2,4.6-TCF por espectrofotometria UV
{250-350 nm) ¥ se contaron las bacterias viables en agar R2A v se detectaron las células con PHA mediante
citometria de flujo.

Los resultados demuestran que en Wauntersia eutropha IM134 v Burkholderia cepacea VZ1 la inanicion no afecto
la capacidad degradativa ni la acumulacion de PHA. En cambio, en Wawtersia sp. PZK la degradacion de 2,4.6-
TCP disminuyo en un 50% después de 120 h de inanicion y el contenido de PHA no superd el 30% de las células.
Se sugicre la existencia de bacterias que requieren de fuentes enddgenas de carbono para la degradacion de

halofenoles.
Financiado por provecto DIUC N 202.036.020-1.0

99 - CAMBIOS DE LA COMUNIDAD MICROBIANA DE UNA PLANTA DE TRATAMIENTO DE
AGUAS SERVIDAS MEDIANTE LODOS ACTIVADOS. (Changes in microbial community of a wasterwater
treatment plant by activated sludge) Alfaro, M.": Cara, M."; Castillo, G.”; & Herrera, 1.°. 1 - Facultad de Ciencias
U, de Chile, 2.- Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas. U de Chile. mcarui@codon.ciencias, uchile.cl

Los problemas de operacion mas frecuentes asociados a la tecnologia de lodos activados se relacionan con la
produccion de espumas, costras y lodos abultadoes ("bulking™). Los factores que causan el "bulking” son diversos.
pero todos ellos se traducen en cambios en la composicion de la microbiota presente en los tanques de aireacion .

El proposito del trabajo fue determinar cambios en la estructura de la comunidad bacteriana de una planta de
tratamiento de aguas servidas durante un periodo de seis meses de operacion. El perfil comunitario se obtuvo
mediante un analisis de T-RFLP (terminal restriction fragment length polymorphism) derivados de una mezcla de
amplicones del gen ribosomal 165, La comparacion de los perfiles se realizé mediante un algoritmo de similitud y
agrupamiento mediante UPGMA.

Los resultados obtenidos indican que los cambios se debe 1anto a la presencia v ausencia de hiotipos como a
cambios relativos de sus abundancias. Entre los grupos bacterianos mas represeniativos se encuentran
Pseudomona, Nocardia, Comamona v Actinomicetes. Para controlar los episodios de bulking se recomienda el
agregado de agentes oxidantes. sin embargo nuestros resultados indican que este tratamiento no produce cambios
significativos en los perfiles de -RFLP.

Los cambios de la microbiota asociados con los parametros de operacion son un factor relevante para el
modelamiento matematice relacionado con el diseno v eficiente operacion de un sistema de lodos activados.

Financiamiento Proyecto FONDECYT 1040949



100.- DETECCION DE COMPUESTOS CLOROFENOLICOS EN RESIDUOS INDUSTRIALES
LIQUIDOS UTILIZANDO CEPAS MUTANTES DE £ cofi DmpR. (Chlorophenolic compounds detection in
industrial effluents by £. coli DmpR mutant strain ).

Campos ¥ (1), Mondaca MA (1), Zaror C (2}

(1)Departamento de Microbiclogia. Facultad de Ciencias Biologicas. (2}Depariamento de ingenieria Quimica,
Facultad de Ingenieria. Universidad de Concepcion. Casilla 160-C. veamposi@udec.cl

La actividad industrial genera una gran cantidad de compuestos. Las nuevas regulaciones exigen, ademas de
revertir el impacto negativo. implementar nuevas 1écnicas que permitan determinar en forma efectiva la presencia
de compuestos toxicos. El objetivo del trabajo fue detectar compuestos organoclorados presentes en diferentes
residuos industriales liquidos (RILES) utilizando cepas mutantes de £ coli DmpR, con capacidad de detectar
compuestos clorofenolicos mediante fa fusion transcripcional de un gen reportero ({facZ). bajo control de un
promotor (Pdmp) inducible por ¢l contaminante. La deteccion de compuestos fendlicos clorados se realizo
incubando un cultivo de las cepas mutantes DmpR, en presencia de diferentes tipos de RILES, durante 2 horas a
37°C. Como controles se incubaron las cepas mutantes con soluciones simples ¥y mezclas de los compuestos
fendlicos considerados prioritarios por la EPA. La capacidad de deteccion v cuantificacion de los compuestos
fendlicos clorados fue evaluada mediante ensavos de [J-galactosidasa. Las cepas ensayadas presentaron un rango
lineal de deteccion de compuestos clorofendlicos entre 0.2 uM v 75 uM en presencia de mezclas de compuestos.
Las cepas bacterianas presentaron un crecimiento estable y permitieron detectar y cuantificar compuestos
clorofendlicos presentes en los diferentes RILES en estudio. La concentracion de compuestos clorofenolicos en
los RILES variaron entre 1 v 17 uM. La concentracion se detecto en RILES de celulosa (17 uM) ¥ la menor en la
industria textil { luM). Los biosensores bacterianos presentan una alta sensibilidad lo que permite utilizarlos como
una alternativa a los analisis quimicos comunmente utilizados para compuestos organoclorados.

Financiado por provecto FONDECY T 1010881,

101 - BIOREMEDIATION OF HERBICIDE (2,4-D) TREATED SOILS WITH Ralstonia eutropha JMP134
IS ADVERSELY AFFECTED BY THE SOIL MICROBIOTA (Bioremediacion de suelos expuestos al
herbicida 2.4-D por la bacteria Ralstonia eutropha IMP134 ¢s afectada adversamente por la microbiota del suelo).
M. ManzanoB. Tesser, MC. Gazitua. AC. Mordn. and B. Gonzalez. lLaboratorio de Microbiologia.
Departamento de Genética Molecular y Microbiologia, and Center for Advanced Studies in Ecology and
Biodiversity. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia Universidad Catdlica de Chile. mmanzano@bio.puc.cl

2.4-D (2.4-dichlorophenoxyacetic acid) is a chloroaromatic herbicide that despite its known toxicity for
humans is widely used in soils. Ralstomia eutropha IMP134 (pJP4) is a beta-proteobacterium able to degrade 2.4-
D. and use it as sole carbon and energy source. The enzymes involved in this catabolic pathway are encoded by
the 1fd genes located in the conjugative plasmid pJP4. We wanted to study the bioremediation of soils treated with
2.4-D by addition of R eutropha IMP134. Microcosms were prepared with soils treated with 200 ppm of 2.4-D,
and iroculated or not with 10* CFU g of strain JMP134,  Afier 28 days of incubation, 40% of 2.4-D was
biologically degraded in non-inoculated microcosms. In the inoculated microcosms. the rate of 2.4-D degradation
slightly increased. However, the survival of strain JIMP134, as judged by the corresponding signal in T-RFLP
patterns, was very poor. The levels of (fdA gene. the gene encoding the first step in 2.4-D degradation, were also
undetectable. suggesting that significant horizontal transfer of piP4 did not take place in these microcosms. The
survival of R eutropha IMP134 (pJP4) showed an intermediate behavior as compared with Escherichia coli
DHSc (pIP4), which decreased more rapidly. or Psendomonas putida K12442 (plP4) which has a better
persistence in soils. suggesting that intrinsic factors control the survival of strains harboring p/P4. However. when
R entropha was introduced into irradiated soil microcosms. the strain persisted afler 28 days of incubation and
2.4-D was completely removed afier three days. Therefore, abiotic soil factors do not explain poor survival of R,
eutropha.  The pretreatment of soil with eyvcloheximide significantly improved the survival of this strain,
suggesting that the eukaryotic microbiota play a role in survival of this catabolic strain. In this context, ciliated
protozoa but not Iytic phages could be isolated from this soil after enrichment cultures with R, eutropha JIMP134.
The role of native <oil bacteria is being evaluated. These results strongly suggest that soil microbiota has adverse
effects on the survival of this catabolic strain during bioremediation procedures.

This work was supported by FONDAP-FONDECYT (grant 1501-0001, program 7), and by the ICA4-CT-
2002-10011 (ACCESS) Contract of the European Union



102.- RESPUESTA Y CARACTERIZACION DE LEVADURAS AMBIENTALES FRENTE A
METALES PESADOS. (Response and caracterization of environmental yeasts to heavy metals).

Lozano, C.. Ledn. R.; Retamales. P2 Niklitschek, M.: Barahona, S.: Wozniak. A.: Alcaino. ). Carmona. M.
Sepulveda. D.: Baeza, M. y Cifuentes. V. Laboratorio de Genética. Facuhtad de Ciencias, Universidad de Chile.
c.lozanoi@entelchile.net,

Durante las dltimas décadas. actividades humanas tales como la mineria. han contribuido a aumentar la
contaminacion por la liberacion de metales pesados, impactando negativamente a los ecosistemas. Debido a esto.
las investigaciones se han concentrado en el estudio de la captura microbiana de metales toxicos en ambientes
contaminados v la potencial utilizacion de los microorganismos en biorremediacion. Fn este estudio. se aislaron
levaduras de un ecosistema perturbado con cobre de origen antropico y de un ecosistema control que no presenta
esta perturbacion, ellas fueron sometidas a pruebas de tolerancia a metales pesados tales como cobre v cadmio. Se
observo que la mayoria de las levaduras aisladas de ambos ecosistemas pertenccen al género Crniprococcus,
presentando algunas de ellas caracteristicas de sensibilidad v/o tolerancia frente a estos metales, Al comparar las
levaduras de ambos ecosistemas se observo que las mayores diferencias corresponden a las respuestas con Cu .
donde fos aislados del ecosistema control son altamente sensibles respecto a las del ecosistema perturbado, con
algunas excepciones. Situacion distinta ocurre con Cd . donde las levaduras de ambos ecosistemas presentan alta
tolerancia a este metal. Paralelamente. la identificacion de las especies de levaduras se realizo mediante analisis
molecular. utilizando PCR y secuenciacion de las regiones no codificantes del rDNA correspondientes a los 1TS1
e ITS2 y el gen que codilica al RNA ribosémico 585, Con las secuencias obtenidas de cada levadura se
construyeron dendrogramas para obtener una aproximacion de relaciones filogenéticas.

103.- DIVERSITY OF (/d4 GENES, ENCODING THE FIRST STEP IN MICROBIAL CATABOLISM
OF THE PHENOXYALKANOIC HERBICIDES, IN AN AGRICULTURAL SOIL. (Diversidad de genes
tfdA. que codifican el primer paso en el catabolismo microbiano de herbicidas fenoxialcanoicos, en un suelo
agricola. M. Consuelo Gazitia, Marlene Manzano and Berardo Gonzalez. Laboratorio de Microbiologia.
Departamento de Genética Molecular v Microbiologia. and Center for Advanced Studies in Ecology and
Biodiversity. Facultad de Ciencias Biologicas. Pontificia Universidad Catélica de Chile. Santiago. Chile.
megazitu@puc.cl

2.4-dichlorophenoxyacetic acid {2.4-D), a member of the phenoxyalkanoic family of herbicides, was the
first successful selective herbicide developed. It was introduced in the 1940s and rapidly became the most widely
used herbicide in the world. In spite of being a xenobiotic compound. a number of organisms able to use 2,4-D as
a carbon source have been described. The first step in the 2.4-D degradation is performed by an  -ketoglutarate
(' -KG} dependent 2 4-dichlorophenosyacetate dioxvgenase, encoded by the ¢/ 1 gene. This gene displays a great
diversity among the 2.4-D degrading bacteria. Based on evolutionary and physiological characteristics, three gene
groups have been delined: ¢4 in - and -Proteobacteria. ifldd  in Bradvrhizohium spp. and tfdA-like in
Sphingomonas sp. We looked for the presence of 14 gene sequences in an avocado plantation soil located in
Quillota, V' Region, Chile, which has never been treated with 2.4-1). The metagenomic DNA extracted from this
soil was e <amined by PCR techniques using degenerated primers targeting #fefd penes. The PCR products were
cloned and restriction enzyme analysis revealed a total of ten different clectrophoretic patterns. The deduced
aminoacid sequences of each PCR product showed 37 o 40% of identity with the canonical ¢fd4 from Raistonia
eutropha JMP134. and revealed conserved residues characteristic of the active site of the TFdA enzymes. The
phylogenetic tree built with the previously reported (/4 gene sequences and the new ¢fd4 gene sequences found
in this soil showed that the latter comprised a defined group that is related with the ¢fi4-like group reported in
Sphingomonas sp. Finding these new (f1dA gene sequences further support the power of culture independent
maolecular techniques in the study of functional microbial diversity.

This work was supported by FONDAP-FONDECY I (grant 1501-0001. program 7). and by the 1CA4-CT-2002-
10011 {ACCESS) Contract of the European Union.



104.- EFECTO DEL AMONIACO EN EI CRECIMIENTO DE DIFERENTES GRUPOS
MICROBIANOS EN UNA BIOPELICULA ANAEROBIA (Elfect of ammonia on the growth of different
microbial groups on an anaerobic biofilm)

'Sossa, K.. 'Alarcon, M., 'Urrutia, H.. *Aspé. E. y 'Veeh. R. ' Depto. Microbiologia, * Depto. Ingenieria Quimica.
Universidad de Concepecion, Chile. ' Center for Biofilm Engineering, Montana State University. U.S.A.
ksossai@udec.cl

El tratamiento anacrobio de residuos industriales liquidos ricos en proteinas produce altas concentraciones de
amoniaco, inhibiendo la metanogénesis. Para mejorar el tratamiento de estos residuos es necesario estudiar el
efecto del amoniaco en el crecimiento de diferentes grupos microbianos de una biopelicula anaerobia enriquecida
con Archaea productoras de metano metilaminotroficas.

El estudio se realizo agregando un inoculo de 107 cel/ml. en viales con esferas de ceramica y medio que emula
un efluente pesquero con concentraciones crecientes de amoniaco (de 48.8 a 848.8 mg NH3-N/L). El medio fue
ajustado a pH 7.5 e incubado por I2 dias a 37 °C. Se tomaron y lavaron muestras de soporte cada 48 horas, se
estudio las células adheridas realizando extraccion de ARNr, transferencia a membrana por dott blot e hibridacion
con sondas especilicas para diferentes grupos microbianos.

Los resultados muestran que al aumentar la concentracion de amoniaco, disminuye la proporcion de
Methanosarcinas v Methanaotrix en la biopelicula. teniendo un efecto menor en Methanohacterium. La proporcion
de Bacterias, Bacterias reductoras de sulfato y Adrchaca generales no tienen cambios significativos en la
biopelicula, pero se observd un aumento en la duracion de la fase lag de crecimiento de la biopelicula

En conclusion. el amoniaco afecta la duracion de la fase lag de crecimiento de la biopelicula y los organismos
mas susceptibles al amontaco son Methanosarcina v Methanotriv.

FINANCIADO POR PROYECTOS FONDECYT 20010104 Y 1020999,

105- AISLAMIENTO ¥ FORMACION DE BIOPELICULAS POR UNA CEPA METILAMINOGENICA
QUE CONSUME COLINA COMO UNICA FUENTE DE CARBONO. (Isolation and biofilm develop by
methylaminogenic strain that use choline as carbon source)

(1) Aguavo.P.. (1)Jopia P_ (1 )Ruiztagle N, ()Salgado F. (1)Torres A (1)Seossa, K., (2)Aspe.E. (1)Urrutia, H.
Depto. de Microbiologia, Fac. de Ciencias Biologicas. Universidad de Concepeion. pauly_aguayo@hotmail.com
{2) Departamento de Ingeniera Quimica Fac. de Ingenieria, Univ. de Concepeion.

Las bacterias reductoras de sulfalo no pueden usar metilamina como fuente de carbono. por ello estos substratos
se usan para estimular selectivamente la metanogénesis en hiopeliculas — enriquecidas con arqueas metanogénicas
metilaminotroficas que depuran vertidos ricos en sulfatos (industria pesquera). En este trabajo se aislé una cepa
bacteriana fermantadora capaz de formar biopelicula sobre ceramica y usar colina como precursor de
trimetilamina  Para la caraclerizacion taxonomica de la cepa se uso el sistema APL2Z0E y APl 20 NE. La
determinacion cuali y cuantitativa de aminas producidas por cultivos anacrobios se realizé por espectrometria
infrarroja y cromatografia de gas masa. Se estudio la cinética de formacion de biopeliculas sobre ceramica, donde
cada 48 h se realizé el recuento de células adheridas, mediante la técnica estindar de dilucion seriada v
ohservando la estructura de la biopelicula por microscopia electronica de barrido. Los datos cinéticos se
analizaron mediante ¢l modelo de crecimiento microbiano de Gomperlz (regresion ne lineal). La cepa
correspondié al Dominio Bacteria, Phvlum Proteobacteria, Clase fF-Proteohacteria. caracterizada como un bacilo
facultativo Gram nepativo, fermentador.  En hiopelicula fue capaz de producir 1.52 x 10° mM de
monometilamina, g de peso seco bacteriano, alcanzando una tasa de crecimiento maxima especifica de formacion
de hiopeliculas (pi,,) de 1.03 dia " El estudio conlirma la capacidad de la cepa para crecer en biopeliculas y
producir trimetilamina usando colina como anica fuente de carbono. por lo que se espera que enriqueciendo
biopeliculas metanogénicas en ambientes sulfidogenicos. Proyecto financiado por FONDECYT 1020999,
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106.- ESTABLECIMIENTO DE MICROORGANISMOS EN UN REACTOR DE LODOS ACTIVADOS
A ESCALA DE LABORATORIO (Microbial population dynamics in a laboratory-scale activated sludge
reactor)

Castillo G', Herrera L., Cari M” Urmeneta MC'. ' Facultad de Ciencias v Matematicas, 1. de Chile. ® Facultad de
Ciencias, U. de Chile. geastilo@ing.uchile ¢l

Para comprender el establecimiento v posibles alteraciones en la composicion de la microbiota durante la
operacion de un sistema de lodos activados (LA ) se disefié, como una primera etapa. un reactor experimental a
escala de laboratorio, el cual fue alimentado con agua servida sintética inoculada con biomasa de una planta de
LA Los objetivos de esta experiencia fueron (i) lograr el desarrollo de una masa microbiana en estado de fase
endégena. bajo condiciones de operacion controlada {caudal afluente. temperatura, oxigeno disuelto, retencion
hidraulica. retorno de lodo) v (ii) identificar mediante la téenica molecular del ensavoe T-RFLP (terminal
restriction fragment lengh polimorphism), la composicion de la flora bacteriana establecida en el reactor,
Adicionalmente se realizaron mediciones  de parametros  de  caracterizacion del  efluente; pH, solidos
suspendidos(SS), solidos volitiles (SSV). DQO total v soluble. DBO,. N-Kjeldahl, P-total v N-NH, Ademds, se
determind respirometria, grado de mezcla, indice volumétrico de lodos v relacion de nutrientes (C:N:P) del licor
mezclado (LM). A la fecha y después de 40 dias de operacion, ¢l reactor se encuentra en la fase de biomasa
requerida (1500 a 2500 mg/l. de SS) para la purificacion del agua. [.a identificacion filogenética de las bacterias
componentes de la biomasa del LM indica predominancia de proteobacterias (Comamonas-Pseudomonas) v
presencia de filamentosas (Gordona spp). 1odos organismos comunes de encontrar en la operacion normal de este
tipo de tratamiento. Lograda la estabilizacion del sistema se modificara la operacion y composicion del afluente a
fin de determinar su influencia sobre la biota y eficiencia del tratamiento.

Provecto FONDECYT 1040949

107.- DEGRADACION DE COVS ¥ COSVS POR BIOVENTILACION DE MEZCLAS SUELOS
DESERTICOS-ASERRIN, CONTAMINADOS CON MEZCLAS DE HIDROCARBUROS: CAMBIOS EN
LAS COMUNIDADES MICROBIANAS, (Degradation of VOCs and SVOCs for bioventing of mixtures
desertics soils-sawdust contaminated with mixtures of hydrocarbons: Changes in microbial communities. ).
Godoy F. Alex®. Reyes B. Lorenzo *, Camafio M. Andrés**. Saez-Navarrete, César*. *Departamento de
Ingenieria Quimica y Bioprocesos. Facultad de Ingenieria. Pontificia Universidad Catélica de Chile. **Gerencia
de Asuntos Ambientales, Minera Escondida. agodoy@puc cl.

La biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos tiene por objetivo la reduccion de la concentracion
de contaminantes hasta alcanzar niveles aceptables ambientalmente mediante fa accion directa de la diversidad de
microorganismos. Abundante es la informacidn sobre la degradacion microbiana de monocompuestos siendo
menos conocida la biodegradacion de productos comerciales y sus mezclas (petroleo, kerosene. ele.). El abjetivo
de esta investigacion fue determinar el efecto del co-tratamiento por bioventilacion de mezclas suelos desérticos-
aserrin sobre compuestos organicos volatiles (COVs) v compuestos organicos semivolatiles (COSVs) como sus
efectos sobre comunidades microbianas presentes. Métodos: Cuatro bioreactores (1, 2. 3 v 4) con mezclas
suelozaserrin 12 3:1; 1:1 v 1:3 respectivamente. fueron implementados a escala laboratorio y mantenidos por ocho
semanas en torno de los 30-40°C v humedad constante (10%). La aireacion fue suministrada por medio de
ventilacion forzada. Se determinaron las abundancias de COVs y COSVs mediante los métodos USEPA 82608 y
USEPA 8270C respectivamente (CENMA, Chile). Regresiones polinomiales lueron ajustadas a las curvas de
disminucion de organicos v comparadas coeficiente a coeficiente mediante T-test. Se realizaron analisis de T-
RFLP semanalmente para determinar v monitorear cambios en diversidad de las comunidades microbianas
presentes, Para comparar comunidades se realizaron andlisis de cluster y analisis estadisticos no paramétricos.
Resultados: Cada reactor alcanzo sobre un 60% de degradacion a las 8 semanas, presentando distintas curvas de
degradacion v concentraciones finales de contaminantes. Ln los reactores 3 v 4 se aprecio diferencias
significativas (p<0.0%) en la degradacion de COVs y COSVs en comparacion con los reactores con 2 y 1, A
medida que aumento ¢l porcentaje de aserrin en cada reactor aumentan los niveles de degradacion. Con respecto a
las comunidades microbianas presentes. se aprecio que al aumentar ¢l porcentaje de aserrin, aumentan las
unidades taxonomicas operacionales reflejadas en el numero de fragmeéntos de mayor lamaio en los T-RFLP. Para
cada reactor, las mavores diversidades en las comunidades se presentaron al medio del tiempo de tratamiento. En
analisis de similitud. las comunidades entre la primera v tltima semana quedaron aprupadas en el mismo clado,
mientras que las comunidades al medio del tratmmiento aparecen como diferentes. Fntre reactores. las mayores
similitudes se presentaron entre los reactores de mavor porcentaje de aserrin. Conclusion: Fl efecto de un
aumento en los niveles de aserrin favorece las tasas de degradacion de orginicos aumentando no solo la porosidad
de los suelos desérticos favoreciendo la ventilacion. sino tamhién aportando microorganismos exogenos que
pudieran ser capaces de participar en el proceso de biorremediacion, Proyecto: PLIC- Minera Escondida
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108.- CUANTIFICACION DE Loctobacillus SP, Y Lactobacillus  johnsonii MEDIANTE PCR-
COMPETITIVO. D. Garrido. Gotteland M. Laboratorin de Microbiologia, INTA, Univ. de Chile, Macul 5540,
Santiago. Chile,

Fundamentos. El género Lactobacilius es miembro de la microbiota intestinal y ademas es ampliamente utilizado
en la industria alimenticia para la ¢laboracion de productos fermentados y probidticos. Es importante contar con
métodos moleculares independientes del cultivo y que sean rapidos v de bajo costo para cuantificar estas bacterias
en muestras complejas. Las (écnicas actualmente disponibles. salvo la hibridacion in sitw con sondas fluorescente
(FISH). solo permiten la evaluacion cualitativa de los niveles de Lactobacillus. Objetivo.  Desarrollar un método
de PCR competitivo {¢PCR) para cuantificar niveles de Lactohacilius sp. y de L johnsonii en productos lacteos.
Métodos. F] ¢cPCR se basa en la coamplificacion de la secuencia a cuantificar (DNA target) v de un control
interno o competidor, construido a partir de la sccuencia target modificada por insercion o delecion, y con las
mismas secuencias de amplificacion. Ambas secuencias compiten por los mismos partidores en la reaccion de
PCR. generando productos de amplificacion de distintos tamaiios. La relacion entre las intensidades de las bandas
correspondientes al target y al competidor permite la cuantilicacion de los niveles inciales del DNA target. En este
estudio. hemos disefiado mediante primers genero- v especie-cspecilicos, competidores homélogos para la
cuantificacion de  Lactobacilius sp. v de L. jolmsonii. Resultados. Las eliciencias de amplificacion del target y
del competidor fueron similares (r'-0.98 ¥ 0.99) lo cual valida el uso de los competidores utilizados. Usando una
concentracion constante del competidor v diluciones del DNA target se construyo una curva de calibracion, a
partir de la cual fue posible determinar la concentracion de L. johnsonii y de Lactohacillus en muestras complejas.
Conclusién. El ¢PCR es un método simple que permite cuantificar a un costoe razonable la presencia de
lactobacilos en muestras complejas, frescas o congeladas. Financiado: Fondecyt 1010673 ECOS CO1S03.

109.- REMOCION DE NH; EN UN BIOFILTRO DE ESCURRIMIENTO CON BIOPELICULA DE
Nitrovomonay ewropaea ATCC 19718

Renoval of NH; by a hiotrickling filter using biofilms of Nirosomonas enropaca ATCC 19718

P. Tello. G. Aroca,  Escuela de Ingenieria Bioguimica. Universidad Catdlica de Valparaiso. P. O. Box 4059,
Valparaiso. garocaf@ucy.cl

El amoniaco (NH:) es un gas alcalino ¢ incoloro con un olor punzante caracteristico, altamente soluble en agua.
que se hace perceptible en concentraciones sobre los 50 ppm. Existe una gran variedad de actividades industriales
¥ agropecuarias que emiten amoniaco a la atmaoslera. Los procesos fisicos ¥ quimicos utilizados para remover
NI desde emisiones gaseosas, incluyen adsorcion mediante carbon activado, oxidacion térmica y stripping. El
microorganismo Nifrosomonas ewropaea, es capaz de oxidar NH; a nitritos, A continuacidn, se presentan los
resultados de la operacion de un biofiltro de escurrimiento donde se generd una biopelicula con base en .
europaea. Para lo cual se generd una biopelicula de Nigrosomonay ewropaea. en una columna empacada con
trozos de espuma de poliuretane (fraccion de hueco de 0.9). a las condiciones optimas de crecimiento: pH 8 y
temperatura 30°C. A esas condiciones. se recirculé una solucion de nutrientes correspondiente al medio ATCC
19718 sin fuente de energia. Se alimenté una corriente de aire contaminado con NH: generado en una columna de
reaccion a partir de una solucion de NH,OH al 10 %a. Se trabajo a dos flujos de aire 16.2 y 30 L/h y a varias
concentraciones de amoniaco. A 16.2 L/h de amoniaco, la capacidad de remocion fue de 1.2 g NHy'm” h con
porcentajes de remocion entre 98— 99%. Con un luje de alimentacion de 30L/h, la mdxima capacidad de
remocion fue de 3.38 gNH,/m' h para una carga de 2.42 gNH‘m’ h con un porcentaje de remocion de 98.89%. La
implementacion de un biofiltro con una biopelicula de Nirrosomonas ewropaea se presenta como una atractiva
propuesta en la remocion biolégica de NHs, por los altos porcentajes de remocion alcanzados, por el bajo costo.
los escasos requerimientos energéticos y nutricionales de la bacteria, y la simplicidad del manejo y mantencion
del sistema.

Financiamiento: Direccion de Investigacion, P. Universidad catolica de Valparaiso.
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110.- INHIBICION DE LA FIJACION DE MICROALGAS Y MACROALGAS COMUNES DEL
BIOFOULING POR SUSTANCIAS BIOACTIVAS DE ORIGEN MICROBIANO. (Inhibition of settlement
of common biofouling microalgae and macroalgae by microbial bioactive substances).

Silva, F & Riquelme. C.Laboratorio de Ecologia Microbiana, Universidad de Antofagasta, Chile.

E-mail: probiot/@uantof.cl.

Fundamento: La [lijacion de microalgas y macroalgas a una superficie sumergida es un paso esencial en el
desarrollo del “biofouling”™ o bioincrustaciones marinas. El “biofouling™ en estructuras artificiales marinas ain es
un problema no resuclto. Nuestro laboratorio investiga alternativas de control del “biofouling”™ amigables con el
medio ambiente. basados en productos de origen microbiano. En el presente estudio se evalud “in vitro™ el efecto
de sustancias extracelulares bacterianas en la fijacion de 8 diatomeas comunes del “biofouling” y la fijacion v
germinacion de la macroalga cosmopolita {fva lactuca. caracterizandose preliminarmente la naturaleza de dichas
sustancias inhibitorias. Metodologia: Sustancias extracelulares de bacterias aisladas desde sustratos naturales v de
coleccion fueron utilizadas para evaluar la inhibicion de la fijacion a 24 horas de incubacion de las diatomeas
Nitzschia spl. Nitzschia sp2. Amphora sp, Nitzschia ovalis, Chaetoceros minntissimus, Cvlindrotheca closterium,
Navicula spl v Navicula sp2 y la fijacion y germinacion de esporas de la macroalga lva facinca a las 15 y 72
horas de incubacion, respectivamente. Para la caracterizacion preliminar de las sustancias inhibitorias. estas se
sometieron a tratamientos con proteasa, peptidasa, calor (80°C) v dializados a 3500 v 10000 Da, realizandose
biocnsayos contra  diatomeas ¥ macroalga. Resultados v conclusién: Tanto las cepas de coleceion
(Psendoalteromonas tunicata ¥ Halomonas marina) como las aisladas (Alteromonas sp, Ha v R8) producen
sustancias extracelulares de naturaleza proteica y'o peptidica. termoestable de un tamario superior o igual a 3500
dalton con efecto inhibitorio en la fijacion de las 8 diatomeas v en la fijacion v germinacion de la macroalga Ufva
factuca planteando la potencialidad del uso de sustancias extracelulares bacterianas para el control del
“biofouling™. Financiamiento: Proyecto FONDEF DOTI] 166,

111.- SUBSTANCIAS BIOACTIVAS DE ORIGEN MARINO CON CAPACIDAD
ANTIINCRUSTANTES (Marine bioactive substances inhibitory of the biofouling)

Zapata M.", Silva F.", Luza Y.", Infante C." Wilkens M." y Riquelme C.''Laboratorio de Ecologia Microbiana,
Universidad de Antofagasta, Chile.’Laboratorio de Microbiologia Molecular, Universidad de Santiago de Chile.
E-mail: microal@uantof.cl. .

El desarrollo de nuevas tecnologias “antifouling” que sean seguras y econdmicamente viables. esta actualmente
dirigide a la busqueda de productos naturales que influvan en estos procesos. Para la aplicacion de cualquier
producto natural “antifouling™ es necesario el entendimiento de los procesos que involucran la formacion y
permanencia de las biopeliculas marinas, v de las comunidades del “biofouling”. Fl objetivo del presente estudio
fue evaluar la actividad “antifouling™ del sobrenadante del cultivo de la bacteria Nil-LEM (Alteromonas sp.)
contra larvas de Ciona intestinalis v Pinra praeputiafis.  La bacteria fue crecida en medio M9 hasta la fase
estacionaria. se centrifugd v el sobrenadante fue concentrado mediante un rotavapor a 40 °C.  Luego de una
dialisis con membranas de un corte de peso molecular de 1.000 D, la muestra se separd mediante cromatografia de
alta resolucion (HPLC) en una columna C-18. Se determind la actividad de anti-adherencia de las diferentes
fracciones mediante hioensayos con las larvas de ' jntestinalis v P. praeputiolis. De un total de 15 fracciones
examinadas, dos inhibieron en su totalidad (0% de adherencia) el asentamiento larval y correspondieron a las
fracciones no retenidas en la co sochioli@manguehue.net lumna. Las fracciones activas fueron separadas en una
columna monoQ), mediante elucion con un gradiente salino.  Se determing que la actividad es sensible al
tratamiento con proteasa y posee un peso molecular menor a 3500 D. La fraccion permanecio activa luego de una
incubacion a 100 °C por 25min,

En conclusion, la bacteria Nil-LEM secreta al medio de cultivo una actividad inhibidora de la adherencia de
larvas de O intestinalis v P praeputialis, que corresponderia a una proteina de bajo peso molecular, con
caracteristicas polares v lermoestable.
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112 - DEGRADACION DE AMONIO POR BACTERIAS NITRIFICANTES Y Psevdomonas aeruginosa
(Ammonia degradation by Nitrifving Bacterial and Psendomonas aeruginosa) -
(1)Aguayoe.P. (1 Muiioz.M.(1)Yeber. M*C { 1 /Dpto de Biotecnologia Facultad de Ciencias, Universidad Catdlica de
la Ssma Concepcidn.

La presencia de amoniaco en los distintes ecosistemas. es uno de los principales v mas deletéreos productos de la
mineralizacion de materia organica para los arganismos acuaticos. Existen varias formas de remocion de amonio,
una de ellas consiste en un proceso aerdhico denominado nitrificacion. proceso mediado por bacterias del género
Nitrosomonas v Nitrobacter..

Este proceso se ve afectado por diversos factores fisicos, quimicos v biolagicos, la presencia de
microorganismos heterdtrofos afecta el proceso de nitrificacion, debido a que presentan mayor afinidad con el
oxigeno, variable fundamental en este proceso. En este estudio, se compard la eficiencia de degradacién de
amonio por bacterias nitrificantes solas v en presencia de P aeruginosa. Para esto se disefid un sistema
discontinuo, en el cual se mantuvieron los siguientes tratamientos: solo bacterias oxidantes de amonio, solo
Paeruginosa y cultivo mixto. Se determind v compard  las concentraciones de amonio, nitrito v nitrato, durante
dos semanas a los distintos tratamientos. Los resultados obtenidos indicaron que. /”.aernginosa no produce efectos
negativos ni positivos en la capacidad de degradacion de amonie por bacterias nitrificantes, sin embargo se
detecto que para P geruginosa, como es un microorganismo quimioorganotrdfico, es capaz de utilizar compuestos
organicos nitrogenados como fuente de energia para biosintesis ¥ ademas es capaz de crecer en un medio para
bacterias oxidantes de amonio. Los resultados obtenidos indican la posibilidad de wtilizar P aernginosa solao en
cultivos mixtos en procesos de nitrificacion.

113.- CINETICA DE CRECIMIENTO EN BIOPELICULA DE UNA CEPA
B Proteobacteria METILAMINOGENICA (Biofilm growth kinetic of methvlaminogenic [}-Proteobacteria
strain)

Jopia, P., Aspé, E.. Sossa. K. Pantoja, S. v Urrutia, H.Depto. de Microbiologia, Fac. de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcion. piopiaiiudec.cl

Las metilaminas no son usadas como fuente de carbono por haclerias reductoras de sulfato, siendo eficiente
enriquecer reactores anaerobios con biopeliculas arqueanas metilaminotraficas para estimular la metanogénesis.
en la digestion anacrobia de eflluentes ricos en sulfatos {indusiria pesquera). Se aislé una cepa bacteriana
metilaminogénica en medio anaerobio modificado, con betaina como precursor de monometilamina v Gnica fuente
de carbono. La determinacian cuali v cuantitativa de aminas producidas se realizdé por espectrometria infrarroja y
cromatografia liquida de alta resolucion. Para la caracterizacion molecular de la cepa se extrajo el ADN total,
amplificando la region ADNr 168, producto que se hibriddé con sondas especificas para esta fraccion. Se realizo la
cinética de formacion de biopeliculas con ceramica como soporte, donde cada 48 h se realizé el recuento de
células adheridas resuspendidas, mediante la téenica estandar de dilucion seriada y observando la estructura de la
biopelicula por microscopia electronica de barrido. Los datos cinéticos se analizaron mediante el modelo de
crecimiento microbiano de Gompertz (regresion no lineal). La cepa correspondid al Dominia Bacteria, Phylum
Proteohacteria, Clase fProteobacteria, caracterizada como un bacilo facultativo Gram negativo, no fermentador,
catalasa v oxidasa positivo. Fn hiopelicula. produjo cerca de 4.52 x 107" mM de monometilamina/g de peso seco
bacteriano, alcanzando una tasa de crecimiento maxima especifica de formacion de biopeliculas (p,,) de 0.024 h'
v un maximo recuento en biopeliculas adheridas sobre ceramica (A) de 6.25 x 10* UFCiem’. El estudio confirma
la capacidad de adhesion de esta cepa metilaminogénica sobre soportes de cerdmica. condicion que asegura la
produccion de monometilamina en la biopelicula. Proyecto financiado por FONDECYT 1020999,
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114.- FORMACION DE BIOPELICULA ANAEROBIA EN REACTORES GAS-LIFT

{Formation of Anacrobic Bioflilm in Gas-Lift Reactors)

Pizarro, C., Guerrero L., Chamy. R. Escuela Ingenicria Bioguimica, Pontificia Universidad Catolica de
Valparaiso, General Cruz 34, Valparaiso, Chile. cpizarroti@terra.cl

Los reactores Gas-lift. reactores de biopelicula de leche circulante. presentan un modelo ciclico de circulacién de
Muidos donde se generan grandes esfuerzos de corte que inciden en la adhesion inicial de la biopelicula. El
objetivo de este estudio es evaluar la incidencia del aumento de los estuerzos de cortes, dados por la recirculacion
de biogas, sobre la formacion de una biopelicula anaerobia en un reactor Gas-lift.

La metodologia empleada consistio en la determinacion de la materia orgianica como DQO. determinacion
alcalinidad ¥ del parametro alfa, determinacion de biomasa adherida y la realizacion de ensayos de actividad
metanogénica. Se utilizo un reactor Gas-lift. de 2.5 L utilizando como soporte piedra pémez con una densidad
promedio de | giom’. El reactor se mantuvo por 20 dias sin recirculacion de biogas. para procurar la adhesion
inicial de la biopelicula. Para evaluar el efecto del aumento del flujo de gas, se realizaron dos pruebas. La prueba
N1 consistio en aplicar al sistema, desde el comienzo de la operacion. el flujo de gas necesario para la completa
fluidizacion y circulacion de las particulas: mientras que en la prucha N°2 el flujo de gas se fue incrememtando de
manera paulatina.

En ambas pruebas la biomasa adherida inicial en la piedra pomez lue de 50 mg SAV/g de soporte. Al finalizar la
prueba N°1. este valor disminuyo cerca de un 50%, mientras que en la prueba N2 la cantidad de biomasa adherida
se mantuvo constante, La actividad metanogénica de la biopelicula al inicio de las pruebas fue de 014 g DOQD/g
SAV*d: lo que indica un estado poce maduro de la biopelicula. Una wvez linalizada la prueba N°I este valor
disminuye drasticamente a valores cercanos a cero. En la prucha N2, muy por el contrario, se observa un
incremento en la actividad metanogénica a medida que se avanza en las etapas de la experiencia; lograndose
valores finales de (.30 g DOQOYe SAV*d

La principal conclusion es que los esfuerzos de cortes aplicados a un sistema de biopelicula inciden en su
formacion, por lo gue se requiere de un procedimiento especifico como el propuesto en este trabajo.

Esta investigacion se realiza gracias af provecto Fondecys 1020207

115.- CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS BASADAS EN Acidithiobacillus thiooxidans EN UN
BIOFILTRO DE ESCURRIMIENTO PARA LA BIOOXIDACION DE H,S.

{Characterization of biolilms based on Acidithibacilfus thivovidans in biotrickling for the bicoxidation of H-S) 0.
Naufiez!, B Serctc’. G. Aroca’. W, Verstraete” & H. Van Lfmgwf)‘mve" A. Arancibia’

"Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso, Facultad de Ingenteria Escuela de Ingenieria Bioquimica,
General Cruz N° 34, Valparaisa, Chile. U Faculty of Agricultural and Applied Biological Sciences, Ghent
University, Coupure Links 633, Gent, Belginm. garoca'auev.el

El objetivo de este trabajo fue conocer la dindmica poblacional de los microorganismos, que se presenta en un
biofiltro de escurrimiento inoculado con Acidithiobacilins thivoxidans durante el proceso de la bisoxidacion de
H.,S, con el fin de optimizar la capacidad de remocion especifica de este pas.Este estudio fue realizado a escala de
laboratorio en un biofiliro de escurrimiento en el cual se generd una biopelicula de Actdithiobacillus thivoxidans
para la bicoxidacion del dcido sulfhidrico (11,S) presente en una corriente gaseosa. La biopelicula se genero sobre
anillos de polietileno a través de la alimentacion sobre la columna empacada con los anillos, de la corriente de
salida de un cultivo continuo de Acidithiohacillus thiooxicdans. Durante la operacion del biofiltro. la biopelicula se
mantuvo viable con una recirculacion del medio mineral, la fuente de energia provenia de la biooxidacion del H,S.
La dindmica de las comunidades bacterianas en el reactor fue analizada mediante procedimientos convencionales
de aislamiento v mediante electroforesis de gel en gradiente denaturante. tomando muestras desde el reactor los
dias 1, 42 y 100 de la operacién. La estructura comunitaria en el biofiltro de escurrimiento fue gradualmente
adquiriendo mavor complejidad, durante los cien dias de operacion se observaron cinco poblaciones bacterianas
permanentes en la biopelicula desarrollada en el soporte, de las cuales solo una fue muy dominante durante todo el
procesa de operacion. Al finalizar el curso de este estudio, al dia 100, aparecieron cuatro poblaciones adicionales
en la biopelicula analizada.lLLa composicion de la comunidad establecida sobre el soporte en la forma de una
hiopelicula es variada y estable a lo largo de la operacion del biofiltro. No mostrando variaciones ain variando las
condiciones de operacion del biofiltro,

Financiamiento: Provecto 203.736 Direccion de Investigacion, Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.



116.- UNA COLECCION DE HONGOS FILAMENTOSOS COMO FUENTE DE BIODIVERSIDAD EN
LA INVESTIGACION DE PRODUCTOS NATURALES BIOACTIVOS

{A Filamentous fungi collection as a biodiversily source for bioactive natural products research).

Aranda, C v Schmeda-Hirschmann, G.

Instituto de Quimica de Recursos Naturales. Universidad de Talca. Casilla 747, Talca, Chile {caranda@utalca.cl).

El metabelismo secundario de de los hongos filamentosos ha sido desde hace décadas una fuente promisoria de
compuestos con actividad biologica. Sin embargo, este potencial todavia no ha sido explorado suficientemente en
Chile.  Un requisito para el desarrollo de programas de investigacion sobre metabolitos activos de
microorganismos es la formacion de una coleccion de referencia, incluyendo aislados de ambientes tnicos y de
preferencia representativos de ecosistemas con una baja influencia antropica.

En una primera etapa. se ha formado una coleccion de 200 accesiones en fendido de agar inclinado solo o
recubierto con aceite mineral y suspensiones en agua destilada, Se presenta la actividad antimicrobiana de 40
aislados cultivados en medios liguidos extracto de malta-glucosa v papa-glucosa.  Se emplearon como
microorganismos de referencia Bacilfus brevis. B subnilis, Erwimia carciovora, Enterobacter  dissolvens,
Psendamaonas svringae. Nematospora corvli, Penicillivm notatum. Paecilomyees variotii y Bofritis cinerea.

Se realizaron cultivos a escala preparativa de los aislados con mayor aclividad.  Se presemtan avances en el
aislamiento biodirigido de los metabolitos antimicrohianos ¥ su clucidacion estructural mediante métodos
especiroscopicos.

Financiado por ¢l Centro Investigacion de Biotecnologia Silvoagricola, Universidad de Talca.

117.- RECUPERACION DE PROTEINA ANTIGENICA CON CEPAS RECOMBINANTES DE E. coli
[RLLuperailnn of Antigenic I’mlcln Produced by Ru.nmhlllcmi E. coli Culture).

uan Gajardo', Pdhfn Albistur', Carolina Escobar’, Patricio Cataldo’. Claudia Altamirano'. Sergio Marshall® y
Mana Elvira Zuiiga'.
'Escuela de Ingenieria Bioquimica. “Laboratorio de Inmunologia y Genética Molecular. Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso. mzunigaiaucy.cl '

Se estudian distintas estrategias de recuperacion de la proteina antigénica de Piscirickettsio Salmonis desde cepas
recombinantes de £ cofi, proteina que puede estimular el sistema inmune de los peces v que ha mostrado ser
efectiva como vacuna m vive, resolviendo un grave problema que alecta a un sector tan imporiante como lo es el
salmonicultor.

La biomasa se¢ obtiene a partir de células de Escherichia Coli BL21 (DE3) Codon Plus inducidas con IPTG, Se
evaliia la recuperacion de la proteina en la fraccion soluble ¢ insoluble luego que las células son lisadas o
permeabilizadas con téenicas como disrupcion con abrasivos de vidrio. congelacion/descongelacion, shock
osmotico ¥ lisozima’/EDTA, las cuales son aplicadas en forma individual o combinada. La concentracion de
proteina soluble se determina por el método propuesto por Bradford. la biomasa por peso seco y la proteina
Antigénica se identifica por SDS-PAGE y Westernblot.

Cuando las células son tratadas con tralamiento combinado de shock osmaotico seguido de lisozima y luego
molienda, la proteina solubilizada es ¢l 62,9% de la biomasa en base seca. Con tratamientos individuales se
solubiliza el 24.40% de la proteina cuando se aplica lisozima/EDTA. v el 22.6 ®5 cuando se tratan las células con
molienda con abrasivos. al tratarlas solo con shock osmdticn o congelacion/descongelacion la proteina
solubilizada resulta por debajo del S% del peso seco celular, Se concluve que mediante fa tecnologia utilizada las
células son altamente sobreproductoras de la proteina antigénica dado los niveles de proteina obtenidos. Se
propone realizar los estudios pertinentes para evaluar la formacion ljt. cuerpos de inclusion que dificultarian la
solubilizacion de la proteina antigénica,

FINANCIAMIENTO:; PUCV- DI N" 203,732 (2003:2004).
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118.- DETECCION MOLECULAR RAPIDA DEL COMPLEJO Mycobacterium mbereulosis MEDIANTE
PCR DE TIEMPO REAL Y DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A RIFAMPICINA (Rapid
molecular detection of Myveobacierium tubercnlosis complex by using Real Time PCR and rifampicin
susceptibility determination). 'Mufoz K., “Zahrt T.. 'Bustamante M., 'Kirsten L.. ‘Acevedo V.. v 'Maulén N.
'Laboratorio de Biologia Molecular. Facultad de Medicina. U. Catolica Ssma. Concepcion. Concepeion. Autor:
nmauleniaucse ¢l

Fundamento: La baja especificidad v sensibilidad de los métodos diagnastico de la Tuberculosis (TBC), asi
como la demora en la confirmacion diagnostica y estudio de susceptibilidad. ha contribuido a la perpetuacion de
Mycobacterium tuberculosis entre la poblacion  mundial. siendo alarmante el incremento de cepas
multirresistentes a drogas antituberculosas. condicion dificil de tratar. cara v no siempre curable. Por ello. nos
propusimos disefiar y validar una test de diagnostico molecular de la TBC. cuya aplicacion permita disminuir la
morbilidad, transmision v estado de endemia. al ser complementado con andlisis molecular de susceptibilidad a
rifampicina. Métodos: PCR de Tiempo Real disefiado para la identificacion gendmica especifica del complejo
Mycobacterinm uberculosis utilizando el sistema LightCyeler® (Roche): Baciloscopia (Tincion Ziehl-Neelsen-
AFB); Cultivo microbiologico (Lawenstein-Jensen): Deteccion molecular complejo AL rehercuiosis con kit
TBfast® (Pharmagen); Analisis susceptibilidad a rifampicina con kit TBrif® (Pharmagen). Seleccion aleatoria
simple de una muestra clinica representativa entre pacientes concurrentes a hospitales clinicos de VI region, con
diagnéstico clinico de TB pulmonar y/o extrapulmonar {esputo, lavado broncoalveolar, liquido pleural, liquido
ascitico, LCR, sangre, orina o biopsia; N-58 con 95% de confianza). Resultados: Fl analisis de la calidad
diagnéstica de nuestro PCR de Tiempo Real mostro: Sensibilidad 100%; Fspecificidad 63%: VPPP 68%. VPPN
100% e Inhibicion (%, utilizando TBfast® como Gold Standard. El 5.2 % de los pacientes presentd bacilos
resistentes a rifampicina. Conclusiones: Esperamos impulsar un cambio en las medidas de control y diagnéstico
de la TBC humana y animal. Mas ain, cuando MinSalud (2002} informa un aumento en la tasa de TBC en todas
sus formas en el SSTHNO, acompafado de disminucion en el indice de pesquisa v aumento de la prevalencia.
Financiamiento: APERTUS 2001 y FONDECYT 1040978,

119.- LOS BROTES DE DIARREA OCURRIDOS EN CHILE EN 1998 (ANTOFAGASTA) Y 2004
(PUERTO MONTT), FUERON CAUSADOS POR LA CEPA CLONAL PANDEMICA O3:K6 DE Vibrio
parahaemoivticus, SURGIDA RECIENTEMENTE. (Recently emerged pandemic strain O3:K6 of Vibrio
parahaemaolvticns caused two large diarrhea outhreaks in Chile in 1998 and 2004)

Gonzilez-Escalona N., V. Cachicas, C. Acevedo. M.L. Rioseco, LA, Vergara, F. Cabello. J. Romero v R.T.
Espejo. Instituto de Nutricion v Tecnologia de los Alimentos. Universidad de Chile. e-mail: ngonzalezi@inta.cl

Dos grandes brotes de diarrea causados por la bacteria marina ) ibrio parahaemolvticus han ocurrido en los
Gltimos aftos en Chile. EI mas reciente, durante el verano de 2004 en la ciudad de Puerto Montt v sus alrededores
(417°29'S 72°24°W), fue el primer brote por I parahaemolyvticus en una region de aguas usualmente frias. El otro
brote ocurrid en el verano de 1998 en Antofagasta, una region mas calida del pais (23°39'S 70724’ W). Con el
objeto de determinar el origen de las cepas responsables de estos brotes v su relacion con aquellas surgidas en el
sudeste Asiatico en 1996, que se han propagado por el hemisferio Norte, se caracterizaron diversos aislados de
estos dos brotes. Se determinaron propiedades relevantes en 24 aislados clinicos del brote en Puerto Montt v en 20
del de Antofagasta. Las propiedades analizadas incluyeron algunas caracteristicas biogquimicas, propiedades
genéticas v presencia de genes propios de las cepas del complejo clonal pandémico. Adicionalmente se analizaron
los perfiles generados por PCR usando partidores arhitrarios (AP-PCR) que permiten distinguir las cepas del
complejo clonal pandémico por poseer un patron muy similar entre ellas. Los resultados obtenidos indicaron que
23 de los aislados de Puerto Montt (96%) v 19 de Antofagasta (95%) pertenecen al grupo pandémico
originalmente observado en paises del Sudeste Asidtico en 1996,

Proyecto FONDECYT 1040875



120._- CARACTERIZACION DE Lactobacilius spp. VAGINALES AISLADOS DE MUJERES DE UN
AREA INDIGENA DE CHILE. {Characterization of vaginal Lactohacillus spp. isolated of women from an area
indigenous of Chile).

Castro, ', Dib, M'., Encina, M".

'Lab. Bacterias Lacticas. U. de Concepcion: 1Deplt’s. Obstetricia v Puericultura, Fac. Medicina. U. de Concepcion.
ercastroiudec cl

Fundamento: Se ha intentado establecer que la raza constituiria un factor de riesgo aparente para la vaginosis o
deplecion de la flora vaginal normal. En este estudio se evaluo la colonizacion de Lactohacillus spp vaginales en
mujeres de un area indigena de la Octava Region de Chile,

Métodos: Se incluveron 155 mujeres clegidas al azar. aparentemente sanas y con su consentimiento informado,
excluvendo las que habian recibido antibidticos, relaciones sexuales o ducha vaginal 24 horas previas al chequeo.
Correspondieron a mapuches por ambas lineas parentales 67/155 mujeres (43.2%), v a no mapuches 88/155,
{56.7%). Se emplearon téenicas estandarizadas para el aislamiento v determinacion de las propiedades probidticas
de los lactobacilos,

Resultados: Se obtuvo un bajo aislamiento de cepas de Lactobacilius spp (40/155), en las cuales no se encontro
diferencias en las propiedades benéficas de uno u otro grupo de mujeres. La etnicidad fue independiente de la
colonizacion vaginal, La mayor parte de los lactobacilos aislados correspondieron a homofermentativos obligados,
25/40 (62.5%). vy en menor proporcion lactobacilos heterofermentativos obligados. 940 (22.5%),. ¥
heterofermentativos facultativos (6/40). Se encontré una variedad diversa de Lactobacillus spp. vaginales en
comparacién con mujeres de ofras dreas geograficas. El aislamiento vaginal de L. coffinoides. L. animalis y de L.
visadinus. grafican la tendencia alimenticia que caracteriza al pueblo mapuche.

Conclusion: La grave deplecion de Lactobacilius spp. vaginales que afecta a las mujeres de esta drea indigena
merece futuras investigaciones, ¥ hace necesaria la elaboracion de estrategias y programas de intervencion que
favorezcan la recolonizacion vaginal,

Esta inmvestigacion fue desarvollada con aportes del Provecto FONDEF NDOI 2] CONICYT de Chile.

121.- ADHERENCIA DE [factobacillus spp. YVAGINALES A CELULAS EPTELIALES BAJO
DISTINTAS CONDICIONES DE pH. {Adherence of ‘vaginal Lactobacillus spp. to ephitelial cells under
different pH conditions).

Encina M'. Castro E.'"* 'Laboralorio de Bacterias Lacticas. Universidad de Concepcion, Chile. *Depto.
Obstetricia y Puericultura, Fac. Medicina. U. de Concepcion. ercastroi@udec.cl

Fundamento: Uno de los principales mecanismos probioticos de los Lactobacillus spp.. es la capacidad de
adherirse a las células epiteliales del huésped.

Meétodos: Se estudio 1a adherencia de doce cepas de Lactobacilius spp. con excelentes propiedades probidticas a
células vaginales bajo distintas condiciones de pH (7.0, 7.5 v 4.0). Las células obtenidas de mujeres sanas, se
prepararon a 37°C ¢n Medio Esencial Minimo Eagle (MEM) suplementado con 0.5% de suero bovino fetal. La
viabilidad se determiné con azul Tripan. Las cepas de Lactobacilfus spp. seleccionadas se hicieron interaccionar
con las células ajustadas a distintos pH durante | br.. en agitacion constante ¥ suave (100 rpm). Posteriormente se
filtraron en filtro milipore (8um) v se fijaron en albimina para realizar cuantificaciones de bacteriasicélulas
(bact:cel} en microscopio optico. Ademas, se empled microscopia electronica para evidenciar la adhesion.
Resultados: Todas las cepas de Lactobacillus estudiadas, fueron capaces de adherirse a las células epiteliales
vaginales. Bajo microscopia optica, las bacterias adheridas alcanzaron valores de hasta 33 bacticel. El fendmeno
de adhesion fue independiente de las condiciones de pH. el que fue confirmado a través de la microscopia
electronica.

Conclusién: 1os resultados obtenidos son promisorios. pues se dispone de cepas de Lactobaciilus spp. vaginales
con capacidad de adherencia bajo distintas condiciones de pil. lo que indica que podrian ser empleadas en
infecciones vaginales caracterizadas por pH normal o alterado. como es ¢l caso de la vaginosis bacteriana.

Esta investigacion fue desarrollada con aportes del Provecto FONDEF NDOIIN21, CONICYT de Chife.



122.- INTERACCION jn vitro DE UROPATOGENOS NOSOCOMIALES Y UNA CEPA DE Lactobacillus
spp. PROBIOTICA EN SOPORTE DE SONDA LATEX SILICONA (Interacction in vitre between
nosocomial uropathogens and a Lactahacillus probiotic strain in a vesical rubber support).

Vera, R'; Pérez. 1.': M. Sanchez': M. Encina’; A. Solis': J. Ferrer': V, Silva'; G. Gonzalez'; R. Borquez'™; E,
I_Castro”. 'Lab. Bacterias Lacticas, U, de Concepeion: “Depto. Microbiologia. Fac. Medicina, U. de Chile;
‘Depto. Microbiologia, Fac. Ciencias Biologicas, U, de Concepcion: 'Deplo. Ingenieria Quimica. U. de
Concepeion: “Depto Obstetricia y Puericultura, Fac. Medicina. L. de Concepcion. ercastroiiudec.cl.

Fundamento: Los microorganismos nocosomiales pueden colonizar catéteres y sondas vesicales. implementos de
rutina en las unidades de cuidados infensivos.

Métodos: Se realizaron ensayos de desplazamiento entre una cepa de Lacrobacilius acidophilus probidtica (31
RA} con dos uropatogenos nosocomiales. una Cundida tropicafiv (CTy v una Pyendomona aeruginosa. (PA), Se
prepararon viales de cultivo con trozos de sonda de latex — silicona (SILKOLATEX de Riisch, Alemania), de 0.5
cm de largo por 0.47 em de diametro. los cuales fueron incubados con la cepa 3IRA. El tiempo total de
incubacion de las cepas con el soporte fue de aproximadamente de 18 horas. Todos los viales fueron monitoreados
con recuentos bacterianos, tanto del sobrenadante como del soporte. Con los datos obtenidos. se calcularon
constantes de crecimiento (p} v se graficaron los LnfUFC/UFCo) en funcion del tiempo de las fases de
crecimiento bacteriano exponencial,

Resultados: La cepa 3IRA, lue capaz de colonizar ¢l soporte en forma rapida v con buenos indices de recugnto
bacteriano. Se encontrd una diferencia de §9% y 80% mas de UFC/ml entre la cepa 31RA v los patdgenos CT y
PA respectivamente en el medio de cultivo ¥ de 95% y 7 1% respectivamente en fa adhesién al soporte. Hubo una
buena acidificacion del medio, cuyo pH disminuyvo de 6.5 a 4.0,

Conclusion: Los resultados obtenidos son promisorios. pues podrian aplicarse para la elaboracion de un soporte
biologico sustentado con esta cepa probidtica, la que podria reducir las infecciones del tracto urinario en el
ambiente intrahospitalario.

Esta investigacion fue desarroliada con aportes del Provecio FONDEF N°DOH 2] CONICYT de Chile.

123.- ANALISIS DE SUEROS DE PACIENTES CHILENOS INFECTADOS CON /H pylori INDICAN
QUE HpaA, CagA ¥ VacA SON LOS ANTIGENOS MAS FRECUENTEMENTE RECONOCIDOS
{Analysis of sera from f{ pviori-infected Chilean patients indicates that HpaA. CagA and VacA are the most
commonly recognized antigens)

Diaz M.L, Lienlal M., Valdivia A.. Harris P.. Venegas A. Pontilicia Universidad Catolica de Chile,
Fundamento: En muchas infecciones producidas por parisitos, virus o bacterias, la respuesta de IgG sérica ha
mostrado cierta correlacion con la gravedad de la mflamacion v el progreso de la enfermedad v esta correlacion
puede eventualmente tener aplicacion en prognosis clinica. El objetivo de este estudio es investigar el correlato
entre la respuesta |G sérica Trente a diversos antigenos de Helicobacter pylori clonados v expresados en £ coliy
la gravedad de la agresion. Métodos: Se analizaron 30 sucros incluyendo pacientes infectados como no
infectados. El criterio de infeccion se establecit luego de analisis endoscopico, test ripido de ureasa v tincion
histologica. Posteriormente, la especilicidad de la 1gG sérica fue analizada mediante Western blot enfrentando el
suero del paciente a extractos de £ coli que expresaban diversos antigenos de /. pylori. Resultados: L.a mayoria
de los sueros presentaron respuesta a varios antigenos de /. pvlori, siendo la adhesina HpaA. la region A17
correspondiente a la zona central de CagA v la citotoxina VacA los reconocidos con mayor frecuencia por
pacientes infectados, representando 21.74%. 20.20% v 15.94% respectivamente. La proteina de shock térmico
HspB, la flagelina FlaA. Lpp20 v la proteina Hp0O23 1 mostraron una inmunogenicidad moderada y una menor
frecuencia de ocurrencia, detectandose en el 8. 7%, 7.25%, 7.25% y 5.78% de los sueros respectivamente.,
Finalmente. la proteina especic-especifica Ag26 v las subunidades de la ureasa {(UreB v UreA) mostraron una baja
inmunoreactividad, representando cada una de ellas un 4,35% del total. Tres antigenos, FlaB, HspA v el carboxilo
terminal de VacA no fueron reconocidos por ningin suero de paciente, Curiosamente. UreB v HspB reaccionaron
con sueros de no infectados, cada uno en un 22.22%. Conclusiones: Los antigenos mas reconocidos fueron HpaA,
CagA vy VacA., Sueros de pacientes con ulcera reconocen la lipoproteina Lpp20, mientras que pacientes con
gastritis reconocen preferentemente la adhesina HpaA, VacA y la region A17 de CagA. La presencia de repuesta
inmune contra ciertos antigenos de I pnlord en pacientes no infectados bajo nuestro criterio, puede ser memoria
inmunologica producto de infecciones previas que han sido erradicadas.

Financiamiento proyecto FONDECY T 1030894 FONDEF DO21-1067




124.- SEROPREVALENCIA DE Helicohacter pylori EN POBLACIONES MAPUCHE Y AYMARA.
(Seroprevalence of Helicobacter pylori in mapuche and aymara populations). Rivas P, Troncoso M, Pérez F. y
Figueroa G. lLaboratorio de Microbiologia. Instituto de Nutricion ¥ Tecnologia de los alimentos (INTA)
Universidad de Chile. Av Macul 55340-Santiago-Chile. privasi@inta.cl

Estudios realizados en nuestro continente demuestran la presencia de /{. pyviors en heces de momias precolombinas
de la region peruano-chilena de Tarapaca. Fsto confirma que este agente ha infectado el estomago humano por
miles de afos en una co-evolucion entre bacteria v hospedero. El objetivo de este estudio fue evaluar la
seroprevalencia de anticuerpos especificos para /4. pylori en individuos perlenecientes a 2 etnias autéctonas
chilenas. Métodos: Se analizo un total de 2200 muestras de plasma. 98 de poblacion mapuche y 122 de individuos
de la cultura aymara. La pureza étnica de la muestra se corrobord utilizando 4 apellidos autdctonos y grupo
sanguineo 0(+). La deteccion de anticuerpos para /{1 pviori se efectud mediante una ELISA con antigenos de
superficie como capturador. Los valores de corte fueron calculados en 0.13 y 0.25 UA para los aymard y
mapuches respectivamente. Resultados: L.os mapuches en general mostraron alta prevalencia de /1. pylori. (8198,
819%) de ellos 2027 (T4%) eran hombres v 6171 (86%) mujeres. En ambos casos los titulos predominantes
fueron bajos (0.5 UA). Los hombres de entre 40 a 59 afios presentaron fa mayor tasa de anticuerpos, mientras que
las mujeres lo hicieron entre 20 y 39 afos. La etnia avmard demostro asimismo una alta seroprevalencia (119122,
98%) de TG para f1 prfori. que incluyo a todas las mujeres (88/88, 100%) y en el 91% (31/43) de los hombres.
Los aymaras tenian en contraste a los mapuches titulos muy elevados (-2UA) de 12G en el 73% (39/119) de. los
individuos evaluados. Con respecto a la edad. la mayor tasa de anticuerpos se observo en el rango de 40 a 59 afos
para ambos sexos. Conclusiones: |os datos muestran una alia seroprevalencia de anticuerpos para /. pvlori en
las poblaciones de dos etnias aborigenes de Chile. cabria verificar si los mayores titulos de los aymaras se
relacionan con el desarrollo de cancer géstrico, v comparar asimismo la virulencia de las cepas infectivas.

125.- EVOLUCION DE LA RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN /lelicobacter pylori EN
CONCEPCION, CHILE. PRIMEROS AISLAMIENTOS DE CEPAS RESISTENTES A TETRACICLINA
{Antimicrobial resistance evolution among Helicobacter pylori in Concepeion. Chile. First isolation of
tetracvcline resistant strains).

Gonzilez, C.'. Rivera, N.', Daroch. I'.', Kawaguchi, F., Vega, F. y Garcia, A’

'Depto de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas. Depto de Medicina Interna. Facultad de Medicina.
Universidad de Concepeiin. "ACHS ( ‘oncepcion.  F-mail  carlosgiactudec.cl

Fundamento- La resistencia a antimicrobianos de uso comun en el tratamiento de erradicacion de infecciones por
H. pylori constituye un problema en salud publica y se asocia con persistencia de la infeccion y un alto costo para
el sistema de salud. El objetivo del presente trabajo es mantener una vigilancia epidemiologica de la resistencia de
H. pylori con el proposito de detectar su evolucion ¥ pesquisar cepas resistentes frente a antibioticos normalmente
activos contra este MicroorEanismo,

Métodos: las cepas se aislaron a partir de biopsias gastricas de antro y cuerpo sembradas en agar Columbia
suplementado con sangre de caballo ¢ inhibidor Dent. La incubacion se realizo en microaerofilia a 37°C por 4
dias. La susceptibilidad se investigé por difusion en agar con discos de Metronidazol 5/ lg, Amoxicilina 2ug,
Subcitrato de bismuto 60ug. Claritromicina Spg v Tetraciclina 30ng

Resultados: Sc aislaron 392 cepas entre enero 2000 a septiembre 2004, observandose la mayor prevalencia de
cepas resistentes el afio 2003: Metronidazol (52.6%), Claritromicina (21.9%4) Subcitrato de bismuto (15.3%) ¥
resistencia transitoria a Amoxicilina (4.2%). Recientemente, se aislaron las primeras 2 cepas resistentes a
Tetraciclina. de las cuales solo una exhibe el fenotipo que indica la literatura; es decir, resistencia simultanea a
Metronidazol. L.a comparacion del patron de resistencia en cepas aisladas de antro y cuerpo en 247 pacientes,
sugiere que existe una distribucion aleatoria de las cepas resistentes,

Conclusion. .05 resultados apoyan la necesidad de realizar estudios de resistencia antimicrobiana en aislamientos
clinicos v mantener una vigilancia epidemiologica de la evolucion de Ta resistencia en la especic.

Financiamiento Proyecto DIUC N° 203.036.025-1.0, Universidad de Concepcidn.
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126.- DETERMINANTES GENETICOS DE LA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN CEPAS
MULTIRRESISTENTES DE Shigedla AISLADAS EN SANTIAGO EN EL VERANO DFEL 2004

(Genetic analysis of antibiotic-resistance determinants in multidrug-resistant Shigefla strains isolated during
summer 2004 in Santiago, Chile).

Salas, R'., Pinchi, M.". Saldias. S.". Contreras. 1'. Fenandez. P, Ulloa. MT. v Toro. CS.  'Lab. de
Microbiologia, Fac. Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. "Servicio de Pediatria Hospital Clinico y 'Lab. de

Antibidgticos, Programa de Microbiologia y Micologia, ICBM. Fac. Medicina. Universidad de Chile.

Las infecciones por Shigeifa se mantienen como un problema de salud publica en los paises en vias de desarrollo.
Mas aun, la mayoria de las cepas presenta altos niveles de resistencia a antibioticos. En este trabajo se
caracterizaron los determinantes de resistencia de 33 cepas de Shigella spp. 24 S sonnei v 9 S. flexneri, obtenidas
de nifios con diarrea de distintas areas de Santiago. Mediante PCR se analizo la presencia de los genes Alapp,
blagya. tetd, cat. dhfrla dhfellle, dhfrVII, ¥ su asociacion con los integrones clase |, 2 y 3. Nuestros resultados
indican que todas las cepas analizadas presentan resistencia a uno o mas de los antibidticos estudiados. Las cepas
resistentes a cloranfenicol poseen el gen cat. La mayor parte de las cepas resistentes a tetraciclina poseen el gen
rer4(B). La resistencia a ampicilina se asocia con mayor frecuencia a la presencia del gen Alagy . en S flexneri y al
gen blaypy en S sonner. La resistencia a trimetoprim estd codificada en difrla en S, flexneri v en dhfrllic en
S.sanmei. EI 100% de las cepas de S flexneri posee integrones clase 1 y clase 2 simultanecamente, en tanto que sélo
cl 8.3% de las cepas de S sonnei analizadas presenta estos elementos génicos, una con integron clase 2 y una con
ambos integrones. El integron clase 3 no se detectd en ninguna de las cepas estudiadas. Cabe destacar la presencia
del integran clase | asociado al gen dhifila en 2 de las cepas de S. sonnei. va que en estudios de vigilancia de
resistencia realizados en afios anteriores (desde 1995 al 2002) nunca se detecto la presencia de estos marcadores
de resistencia. Estos resultados sugieren eventos de transferencia horizontal recientes que subrayan la importancia
de mantener una vigilancia activa del fenotipo y genotipo de la resistencia a antibioticos en este patogeno.

FINANCIADO por proyecto Universidad de Chile DI SAL 03/16-02

127.- SUSCEPTIBILIDAD DE Arcobacter buizleri AL SUERO HUMANO (Susceptibility of Arcobacter
butzieri 1o human blood serum)

Wilson, M: Otth.L: Fernandez H; Aron, R. Instituto de Migrobiologia Clinica. Facultad de Medicina, Universidad
Austral de Chile. mwilson{auach.cl

Fundamento: drcobacter hwizleri, es una bacteria zoondtica, reconocida como un palogeno emergente intestinal,
que también puede estar involucrada en infecciones extraintestinales, tales como bacteremia y endocarditis.
Algunos de los mecanismaos de patogenicidad de esta bacteria va han sido determinados. sin embargo la accion del
suera normal como  electo protector ¥ ¢l rol del complemento como mecanismo defensivo del huésped no han
sido estudiados,

El propésito de este trabajo fue determinar la susceptibilidad de 10 cepas de A, butzileri | aisladas de diferentes
origenes, al suero normal, deficiente en inmunoglubulinas y en complemento,

Método: Se confrontaron suspenciones equivalentes a 2x10" de las cepas de A. butzleri frente a los distintos tipos
de suero sin diluir ¥ diluidos al 10, 30, 50 ¥ 70%. Cada mezcla de incubad por 15, 30 y 60 minutos y se procedio a
realizar recuento mediante el método de Miles v Misra.

Resultados: La mayor actividad bactericida se observo con el pool de suero normal v los rangos de sobrevida mas
altos se obtuvieron en el suero inactivado. El suero hipogamaglobulinémico con niveles de complemento normal
mostraron actividad bactericida.

Conclusién: A huizleri es altamente susceptible a la actividad bactericida del suero humano. Los resultados
obtenidos sugieren que esta bacleria es capaz de activar el complemente por la via alterna.

Finaneciamiento: proyecto FONDECY T 1030245 y proyecto DID-20040)]



128.- OCURRENCIA DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y METALES PESADOS EN CEPAS DF,
Aeromonas SPP DEL RiO LOA, 11 REGION - CHILE. (Ocurrence of antibiotic and heavy metals resistance on
Aeromonas spp strains of the Loa river, I Region - Chile).

Silva' J, Espinoza H', Lizama C', Kiihn I'. Colque-Navarro P, Mallby R™. 1. Depto Tecnologia Médica-INDES.
Universidad de Antofagasta. E-mail; jsilva@uantof.cl. 2. Microbiology and Tumor Biology Center, Karolinska
Institute, Estocolmo, Suecia,

El rie Loa atraviesa ¢l desierlo de Atacama con un recormido de 420 Km, desde el volcan Mifio hasta su
desembocadura en el Océano Pacifico. | Region. Es un importante recurso hidrico en el norte de Chile y ha sido
afectado con episodios catastroficos que han contaminado sus aguas. Diversos estudios fisicos-quimicos han sido
realizados para explicar su contaminacion. Nuestro objetivo es conocer el efecto de las actividades humanas en la
ocurrencia de resistencia a antibidticos y metales pesados en cepas de deromonas spp presentes en el rio Loa.
Muestras de agua y sedimientos fueron recolectadas (en duplicado) de 22 estaciones a lo large del rio. Se aislaron
156 cepas v se identificaron 7 especies dilerentes de Acramonas, destacandose 4. hvdrophila (29,5% ), A. veronii
(22.4%), A caviae (12.2%). A. media (11,5%) y A. sobria (10,9%. Se determino la susceptibilidad a diversos
antibioticos ¥ a varios metales pesados. por téenica de dilucién seriada en agar. Se aprecia una elevada resistencia
a ampicilina y una escasa resistencia a nitrofurantoina. estreptomicina v tetraciclina. Las cepas de Aeromonas
exhibieron una elevada resistencia a los metales. con una CMI de 3.200 pg/ml frente a Pb y As. 1.600 pg/ml a Cu
v 400 pg/ml a Cd. El aislamiento de cepas de Aeromonas con CMI elevadas a los metales. se hace mayor hacia la
desembocadura del rio. pero lambién estan  presentes en el nacimiento y en todo el recorrido del rio. Estos
resultados sugieren un posible origen natural ¥ un origen antropogénico de la polucion metiélica del rio Loa, que
ha contribuido a la resistencia a metales pesados de las cepas de Aeromonas que habitan las aguas del rio Loa.
Financiado por: Provectos PROIM 1337 y PEI 1353, DINV, Universidad de Antofagasta.

129.- PARTICIPACION DE BOMBAS DE EFLUJO EN LA RESISTENCIA A QUINOLONAS EN
BACILOS GRAM NEGATIVOS DE ORIGEN HOSPITALARIO. (Flflux pumps in quinolone resistance of
nosocomial gram-negative bacilli)

Ibadez, D.'. De la Fuente, M. Gonzalez, G.', Bello, H.', Sepulveda. M7 Mella, S°, Zemelman, R,
Dominguez, M.' 'Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas. ‘Departamento de Medicina
Interna,

Facultad de Medicina. Universidad de Concepcion. 'Facultad de Ingenieria v Tecnologia. Universidad San
Sebastian. Chile. dibanezi@ugdec.cl

Las bacterias poseen una serie de transportadores denominados bombas de eflujo capaces de expulsar un amplio
namere de agentes antibacterianos, Estos sistemas impiden la interaccion de los compuestos con su sitio blanco,
otorgandole a la bacteria una multiresistencia infrinseca, limitando las opciones terapéuticas y dificultando el
tratamiento de enfermedades infecciosas. El objetive del estudio fue determinar la participacion de bombas de
eflujo en ia resistencia a quinolonas en cepas de bacilos Gram negativos hospitalarios. Se incluyé 86 cepas de
bacilos Gram negativos, resistentes a una o mas quinolonas, aisladas en diferentes centros hospitalarios. La
presencia de bombas de eflujo se detectd mediante la determinacion de fa concentracion minima inhibitoria (CMI)
de acido nalidixico, ciprofloxacina, levofloxacina vy moxifloxacina. en presencia y ausencia del inhibidor de
bombas de eflujo MC 207110 ( Phe-Arg-fi-naphthyvlamide. Sigma). La CMI se determing por dilucion seriada en
agar, segan las normas establecidas por NCCLS. De las cepas estudiadas. 74.8 %0 presentd una disminucion de la
CMI a alguna de las quinolonas en presencia del inhibidor de bombas de eflujo. La inhibicion de las bombas
disminuyé la CMI de acido nalidixico. ciprofloxacina, levofloxacina ¥ moxifloxacina en 30%, 23%, 58% y 72%
de las cepas, respectivamente. Se concluye que las bombas de eflujo tienen un rol importante en la resistencia a
quinolonas. siendo un fenomeno complejo en el cual pueden estar involucrados varios sistemas de expulsion
activa que podrian estar relacionados con la estructura quimica de los compuestos.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1040482



130.- CARACTERIZACION DE LA RESISTENCIA A AMINOGLICOSIDOS EN CEPAS CLINICAS Y
AMBIENTALES DE ENTEROCOCOS AISLADAS EN ANTOFAGASTA. (Characterization of the
aminoglycoside resistance in clinical and environmenial strains of enterococei isolated in Antofagasta). Rodriguez
Y', Silva J', Arava I', Kiihn I°, Colque-Navarro P°, Méllby R”, 1. Departamento de Tecnologia Médica - INDES,
Universidad de Antofagasta, Casilla 170. Antofagasta, Chile. E-mail: jsilva@uantofcl. 2. Microbiology and
Tumorhiology Center, Karolisnka Institute, Estocolmo, Suecia.

La resistencia a los aminoglicosidos a altas concentraciones en enterococos esta mediada por enzimas
modificantes de aminoglicosidos codificadas en su mavoria por genes plasmidiales. La enzima bifuncional
AAC(6')- APH(2) es detectada con mayor frecuencia v otorga resistencia a la mayoria de los aminoglicdsidos.
con excepcion de estreplomicina, constituvendo un serio problema terapéutico. En este estudio se caracterizo la
resistencia a los aminoglicosidos, en forma fenotipica y genolipica, de 84 cepas de enterococos aisladas de
muestras clinicas (S1) v cames de pollo (33) en Antofagasta, identificindose £ faecalis (90%), £, faccium (6%).
E gallinarum (3%0) v E raffinosus (1%s). Las CMIs se realizaron por dilucion en agar. Fenotipos bioquimicos
fueron identificados por el sistema Phene-Plate v el gen de Ja enzima AAC(6') - APH(2") fue amplificado por
PCR. EI Ph-Plate identificé 25 fenotipos bioquimicos dilerentes, siendo predominantes fenotipos C5 (21 cepas) y
C4 (17 cepas) presentes en cepas clinicas y de pollos. Un gran namero de cepas presenté multiresistencia
antibiotica. exhibiendo en ambos tipos de aislados mas del S0 % resistencia a tetraciclina y a gentamicina 37% en
las cepas clinicas y 10% en las de pollos. Sélo. cepas clinicas mostraron resistencia a ciprofloxacino (28%) v
estreptomicina (18%). Las cepas clinicas v de pollos presentaron una elevada susceptibilidad a ampicilina. Diez
cepas seleccionadas por Ph-Plate v con resisiencia a altas concentraciones de gentamicina v amikacina (> 1000
ug‘ml) en ensavos por PCR presentaron ¢l gen aac(i)-fe aph(2 "i-la. Estos resultados indican que las cepas de
E faecalis de origen clinico y ambiental de Antofagasta presentan este gen bifuncional, constituyendo un grave
problema para la terapia médica,

131.- CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA PUDRICION ACIDA EN
UVA DE MESA. (Characterization of microorganisms associated to “sour rot” in table grapes). Figueroa A.F,
Troncoso M, Rivas P, Figueroa . Laboratorio de Microbiologia, INTA, Universidad de Chile. F-mail:
afigueroai@inta.cl

La produccion de uva es una importante actividad econdmica que se ha visto afectada por la pudricion acida, cuya
etiologia es controversial pero asociada a hongos, levaduras y bacterias acéticas. Objetive. Comparar la presencia
de hongos, levaduras y bacterias acéticas en uvas ov. Thompson seediess y Red globe con v sin sintomas de
pudricion dcida y muestras ambientales. Métodos. Se estudio hongos, levaduras y bacterias acéticas en 320
muestras (216 de uvas enfermas y 104 de uvas sanas) provenientes de las Regiones IV, V, Metropolitana y V1 en
diferentes etapas fenologicas de la vid. Resultados. Fl 82% (85/104) de las muestras sanas mostraron bajos
recuentos de hongos filamentosos yio levaduras (107 UFCig), mientras que las bacterias acéuicas fueron solo
detectadas en un 8% (8/104) de las muestras con recuentos inferiores a < 10 UFC/g. En uva enferma, la presencia
de hongos filamentosos y/o levaduras fue superior al de muesiras sanas (96 %a; 207/216) v evidencid recuentos
superiores ( 10° UFCig y 10° UFCig respectivamente). La presencia de bacterias acéticas en muestras enfermas se
elevo a un 52% (113/216) con recuentos atin mayores, hasta 10° UFC/g. En cuanto a las etapas fenoldgicas, los
recuentos de hongos se mantuvieron en 10" UFC/g, mientras que las levaduras presentaron un alza importante
hacia la cosecha (de 10" a 10° UFCig), al igual que las bacterias acéticas (de <10 a 10° UFCig). Conclusion. El
incremento de los recuentos de levaduras ¥ bacterias acéticas en uvas enfermas y los recuentos constantemente
bajos de hongos filamentosos sugieren que parece necesario revisar la teoria actual de que esta patologia tiene un
origen fundamentalmente fungoso. Financiamiento: FONTEC 203 3498



132.- ADHERENCIA DE CEPAS DE Lactobaciflus spp. A TEJIDO ESTOMACAL DE TRUCHA
ARCOIRIS: POTENCIAL USO PROBIOTICO EN ACUICULTURA (Adherence of Lactobacillus spp.
strains to rainbow trout stomachal tissue: Potential probiotic use in aquaculture ).

Cofré, I'. Encina. M'., Castro, E'". 'Lab. Bacterias Lacticas. Ul de Concepcion; 'Depto. Obstetricia y
Puericultura. Fac. Medicina. U, de Concepcion. ercastroi@udec cl

Fundamento: 1.a capacidad de adherencia al tejido gastrointestinal del huésped es un atributo esencial que deben
poseer las cepas para potencial uso prohidtico en la acuiculiura,

Métodos: Se investigo la adherencia a tejido estomacal de trucha arcoiris de nueve cepas de Lactobacillus spp.
con propiedades benéficas. aisladas desde centros de cultivo de este salmonideo en la Octava Region. Las cepas
fueron activadas v cultivadas a 20°C. Se extrajeron Smm’ de estomago de los peces los que fueron incubados por
una hora con las cepas seleccionadas. La cuantificacion de la adherencia se realizo mediante la siembra de
diluciones sucesivas en medios especificos para Lactobacifius spp. Se empled microscopia electronica de barrido
para visualizar la ocurrencia del fenémeno.

Resultados: Las bacterias adheridas al tejido estomacal, alcanzaron valores concentraciones de hasta 2 x 107
UFC/ml. El fenémeno ocurrio en todas las cepas ensayadas v a través de la microscopia electronica se pudo
constatar la formacion de biopelicula en la superficie de la mucosa estomacal,

Conclusion: Se dispone de cepas de Lactobacilfus spp. altamente colonizantes del tejido estomacal de trucha
arcoiris. con las que se continuaran estudios de interaccion con los patagenos aislados con mayor frecuencia en
esta especie de salmonideo.

Esta investigacion fue desarroflada con aportes del Proveeto Fanova Bio Bio N°0O3-BI1-203L1.

133.- RELACION ENTRE FL RECUENTO BACTERIANO EN LECHFE DE ESTANQUE Y EL TIPO
DE CAMA USADO EN LA ESTABULACION DE VACAS LECHERAS { Relationship between total bacteria
count in bulk tank milk and different tvpe ol bedding material used for dairy cows)

Salgado,M.; Kruze,).: Mella,A. Instituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias. Universidad Austral de Chile,
Casilla 167, Valdivia miguelsalgado@@uach.cl

INTRODUCCION. El material de las camas usado en la estabulacion en los rebafios lecheros puede contener
millones de potenciales patogenos mamarios v contribuir considerablemente en ¢l recuento bacteriano de la leche
cruda a nivel predial. El objetivo del presente trabajo lTue determinar Ja relacion existente entre el recuento
bacteriano en diferentes tipos de cama v el recuento bacteriano en leche de estangue en diferentes rebafios bovinos
de lecheria.

METODOS. Se recolectaron simultdneamente muestras de camas orginicas (aserrin, paja, viruta) e inorganicas
(arena) v muestras de leche de estangue en 20 rebanos lecheros. Todas las muestras se sembraron en agar sangre,
agar MacConkey v en medio Petrifilm (PF) para bacterias coliformes, enterobacterias ¥ bacterias aerobias, Los
resultados obfenidos fueron analizados mediante regresion lineal.

RESULTADOS. EI 70% (14) de los rebafios examinados utilizaban camas organicas y el recuento bacteriane en
este tipo de cama fue mayor (P < (105} que en las camas inorganicas, demostrandose una clara relacion lineal
entre el recuento bacteriano de las camas v el recuento bacteriano en leche de estanque. Los rebafios con mayor
recuento bacteriano de bacterias Gram negativo en las camas tuvieron también un mavor recuento bacteriano en la
leche de estanque.

CONCLUSIONES. El tipo de cama puede afectar el recuento bacteriano de la leche de estanque y el uso del
Petrifilm es un método apropiado ¥ mas rapido para el examen bacteriologico de camas.

FINANCIAMIENTO: DID-UACTH (Provecto N™ S-2003-40) 7 FAT-CORFO X Region



134.- SENSIBILIDAD DFEL POOL FECAL PARA EL AISLAMIENTO DFE Myvcobacterium avium subsp
paramberculosis EN VACAS LECHERAS INFECTADAS SUBCLINICAMENTE {Sensitivity of the fecal
pool culture method for the isolation of Mycobacierium avinm subsp paratuberculosis in subclinically infected
dairv cows)

Pradenas,M.; Kruze.l.; van Schaik,Gi. Instituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias. Universidad Austral de
Chile, Casilla 167, Valdivia mpradenas@uach.cl

INTRODUCCION. La Paratuberculosis bovina es una enteritis cranica de alta prevalencia en la X Region,
causada por Mycobacyerium avium subsp paratuberculosis (Map) v caracterizada por diarrea y enflaquecimiento
progresivo. La mavoria de los animales infectados excretan Map por las fecas y no desarrollan signos clinicos lo
que dificuha el diagnastico. El método de diagnostico mas utilizado es el cultivo lecal. pero es lento (16 semanas)
y de alto costo. por lo que se evalud la sensibilidad (SE) del cultivo de pool fecal como una alternativa mas
economica de diagnostico,

METODOS. Se seleccionaron 598 animales de 12 rebaiios infectados de la X Region y se realizaron cultivos
fecales individuales y poofs de 5 v 10 animales, empleando ¢l medio de Herrold con micobactina 1. Las colonias
sospechosas de Mup fueron confirmadas por PCR (IS900). Se evalud la sensibilidad de los pools para detectar
animales infectados comparado con la sensibilidad de los cultivos individuales.

RESULTADOS. EI 7% (42) de los cultivos individuales resultaron positivos a Map. La SE de los pools de §
animales fue 43.2% v la de 10 animales fue 46.4%.

CONCLUSIONES. El cultivo de pool fecal es il v mis economico que el cultivo individual, pero la
sensibilidad esta influenciada por el nimero de bacterias excretadas por las fecas v por la prevalencia de infeccidn
predial.

FINANCIAMIENTO. DID-UACH ( Proyecto N" S-2003-40) / FAT-CORFO X Region

135.- RESISTENCIA BACTERIANA A FENICOLES EN CENTROS DE CULTIVOS DE TRUCHA
Onchorfivchus mykiss. (Bacterial resistance to phenicols in trowt farming Onchorhvnchus mykiss)

Fernandez, C.', Lopez. ¥.'. Aguilar A.'Miranda, C.°, Bello, 1., Dominguez, M." y Gonzalez. G."

'Depto. Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas, U, de Concepcion. “Depto. Acuicultura. Fac. de Ciencias
del Mar. U. Catélica del Norte. clfernandezi@ udec.cl

En Chile es frecuente el uso de fenicoles, entre ellos Morfenicol, para prevenir v controlar bacterias patogenas en
centros de cultivos de salmdnidos, seleccionando v manteniendo bacterias resistentes a estos compuestos, que
actian como reservorios de genes de resistencia. Esta resistencia puede ser transferible produciendo efectos
ambientales importantes ¥ constituye un riesgo para la salud humana ¥ animal. Sin embargo, aiin no se han
realizado estudios destinados a evaluar el rol del uso intensivo y prolongado de este antibidtico en este medio
ambiente, El objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de resistencia a fenicoles en cepas bacilos Gram
negativos (BGN) asociadas a pisciculturas,

Se incluy5 125 cepas de BGN aisladas en dos pisciculturas, obtenidas desde truchas. agua v, asi como también, de
alimento peletizado. Se les determino los perfiles de resistencia a diversos antibidticos ¥ su nivel de resistencia a
fenicoles, de acuerdo al NCCLS, La mayoria de las cepas fue susceptible a todos los antibidticos ensayvados; sin
embargo, se encontro que 67,2 % de las cepas fue resistente a ampicilina. 53,6 "% a florfenicol. 39.2 %% a
cloranfenicol y 5.6 %% a tetraciclina. Se observo un clevado nivel de resistencia entre las cepas resistentes a
fenicoles. determinandose que la CMIs, v CMIy para florfenicol fue de 128 v 256 ug/ml. respectivamente. En el
caso de cloranfenicol los valores fueron de 64 ¥ 256 ug/ml para la CMIs, ¥y CM Ly, respectivamente.  Se concluye
que el uso de fenicoles en pisciculturas selecciona cepas con elevado nivel de resistencia a estos compuestos, las
que padrian actuar como un reservorio de genes de resistencia a esfe y otros grupos de antibioticos,

Financiado por Proyecto FONDECYT 1040924
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136- RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN BACILOS GRAM NEGATIVOS AISLADOS EN
PISCICULTURAS DE LA VIl REGION DE CHILE (Amtibiotic resistance among Gram-negative bacilli
isolated from fish farms of VI Region of Chile)

Aguilar, A.'. Fernandez. C.", Lépez, Vi Dominguez, M. Bello, H.', Castro, E.°, Miranda, C.° y Gonzalez, Gt
'Depto. Microbiologia. Fac. Cs. Bioldgicas. “Fac. de Medicina. 1. de Concepeion. 'Depto. Acuicultura, Fac. Cs.
Del Mar, L. Catélica del Norte. Chile. alaguilai@udec.cl

En Chile la salmonicultura, de creciente desarrollo en la nltima década, favoreceria la ocurrencia y proliferacion
de infecciones bactlerianas, causando pérdidas economicas significativas al pais. En este contexto, el uso de
antibioticos para prevenir la presencia de bacterias patogenas resulta un efectivo método de control. Sin embargo,
esta prictica trae como consecuencia la seleccion v mantencion de bacterias resistentes a los antibidticos en el
ambiente acudticos. El objetivo de este trabajo fue determinar el comportamiento de cepas de bacilos Gram
negativos (BGN) aisladas de centros de cultivo de (nchorfivnchus myvkies. frente a antibiGticos cominmente
utilizados en pisciculturas, Se realizo recuento total de BGN v BGN resistentes a tetraciclina (TE), florfenicol
(FFC) v dcido oxalinico {OA) en muestras de agua. peces v alimento peletizade, obtenidas en dos pisciculturas de
la V11 Region de Chile. De las placas de recuento se seleccionaron 308 cepas v se investigo su susceptibilidad a
nueve antibioticos por el método de difusion en agar (NCCLS). Los recuentos de BGN resistentes en muestras de
agua fueron del orden de 107 ufc/ml para FFC v OA, no se aislaron bacterias resistentes a TE. En cambio. en las
muestras de peces ef recuento fue mavor ( 10" ufc/ml) v se aislo bacterias resistentes a TE. La resistencia a los
otros antibioticos varié entre 5.2 " para enrofloxacina ¥ 79.8 "o para ampicilina. Se concluye que las BGN
aislados de los centros de cultivo en estudio son frecuentemente resistentes a ampicilina, florfenicol ¥
cloranfenicol,

Financiado por Proyecto FONDECYT 1040924 ¢ INNOVAD3-BI-205L1

137.- PROTEINA RECOMBINANTE PSA A DE 8§ puenmonice, UNA ALTERNATIVA PARA FEL
DESARROLLO DE VACUNAS HUMANAS Y VETERINARIAS. (Psa A Recombinant protein of §
pnewmoniae, an alternative in the development of human and veterinary vaccines).

Becerra, JLE .. Gonzilez, P.. Canales. A., Maldonado. A, Riveros, B., Vasquez, A. Centro de Investigacion y
Desarrollo. Departamento de Produccion.  Seccion de bacteriologia. Departamento de Laboratorios de Salud.
Instituto de Salud Piblica de Chile.

Fundamento: Streptococcus preumentige agente causal de pneumonia, otitis media y meningitis. La dificultad en
el desarrollo de vacunas efectivas es la existencia de 90 serotipos de esta bacteria, en el mercado se puede
encontrar a la fecha. una vacuna compuesta de polisacaridos de 23 serotipos v otra compuesta por 7 polisacaridos
conjugados a una proteina transportadora.

Pneumococcal surface adhesin A (Psa A) de S prenmoniae, es una proteina de superficie que confiere virulencia
a la bacteria, altamente inmunogénica v conservada en los 90 serotipos existentes. Se describe homologia con una
proteina de S equi. agente causal de Papera equina. El objetivo de este trabajo es purificar la proteina
rezombinante Psa A de S. prewmonice para su posterior formulacion como vacuna v evaluacion de la respuesta
inmune en modelo murino,

Métodos: Fl gen psad fue amplificado por PCR desde una suspension bacteriana del serotipo de mayor
prevalencia en Chile. El producto de PCR obtenido fue subclonado en el vector de expresion pETISb v la proteina
expresada v purificada desde E.coli BL2IDE3. El vector pET1Sh adiciona en su extremo 57 seis residuos de
histidina. que se ulilizan para purificar la proteina mediante columnas de alinidad de NI-NTA. El gen expresado
fue secuenciado v comparado mediante Blast con otras secuencias descritas en la literatura.

Resultados: Se expresd y purifico la proleina recombinante Psa A de 8. pneumoniae desde E.coli BLZ1DE3. La
proteina es soluble en ¢l extracto bacteriano v de un tamaiio aproximado de 37 KDa. La secuencia del gen clonado
tiene un porcentaje de identidad de alrededor de 90% con otras secuencias descritas para este gen y presenta una
region de 109 nucledtidos con una identidad del 80% con una proteina descrita en S equi.

Conclusiones: La proteina Psa A recombinante obtenida tiene alta identidad respecto de las descritas en la
literatura, ademas la homologia con & equi, nos permitira evaluar distintas formulaciones de esta proteina. tanto
en prototipo de vacuna humana. como velerinaria.

Financiamiento: [SP
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138.- PREVALENCIA DE Campyiobacter jejuni EN CARNES DE AVE (Campylobacter jejuni prevalence
in poultry meats)

Figueroa A., Ruiz M., Adriazola P. ¥ Figueroa G. Laboratorio de Microbiologia, INTA. Universidad de Chile.
efigueroi@uchile ¢l

Campylobacter jejuni (Cf) tiene como reservorio natural a las aves v los alimentos derivados de ellas estan
frecuentemente implicados en ETAS. Este agente es la principal causa de gastroenteritis a nivel mundial y en
ocasiones { 1-4%) puede derivar en una grave neuropatia. el Sindrome Giiillain-Barré, que pone en serio riesgo la
vida de individuos en grupos etarios extremos, tales como niios v adultos mayores. En Chile se ha observado una
disminucion de la prevalencia de (j en aves, sin embargo se desconoce informacion en carne de ave congelada.
Objetivo: Comparar la prevalencia de (. en aves vivas previas a su facnamiento. en pollos broiler frescos vy
congelados listas para el consumo humano. Métodos: Se analizo la presencia de (7 de 100 muestras cloacales de
aves vivas previo al faenamiento y en 190 muestras de carne de ave (90 pollos frescos v 100 pollos congelados)
tomadas al azar en diferentes supermercados de la Region Metropolitana. Las torulas cloacales fueron sembradas
en agar Skirrow v mCCDA. e incubados por 5 dias a 42°C en atmosfera microaerofilica. Todas las muestras de
carne fueron sometidas a pre-enriquecimiento en caldo Exeter modificado por 24 horas a 37 °C en microaerofilia,
luego traspasadas a agar Skirrow y mCCDA e incubadas hasta los 5 dias a 42°C. Resultados: La prevalencia de
C'f en las muestras fecales fue del 47% (47/100), en las muestras frescas de un 45% (50/90) v una tasa menor
(12%) fue observada en carne de ave congelada. Conclusiones: El estudio muestra que (7 sigue siendo un
patogeno frecuente en aves, se observa ademas una disminucion en la prevalencia en la camne de ave congelada lo
que sugiere que este procedimiento disminuye la viabilidad de este agente v por consiguiente el riesgo asociado a
la exposicion humana de productos contaminados con ()

139- IMPLEMENTACION DE UN ELISA INDIRECTO PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS
CONTRA Leptaspiva interrogans EN EL GANADO BOVINO (Development of an indirect ELISA for
detection of antibodies against Leptaspira interragans in cattle).
'Mancilla, C.. 'Gonzalez. P., "Moreno. R., "Urra, |.. 'Riveros. B, 'Bass. M. 'Vasquez, A. 'Centro de
Investigacion y Desarrollo. Departamento. Produccion., "Seccion Espiroqueta. Departamento Laboratorios de
Salud, Instituto de Salud Pablica de Chile. "Universidad Mavor.

Fundamento: La leptospirosis es una zoonosis bacieriana de distribucion mundial. En el ganado bovino provoca
importantes pérdidas economicas por sus efectos en la repreduccion tales como abhortos, mortinatos, nacimientos
de crias débiles e infertilidad. Pese a ser la técnica oficial de diagndstico, la Microaglutinacion (MAT) cuenta con
desventajas como la dificultad y alto costo para el mantenimicento de las cepas de leptospira, ¢l potencial riesgo
para el personal de laboratorio, la dificullad de realizarla en laboratorios de rutina y la complejidad para
estandarizarla. Esto lleva a la necesidad de desarrollar una técnica de diagnostico. como el test de ELISA que a
diferencia del MAT sea rapida. efectiva, de menor costo y menor riesgo biologico.

Métodos: Las placas de ELISA Tueron activadas con una suspension bacteriana ohtenida desde un cultivo de 10
serovares de leptospira. Estos cultivos fueron centrifugados, lavados v sonicados.  La suspension ohtenida fue
cuantificada en su concentracion de proteinas ¢ incorporadas en la fase solida. La determinacion de la
concentracion optima de antigeno v de la dilucion de conjugado se realizo utilizando sueros controles negativo y
posilivo previamente calificados como tales por MAT. Determinados €stos parametros. se evaluaron 35 muestras
de suero bovino aportadas por el Servicio Agricola v Ganadero con ¢l objeto de comparar los resultados obtenidos
por MA'T con los obtemidos por el ELISA implementado.

Resultados: Los parametros que mejor discriminaron entre suero control positive ¥ negativo fueron una
concentracion de anligeno de 1.6 ug/pocillo v una dilucion de conjugado de 171500, La evaluacion de las muestras
arrojo una concordancia de un 82.8% entre los resultados de MAT y ELISA.

Conclusiones: El test ELISA es una prueba efectiva en la determinacion de anticuerpos antileptospirales en
bovinos. Es una técnica estandarizable y segura que puede ser utilizada como prueba preliminar en el diagnostico
de la enfermedad.

Financiamiento: Instituto de Salud Publica de Chile,



140.- CAPACIDAD DE ADHERENCIA DE Arcobacter buizier: AISLADO DE SERES HUMANOS,
ANIMALES RESERVORIO Y VEHICULOS DE TRANSMISION (Adherence of Arcobacter butzleri
isolated from human beings, animal reservoirs and transmission vehicles)

Inzunza, F'.. Wilson'. M., Otth'. L., Vandenberg, O, Fernandez. H'. 'Instituto de Microbiologia Clinica.
Facultad de Medicina. Universidad Austral de Chile. “Saint Pierre University Hospital. Bruselas. Bélgica.
Vaidivia.Chile. E-mail dallerinzufathotmail com

Fundamento: Fl género Arcobacter agrupa bacilos gram negativos. curvos, moviles por flagelacion polar,
capaces de crecer hajo condiciones aerobicas ¥ microacrofilas. De habitat diverso, reconoce como reservorio a
varias especies de aves v mamileros. Arcobacter butzleri es considerado un patogeno emergente y la especie del
género mas frecuentemente aislada habiendo sido asociada a bacteremia, cuadros diarreicos v peritonitis.
Postulando que A hwizleri es capaz de adherirse a células epiteliales. el objetivo de este trabajo es establecer la
capacidad de adherencia de A. butzleri a células HEp-2.

Métodos: Se determing la capacidad de adherencia de 30 cepas de A, buszleri aisladas de seres humanos (10),
menudencias de pollo (6). carcasa de pollo (4). fecas de bovino {1y v de pelicano (5). macerado de mariscos (3) y
agua (1). Las monocapas fueron inoculadas con | ml de una suspension hacteriana ( 10" células/ml) en RPMI con
10% SFB e incubadas por 3 h a 37°C en 5% CO.. Posteriormente fueron lavadas, fijadas v tefiidas con May
Griinwald-Giemsa. 1.a adherencia fue cuantificada por microscopia de contrasie de fase determinando el mimero
de células que presentaban bacterias adheridas (porcentaje de adherencia) v el nimero de bacterias por células.
Resultados: El 100% de las cepas estudiadas presento adherencia siendo las cepas aisladas de pelicano las de
mayor capacidad adherente (98%). seguidas de aquellas de origen humano v de carcasas de pollo (95%). La cepa
aislada de agua presentd la menor capacidad adherente {46%5).

Conclusion: Los resultados obtenidos permiten inferir que A. burzleri, presenta como eventual mecanismos de
patogenicidad la adherencia a células Hep-2.

Financiamiento: provecto FONDECYT 1030245 y provecto DID-200401

141.- UN ESTUDIO DE ASOCIACION ENTRE RAM ¥ PATOGENOS BACTERIANOS EN POLLOS

BROILER { An Association Study for MAC and Pathogens ol Broilers)
Flores, A., Troncoso, M.. Rivas, P.. Figueroa. G. [.aboratorio de Microbiologia. INTA, Universidad de
Chile. alfloresiiuec. inta.uchile.cl

Los indicadores de contaminacion de los alimentos. Recuento de Acrobios Mesafilos (RAM), coliformes totales ¥
fecales v Enterobacleriaceas se emplean para predecir la probabilidad de que un alimente se encuentre
contaminado. F1 objetivo del estudio fue modelar la probabilidad de encontrar pollos broiler listos para la
comercializacion contaminados con Safmonclla sp, Campviohacter jejuni v Listeria monocytogenes, segin el
nivel de RAM. Métodos: Se analizo los resultados de 512 muestras. de las cuales. 273 procedian de Chile y 239
de Argentina, obtenidas entre marzo del 2003 ¥ septiembre del 2004. A cada una de ellas se les determino el RAM
v la presencia de Salmonelia sp. Campyiobacter jefuni 'y Listeria monocytogenes conforme a las metodologias
propuestas por la BAM-8. Se construyeron curvas ROC para establecer el punto de corte optimo v luego se
calcularon los respectivos Odds Ratios (OR). Resultados: Todas las muestras mostraron valores de RAM
inferiores a maximo permitido por el Reglamento Sanitario de los Alimentos {entre |01 y 28 x10° UFCig). La curva
ROC para € jejuni mostré que la sensibilidad y especificidad optimas fueron 0,5 y 0,55 respectivamente con un
punto de corte para RAM de 20 10°. EI OR de este punto fue de 1,21 (1C 95% 0,42 a 3,44). Para el andlisis de
asociacion con 1. monocviogenes. la combinacion optima de la sensibilidad v especificidad fue de 0,6 ¥ 0,75
respectivamente cen un punto de corle para el RAM de 25x 10°. Este punto dio un OR de 4,67 (1C 95% 0,67 a
32.49) Finalmente. en el caso de Salmoneila, la curva ROC entrego una sensibilidad y especificidad de 0.52 para
ambas variables con un punto de corte del RAM de 205107 con un OR de 118 (1C 95% 0,53 a 2.64).Conclusion:
Las carnes de aves destinadas al consumo presentan valores hajos de RAM y este pardmetro no se asocia con la
presencia de los patogenos estudiados. Por lo tanto seria necesario re-evaluar la

validez de RAM y otros indicadores en las condiciones actuales del proceso de faenamiento en la industria

avicola
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142.- MICROBIOTA BACTERIANA ASOCIADA A LOS DISTINTOS COMPARTIMENTOS DEL
TRACTO DIGESTIVO DE SALMONES. (Bacterial microbiota present in different segments of the digestive
tract of salmon)

Romero J., Navarrete P, Laboratorio Biotecnologia, INTA. Universidad de Chile. jromero@inta.cl

La microflora bacteriana del tracto gastrointestinal es considerada muy importante en mamiferos. pero ha sido
poco estudiada en peces. La comprension del papel de la microflora en salmones, en los procesos digestivos y en
la proteccion frente a patogenos. podria servir de base para aplicaciones biotecnologicas orientadas mejorar los
rendimientos en sistemas acuicolas. Fn salmones especialmente, se desconoce la composicion y distribucion de la
microflora en los distintos compartimentos del tracto gastrointestinal (estomago, ciegos pildricos e intestino).
Usando métodos convencionales de aislamiento en medio de cultivo solido se aislaron v caraclerizaron
bioquimicamente las bacterias mas abundantes en los compartimentos del tracto digestivo de salmones en estado
de alevin. El estudio se realizo en 10 peces individuales v en 2 pooles.

A pesar de que en cada uno de estos compartimentos ocurren diferentes procesos relacionados con la digestion y
absorcion de nutrientes. la poblacion bacteriana dominante en todos ellos correspondia a bacterias del género
Psewdomaonas spp como el mas abundante. Pscudomonas cepacia v P vesicularis constituyeron mis del 80% de
los aislados. Ofros géneros presentes en mucho menor proporcion lueron Agrobacterinm v Flavobacierium.

Provecto INC I03/07-2 de DID/Universidad de Chile.

143.- INFECCION POR COMPLEJO AMycobacterium fortuitum EN SISTEMA DE ACUARIOS DE PEZ
CEBRA (Danio rerio) (Mycobacterium fortuitum infection in laboratory zebrafish aquaria)

Ferndndez J.A.', Velasco M. °, Arava P'. Arias I, Diaz E' y Concha M.L." (1) Programa de¢ Anatomia v
Biologia del Desarrollo.  [CBM. Facultad de Medicina. Universidad de Chile, Unidades de Micobacterias (2) v
Desarrollo(3), Instituto de Salud Pablica. Chile jfernandi@med.uchile cl

Los peces de laboratorio mantenidos en sistemas de acuarios pueden sufrir infecciones que afectan su capacidad
reproductiva v sobrevida. En uno de nuestros sistemas se deteetd un brote de una enfermedad caracterizada por la
aparicion de ulceras en la linea media dorsal del pez cebra adulto, asociado con depigmentacion de la misma
region, aumento de volumen abdominal y lesiones hiperémicas advacentes a la aleta caudal. El andlisis
microscopico reveld un minimo exudado inflamatorio ¥ ausencia de bacterias en la dleera. En todos los casos, la
presencia de alcera fue seguida por fa muerte del pez en un plazo de 3 a 4 dias, siendo la 1asa de mortalidad global
de 1750 peces por semana.  Dada las caracteristicas clinicas se investigo una posible infeccion por micobacterias
para lo cual se realizaron cultivos que demaostraron presencia de abundantes colonias de complejo Mycobacterium
Sortuitum en homogenizados de visceras y en el agua de los acuarios, siendo las colonias escasas en las dlceras.
La identificacion micobacteriana tradicional fue conlirmada por genotipificacion. El examen histologico de tejido
de peces enfermos mostrd la presencia de bacilos dcido-resistentes,  Segon nuestro andlisis. la fuente de
micobacterias fue el agua potable utilizada rutinariamente para estabilizar la concentracion de carbonatos, Se
elimino el agua potable de la [Grmula de preparacion de agua, con lo cual no se registraron nuevos casos. En
conclusion, el complejo Mycobacterium forawitum puede causar enfermedad en peces cebra mantenidos en
laboratorie. Para evitar la infeccion, se sugiere no utilizar agua potable como parte de la preparacion de aguas de
peces. Ya que esta micobacteria causa lesiones cutaneas en humanos, ¢s recomendable la profilaxis de operadores
de acuarios mediante el uso de guantes.

Financiado por FONDECY T 1020902, Iniciativa Cientilica Milenio ICM PO1-007-F.




144.- EFICIENCIA DEL AGAR mCCDA, LIBRE DE SANGRE EN EL AISLAMIENTO DE
Campvlobacter jejuni DE MUESTRAS DE CARNE DE AVE CONGELADA (Effectiveness of mCCDA
medium agar for the isolation of € jejunt in freezing poultry meats).

Troncoso M., Morales M.E.. Rivas P. y Figueroa G. Laboratorio de Microbiologia, INTA, Universidad de Chile.
mtroncoid@ inta.cl

Campylohacter jefuni es la principal causa de enteritis asociada al consumo de alimentos a nivel mundial. Su
deteccion ¢ identificacion de alimentos es complicada, mas aun luego de los tratamientos aplicados a los
alimentos v la presencia de microbiota acompanante. Por ello generalmente son usados medios de cultivo
enrigquecidos altamente selectivos. El objetivo de este estudio fue comparar el uso del agar mCCDA libre de
sangre con agar Skirrow para detectar €' jepuni en muestras de came de ave congelada. Métodos. Se evalud
comparativamente la tasa de recuperacion de C jejuen en 475 muestras de carne congelada de pollo destinada al
consumo humano. Se realizd un pre-enriquecimiento (25 g) en caldo Exeter incubado a 37 C por 20 horas en
microaerolilia. F1 aislamiento se realizo simultaneamente en agar Skirrow v mCCDA. ineubado en microaerofilia
a 42°C observade a las 48 horas v 3 dias. La identificacion se realizo mediante microscopia v pruebas
hioquimicas conforme al esquema propuesto por Lior. Resultados, Fa presencia global de O jejuni se demostro
en 66/475 (14%) de las muestras, El agar Skirrow permitio asslar solo 22:66 (42%) muestras positivas para C
Jejuni al esperar 48 horas, ¢llo aumentd a 43/66 (65"} luego de 5 dias de incubacion. El agar mCCDA demostré
una mavor recuperacion de . jejuni. a las 48 horas se detectd en 3766 (56%) y en 49/66 (74) a los 5 dias,
Conclusion. La mayor recuperacion de € jejuni en muestras de alimentos se obtiene empleando ambos medios de
cultivo v extendiendo la incubacion hasta los S dias. El agar mCUDA es una excelente alternativa para el
aislamiento de este agente va que permite ademis disminuir el costo que significa la suplementacion con sangre.

GENOMICA Y BIOINFORMATICA

145.- MARCOS DE LECTURA ABIERTOS (ORFs) ALTERNATIVOS COMO UNA POTENCIAL
FUENTE DE NUEVA INFORMACION GENETICA. (Alternate Open Reading Frames (ORFs) as a Potential
Source of Novel Genetic Information)

'Veloso, F.. *Aliaga, D.. 'Lieph. R.. "Valdés, J. v "Holmes,D.
|. Laboratorio de Bioinformética v Biologia Genomica. Universidad Andrés Bello e Institute  Milenio de
Biologia Fundamental y Aplicada, Santiago, Chile y 2. Universidad de Santiago (USACH), Santiago, Chile.

fa velosoidyahoo.com

Fundamento: Teoricamente, el DNA puede ser leido en seis marcos distintos, tres por una hebra y otros tres por
su hebra complementaria. Se denomina marco de lectura abierto (ORF) a aquel marco que carece de codones de
término de traduccion en una extension determinada. En una region codificante, uno de estos seis marcos se
encuentra habitado por el gen correspondiente. Los cinco marcos de lectura allernativos restantes, si son abierios,
potencialmente pueden ser leidos para codificar una secuencia proteica. Las restricciones. ocurrencia y alcances
biologicos relativos a este fenomeno se presentan en este trabajo,

Métodos: 173 genomas, entre hacterias v archaeas. fucron analizados. Se buscd ORFs mayores que 300bp dentro
de los genes anotados, Con herramientas biomformiticas se determing ¢l nivel de conservacion de estos marcos
de lectura abiertos entre genomas, asi como la presencia en ellos de posibles motivos o dominios proteicos.
Resultados: Existen dos marcos alternativos privilegiados en la gencracion de ORFs, Uno de cllos se encuentra
en la hebra del gen (marco 13) con 165.000 ORFs, ¥ otro en la hebra complementaria (marco -1}, con 260.000. Se
detectod canservacion de una cantidad signilicativa de ORFs alternativos entre genomas, asi como la presencia de
motivos y dominios putativos como Prosite, ProDom y Pfam, Tales segmentos pueden ser donados a proteinas
existentes mediante eventos de recombinacion, transposicion o retrotransposicion.

Conclusion: Se satisfacen tres condiciones hasicas para que los ORFs alternativos puedan ser considerados como
un mecanismo evolutivo: (i) que su generacion es significativa en nimero y (ii) que existe conservacion de ORFs
alternativos a nivel de genomas y (iii) que posibles motivos o dominios se encuentran presentes. Estos hechos
abren una puerta hacia un modo distinto. hasta ahora no suficientemente explorado. de adquirir nueva informacion
genética,

Financiamiento: |rabajo financiado por provecto Fondecyt 1010623



146.- IDENTIFICACION ¥ VALIDACION DE VIAS METABOLICAS ¥ REGULADORAS EN LA
BACTERIA BIOLIXIVIANTE Acidithiovhactflus ferroovidans. 1demtification and validation of metabolic and
regulatory pathways in the bioleaching bacterium Acidithiohaciltus ferroavidans,

'Valdés, J., 'Baretto. M., “Cardenas, J., 'Esparza. M., 'Lefimil. C.. Osorio, H.. 'Quatrini, R., 'Rivas, M.,
Veloso, F., ‘Jedlicki, E. v 'Holmes, D.Laboratorio de Bioinformatica v Biologia Genomica, Universidad Andrés

Bello e Instituto  Milenio de Biologia Fundamental y Aplicada, Santiago, Chile.  Universidad de Santiago
(USACH), Santiago, Chile y Programa de Biologia Celular v Molecular. 1.C.B.M.. Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. Santiago. Chilejoorge77@yahoo.com.mx

Fundamento: Acidithiohacillus ferrooxidans es una bacteria quimiolitoautotrofica que vive a pH2 y obtiene
energia de la oxidacion de hierro 11 y de compuesios reducidos de azufre. Esta bacteria es utilizada en la industria
minera como parte de un consorcio de microorganismos para la recuperacion de metales. Dado que actualmente se
dispone de la secuencia practicamente completa de su genoma, la generacion de modelos metabolicos v
regulatorios en base a predicciones bioinformaticas y su posterior validacion, son los principales abordajes para el
estudio de este microorganismo,

Métodos: Para la identificacion, anotacion v ubicacion de genes en rutas metabalicas y reguladoras se utilizaron
las siguientes herramientas: Glimmer, Testcode, Gnescan, Blast. Interproscan, Biocye. Kege. RBSfinder.
Transterm. Psort, Psi-pred. Clustalw. Las validaciones experimentales fueron realizadas de acuerdo al contexto de
cada maodelo. g
Resultados: Se generaron modelos preliminares de las siguientes capacidades metabolicas de esta bacteria:
oxidacion, incorporacion y homeostasis de hierro. asimilacion de azufre. biosintesis de aminoacidos, metabolismo
de nitrogeno, “quorum sensing”, biosintesis de nucleotidos, Mujo de metales. conjugacion, elementos maviles,
formacion de biofilm, formacion de cofactores. metabolismo de lipidos, fijacion de COs v metabolismo central del
carbono.

Conclusion: Los modelos generados muestran un cuadro preliminar de la vida autotrofica a bajos pH v sugiere
vias reguladoras, las que a su vez sugicren mecanismos por los cuales este microorganismo responde a sefiales
ambientales importantes para la comprension de su capacidad de biolixiviar metales.

Financiamiento: Trabajo financiado por proyecto FONDECY THID10623

147.- GENOMIC INSIGHTS INTO IRON UPTAKE AND HOMEOSTASIS IN THE BIOMINING
MICROORGANISM Aciduhiobacilius ferrooxidans

‘Raquel Quatrini. 'Felipe Veloso, *Claudia Lefimil. "Hector Osorio. "Mario Fsparza, 'Fugenia Jedlicki and
'David Holmes | Andres Bello University and Millennium Institute for Fundamental and Applied Biology.
Santiaga, Chile. 2, University of Santiago (USACH). Santiago. Chile and 3. Faculty of Medicine. University of
Chile, Santiago. Chile.

Fundamento: Acidichiohacillus ferrooxiduns is a chemolithoawtotrophic proteobacterium that thrives at pH2, It is
used as part of a consotium of microorganisms  for industrial metal recovery. lron is very abundant in its natural
environment and, al this low pH, is readily soluble. This raises interesting questions regarding the mechanisms
that it has evolved to assimilate iron for metaholic processes and  to avoid oxidative stress from iron-overload.
Since the microoragism also oxidizes iron as an energy source, il is also important to understand how it co-
ordinately regulates iron oxidation and iron assimilation. Métodos: Various bioinformatic tools, PCR analysis,
gene cloning and expression and  EMSA were used. Resultados: Surprisingly, 4. ferrooxidans contains a wide
range ol siderophore-Felll uptake mechamisms arranged in various potential operons suggesting that it mav be
able to inhabit environments where soluble iron is not abundant. It does not appear to have the capacity to produce
siderophores indicating that it must co-exist with siderophore-producing organisms. 4. ferroaxidins contains a
gene encoding Fur (Ferric iron Uptake Regulator) that is involved in global regulation of a large number of iron-
related genes and operons via its capacity 1o bind to Fur boxes. A number ol potential Fur boxes have been found
in A ferrooxidans and in vivo analyses in a heterologous host suggest that Fur in A, ferroaxidans exhibits the
unusual property of being able to act either as a positive or negative regulator depending on its cellular
concentration and on the specific sequence of the Fur box. Conelusion: Bioinformatic and experimental analyses
supgest models for iron uptake. sensing, storage and regulation in 4. ferrosxidans, providing an initial framework
for understanding how it copes with high iron loads a1 very low plL. The preliminary models also suggest possible
regulatory connections that may he involved in balancing the requirements of iron as a nutrient versus its use as
an energy and electron source.

Work supported by Fondecvt 1010623,



148.- PROTEOMIC ANALYSIS OF Ralstonia euntropha JMP 134 GROWING ON MIXTURES OF
HERBICIDES (Analisis del proteoma de Rafstonia entropha JMP 134 creciendo en mezclas de herbicidas)
Flores-Aceituno' F., Danicla Regenhardt’, Dietmar H. Pieper” and Bernardo Gonzilez'. 'Departamento de
Genética Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile;
‘Department of Enviromental Microbiology. German Research Center for Biotechnology, Braunschweig,
Germany. fefloreariiuc.cl

Ralstomia eutropha IMP 134 is a very versatile soil bacterium able 1o degrade many xenobiotic
compounds; among them, herbicides like 2. 4-dichlorophenoxvacetate (2,4-D) and 4-methyvlphenoxyacetate (4-
MPAY}. The catabolism of 4-MPA requires the presence of 2.4-D as an inductor of the first steps of the common
catabolic pathway encoded by the ¢fd penes in the plasmid pIP4. However, the latter steps are different, and for 4-
MPA. not completely known, Additionally. metabolites from 4-MPA are able to induce a third pathway, thus
creating a complex metabolic network. A proteomic approach was chosen to identify the missing enzymes of the
4-MPA specific pathway and 1o evaluate potential metabolic interferences. Continuous cultures of R. eutropha
growing in either 2.4-13 ar 2 4-D plus 4-MPA were carried out to make proteomic profile comparisons using 2-D
gels. Identification of selected protein spots was attempted using MALDI-TOF analvsis. Although was not
possible to find any candidate which could account for the unknown steps of 4-MPA catabolism, there were other
interesting findings. such as 1) Significant changes in the expression of enzymes related to glvoxylate metabolism,
which is a by-product of the Tirst step of the degradation of both 2.4-D and 4-MPA. were observed. 2) One of the
two #fd gene modules was subject of specific downregulation in presence of 4-MPA. These results show the
metabolic complexity of this bacterium, when exposed to two differemt growth substrates, and have important
implications concerning the utilization of bacteria for bioremediation of soils polluted with mixtures of
contaminants,
This work was supported by the FONDECYT grant 1030493, the Millennium Institute for Fundamental and
Applied Biology, and a FUNDACION ANDES grant for F.I-A.

149.- ISLA DE PATOGENICIDAD EN PROCESO DE FORMACION: HOT SPOT PARA INSERCION
DE FAGOS (Pathogenicity Island in Process of conformation: Phage Hot Spot Integration Site)

Murillo, A.A.", Fuentes, J.. Bueno. S., Mora, G.Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Departamento de
Genética Molecular y Microbiologia, amurilloiwpuc.cl'

Dentro de la linea de investigacion de nuestro laboratorio hemos realizado andlisis bioinformaticos para identificar
regiones unicas presentes en el genoma de S. Typhi con respecto a 8. Tvphimurium L12 y £ coli K12. Durante
eslos andlisis determinamos la presencia de una isla genomica dentro del género Salmonella que esta
completamente ausente en £ cofi y que se encuentra Jangueada por los genes pphd (serina‘ireonina fosfatasa 1) y
copD (proteina de resistencia a cobre D). En su analisis posterior mostro estar constituida por distintos segmentos
que denominamos “modulos™ y fueron definidos en base a la presencia de directos repetidos que los delimitaban.
Es asi, como esta isla gendmica de 61434 pb se subdividio en tres modulos que mostraron diferencias entre los
serovares de Salmonella, El modulo 1 que se ubica hacia 3 se encuentra conservado entre los serovares
secuenciados, el madulo 2 se subdivide a su vez en dos zonas, una constante hacia 37 que es compartida entre los
serovares de 8. Typhi ¥ & Typhimurium y una variable hacia 5° siendo una sustitucién génica entre ambos
serovares, con un tamafio de S370 pb en S0 Typhi ¥ 6531 pb en S. Typhimurium. por altimo el médulo 3 se
encuentra en el extremo 37 de esta isla genomica v corresponde a un bacteriofago del tipo lambda de 45511 pb que
salo esta presente en la cepa CTI8 (¢ CT18). Salmonella paratyphi A, patégeno que también produce enfermedad
en humanos, posee un modulo 3 de 6118 pb distinto al de la cepa CTI8 con genes que dan cuenta de un fago
remanente. Dentro de eslos madulos se encuentran codificados genes que estan involucrados en patogenicidad
como son: sopk 2 (module 1), pag() (madulo 2. zona constante). un ortologo de efrfv-/ (enterohemolisina, madulo
1) v genes similares a holinas v endolisinas de varios fagos. Al analisis bioinformaticos, de la distribucion de la
isla genomica. se agrega analisis por PCR de 27 cepas clinicas de S0 Typhi de nuestro pais y 24 cepas de la
coleccion SARB. Confirmandose, como se predijo i sifico, que el module | se encuentra conservado en los
distintos serovares de Salmoncila, ¢l modulo 2 en su zona “constanle” mostrd ser polimorfica, obteniéndose
resultados variables con respecto al producto de PCR esperado, mientras se confirmo la sustitucion génica de la
zona variable. Ademis se determma que el modulo 3 es exclusivo de CTI8 ¥ no se encuentra en ninguna de las
otras cepas de 8. Typhi analizadas. Sin embargo mediante secuenciacion se determind que nuestra cepa de S.
Typhi de referencia, STH2370. posee el sitio de insercion del fago CTI8. Dando cuenta de una diferencia
gendmica importante considerando la patogenicidad de la cepa CTI8. Financiado por proyecto  FONDECYT

1020485



150.- PREDICCION DE LAS ZONAS DE INTERACCION DE LAS PROTEINAS INVOLUCRADAS EN
LAS ETAPAS INICIALES DE LA LOCALIZACION Y FORMACION DEL DIVISOMA BACTERIANO
(Prediction of the protein interaction zones involved in the initial steps of the bacterial divisome location and
formation). Garcés, A., Arbildua, J.. Monasterio, (). Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. agarcesfa@hotmail.com

El proceso de division bacteriana involucra al menos 10 proteinas. En etapas tempranas, ocurre la polimerizacion
de FtsZ para formar ¢l anillo 7 y se unen FtsA y ZipA, la gue se ancla a la membrana. La localizacion del sitio de
division esla regulado por MinC. MinD. v Mink las cuales actian juntas como reguladoras negativas del
ensamblaje del anillo Z, impidiendo la formacion del anillo en otro lugar de la célula. Mas tarde ocurre el
ensamblaje del resto de las proteinas, que en su conjunto. originan el divisoma bacteriano que permite la
citoquinesis. Las zonas involucradas en la interaccion entre estas proteinas son practicamente desconocidas. por
ésto. ¢l objetivo de este trabajo Tue predecir las interfases de interaccion entre las diferentes profeinas que
participan en la localizacion y ensamblaje del divisoma. El analisis por medio del programa computacional
“Evolutionary tracing” y de accesibilidad al solvente de las estructuras cristalinas de FisZ, FisA. ZipA. MinC,
MinD y Mink, permitio identificar las zonas superficiales de cada estructura tridimensional que estarian
implicadas en la interaccion entre cllas, Se disefio un programa para organizar alineamientos multiples de acuerdo
al organismo de origen, a partir del cual se ordena de a pares las secuencias v se realiza un anilisis de mutaciones
correlacionadas. Con esta informacion se construira una red de teracciones entre las proteinas responsables de la
localizacion y formacion temprana del divisoma,

Financiado por el Proyecto FONDECYT 1010848,

IS1.- ANALISIS GENOMICO Y  FUNCIONAL DE PROTEINAS TIPO RODANASA  EN
Acidithiohacilius  ferrooxidans.  (Genomic  and  functional  analysis ol rhodanese-like proteins  from
Acidithiohacillus  ferrooxidans). Ponce, J.A., Valenzuela, L.. Acosta. M.. v Jerez., C.A. Laboratorio de
Microbiologia Molecular ¥ Biotecnologia, Departamento de Biologia e Instituto Milenio CBB., Facultad de

Ciencias. Universidad de Chile. cjerezi@uchile.cl.

Actdichinbacillus ferroovidans es una bacteria quimiolitoaftotralica aciddéfila que obtiene su energia a partir de la
oxidacion del ion ferroso, azufre elemental y otros compuestos de azulre reducidos. La habilidad de este
microorganismo para solubilizar sulfuros metilicos es aprovechada exitosamente en operaciones de biomineria.
Se ha propuesto al tiosulfato como un intermediario clave en la oxidacion de los sulfuros metdlicos por
microorganismos quimiolititrofos. Este compuesto se metaboliza mediante la accion de varias enzimas, entre
ellas las tiosulfato azufre-transferasas (TST) o rodanasas. Estas enzimas pertenecen a una superfamilia de
proteinas que posecn uno o mas dominios rodanasa, v catalizan la transferencia de un atomo de azufre sulfano
desde el tiosulfato al cianuro fin vitro. Se detecto actividad TST en extractos crudos de A ferrooxidans crecido en
azufre v tiosulfato, Con el objetivo de buscar la proteina responsable de la actividad TST en A. ferrooxidans, se
realizé una basqueda bioinlormatica de proteinas con dominio rodanasa en el genoma disponible de esta bacteria
En total se identificaron 9 ORFs que poseen uno o mas dominios rodanasa. De ¢éstos 9 ORFs, se seleccionaron S
de acuerdo al porcentaje de similitud con TSTs va conocidas. los cuales se clonaron v expresaron en Escherichia
coli. Se midio la actividad TST en los extractos crudos de los diferentes clones v se encontro que sélo dos de ellos
poseian una actividad por sobre la del control {vector sin inserto). La actividad especifica para estos clones fue de
1.5 ¥ 3 U/mg proteina, con respecto a (0.3 U/mg proteina de la actividad control. En conclusion existen al menos
dos proteinas responsables de la actividad TST de A ferroovidans, las cuales podrian estar cumpliendo un rol
clave en el metabolismo energético de este microorganismao,

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1030767 ¢ ICM PY99-031-F
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152.- COMPARACION DEL TRANSCRIPTOMA TOTAL ENTRE Mimherculosis ¥ M bovis
MEDIANTE ANALISIS POR MICROARREGLOS DE ¢DNA. (Whaole transcriptome comparison between
i‘lf.ruhvn'u!u.s-fs and M hovis by cDNA Microarray analysis). Rehren, G.". Walters, S.'. Smith. 1., Zarraga, AS
Instituto de Bioquimica, Universidad Austral de Chile: 'TB Center, Public Health Research Institute,
International Center for Public Health. Newark, New Jersey. LISA. grehreniaduach.cl

M. tuberculosis v M bovis son patogenos capaces de sobrevivir v multiplicarse dentro de los macrofagos
del huésped. M. hoviy causa la tuberculosis en ganado, fauna silvesire y se traspasa al hombre, mientras que M.
tuberculosiy infecta principalmente a humanos, Aun cuando los genomas de estos microorganismos presentan un
99,95%, de identidad, ambos muestran claras diferencias en su virulencia. rango de huésped v caracteristicas
fisioldgicas. Para contribuir a explicar las diferencias entre ambos patogenos. en este estudio se comparo el
transcriptoma total de M tuberadosis cepa H37Rv v el de M hovis cepa Ravenel. Se utilizaron microarreglos de
aligonucledtidos derivados del genoma total de AL mhercidosiy cepas H3TRv y CDCI351. los cuales fueron
hibridados con ¢cDNA sintetizado a partir de RNA total. aislado de M bovis v M twbercndosis en cultivo. El
estudio se realizd sobre 8 muestras (4 por cepa) independientes entre si. La itensidad de la fluorescencia fue
cuantificada utilizando ¢l software GenePix Pro 5.0, v los datos obtenidos fueron analizados aplicando el software
estadistico “Significance Analysis of Microarrays™ (SAM). Para identificar los genes con diferencias
significativas respecto a la abundancia de sus transcritos, se consideré un valor de “false discovery rate™ q = 1% ¥
un incremento en la representacion - 2 veces (fold change). Los genes encontrados se relacionan funcionalmente
con: metabolismo lipidico; la pared y procesos celulares; metabolismo intermediario v respiracion. De acuerdo a
lo esperado, en M. tuberculosis se detectd una mayor presencia de transcritos relacionados con el elemento génico
IS6110. Interesantemente, en ambas especies se identificd la expresion diferencial de un grupo de genes
relacionados con el metabolismo de lipidos de membrana, lo que concuerda con las diferencias que existen en la
composicion de la pared celular de ambos microorganismos. Los niveles de expresion de algunos de estos genes
han sido confirmados por PCR cuantitativo e¢n tiempo real. Estas diferencias podrian dar cuenta de procesos
particulares relacionados con la virulencia de ambos patogenos. MECESUP AUSOD06. FONDEF DO211T1TL

153.- SPOLIGOTIPOS DE CEPAS CHILENAS DE M. TUBERCULOSIS Y M BOVIS. {Spoligotypes of
Chilean M. tuberculosis and M. bovis strains. )

Mancilla, M1.. Palavecino. C1., Martinez, Al., Rehren, Gl.. Araya, C3., Villarroel. M3, Hidalge. Al.. Lucero,
P2.. Borquez, P2 Leon. G 1.y Zarraga. AM 1. 1nstituto de Bioguimica, Universidad Austral de Chile. 2Hospital
Regional de Valdivia. 3Servicio Agricola ¥ Ganadero Osomo. marcosmancillai@uach.cl.

La tuberculosis en el hombre es producida por M. tuberculosis, perteneciente al complejo M.tuberculosis, A este
grupo pertenece también M. bovis, causante de la tuberculosis en animales hovinos, domésticos y silvestres. M.
bovis se transmite también al hombre, siendo el cuadro clinico indistinguible del causado

por M. tuberculosis. La tuberculosis bovina ocasiona ademds grandes perdidas econdmicas, por la permanencia de
la infeccion en rebafios saneados, siendo dificil su deteccion por las técnicas diagnosticas habituales. El control de
la TB. requiere del conocimiento de la identidad genética de ambos patogenos

para estahlecer la existencia de zoonosis. eventos de reinfeccion o brote de la infeccion. En este trabajo se analizé
el polimorfismo genético de las cepas chilenas de M. bovis y M. tuberculosis, en base a las

variaciones en el largo {34 a 41 pb) de las secuencias espaciadoras. o spoligotipos. contenidas en el locus DR,
comiin a ambas cepas. Metodologia: Se analizaron 25 ADNs de M. tuberculosis, obtenidos de

pacientes de la Xa region y 85 ADNs de M. bovis. aislados de granulomas de animales de la IV a la Xa region.
Los spoligatipos fueron comparados entre st usando el programa Gelcompar 11 v con la base de

datos internacional SpolDB3.0, con 2113 perfiles inicos de 13008, Para M. bovis se utilizé la pag.
www.Mbaovis.org. con 462 spoligotipos tnicos de 506. Resultados: Se identificaron 4 spoligotipos

inicos de M tuberculosis de 13 totales ¥ 5 spoligotipos dnicos de M. bovis de 9 totales, El perfil mayoritario para
cepas de M. bovis coincide con el de UK v Argentina. A fa lecha, no se han observado diferencias con cepas
aisladas de otras especies ni tampoco zoonosis. Anilisis de VNTR {MIRLIS) para

estudiar la variabilidad de la poblaciion micobacieriana, estian en progreso.

Financiado por FONDEF DO2I-1111 » Convenio SAG - UACH 20037069 E'EXTAC.
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ESTUDIANTES DE ENSENANZA MEDIA

154.- BUSQUEDA DE UN METODO DE DESALINIZACION BIOLOGICA. (Research biological
desalinization method)

Cifuentes, P.". Arias. 1.": Gonzalez. A% Said. A " v Acevedo. )" Estudiantes de enseianza media del Colegio
Nueva Fra Siglo XXI: * Profesora de Biologia del Colegio Nueva Fra Siglo XX1: ¥ Universidad Metropolitana de
Ciencias de la Fducacion. e- manl: asaidnia’hotmail com

El objetivo de este trabajo es aislar ¢ identificar bacterias halofilicas de las salinas de Cahuil (Sexta Region.
Chile). El disefio experimental consistié en oblener muestras de agua de diferentes piscinas. Para ello. se
realizaron siembras en medio selectivo salino empledandose diferentes concentraciones de NaCl. Posteriormente,
se efectud la caracterizacion morfologica de las colonias aisladas. citolégica mediante la tincion de Gram v,
diversas pruebas bioquimicas.

De acuerdo al andlisis morfologico se aislaron diferentes colonias que crecen en un medio salino con
concentraciones de NaCl de 1.7 M y hasta 3.4 M. Fl analisis citelogico demostra la presencia de: bacterias
cociceas. Gram (), bacilos Gram (-) v Gram (). Los resultados preliminares de caracterizacion bioguimica
muestran que algunas de estas bacterias son moviles, v catalasa positivo,

De acuerdo a los resultados experimentales se puede indicar que las bacterias aisladas corresponden a baclerias
halofilicas moderadas, La caracterizacion citologica muestra que un alto porcentaje de ellas corresponden a
bacterias en forma de bacilo, Gram (-).

La importancia de este trabajo radica en fa posibilidad de acercarnos a un método de desalinizacion biologica que
puede ayudar a potabilizar aguas salobres para consumo humanao.

Financiado por EXPLORA CONICYT (Codigo ED702011

155.- INMOVILIZACION DE CELULAS DE Saceharomyees cerevisiae 'Y SU APLICACION EN
PROCESOS FERMENTATIVOS [mmobilization of Saccharomyees cerevisioe cells and their application in
fermentatives process) -

Riesco, E . Lopez, €7 : Lopez, S.°. Valenzuela, G. ! Said, A * y Acevedo. ). %,

' Estudiante de enseianza media del Liceo Fidel Pinochet Le-Brun: * Estudiante de ensefanza media del Liceo
Poctisa Gabricla Mistral * Profesora de Biologia del Liceo Poctisa Gabriela Mistral: ! Profesora de Biologia del
Liceo Fidel Pinochet Le-Brun: ° Universidad Metropolitana de Ciencias de la  Educacion. e-mail:
asaidn‘@hotmail.com

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad fermentativa de células inmovilizadas de Saccharomyces
cereviveae, wilizando la hidromiel como sustrato de fermentacion,

El disefio experimental consistio en inmovilizar células de S cerevisiae en una matriz de alginato de sodio, a
partir de un cultive de levadura en fase de crecimiento exponencial. Seguidamente. se prepard una solucion de
miel de ulmo {21 grados Brixy v, se llevd a pH 4.0, Se realizé la fermentacion mezclando hidromiel en un
fermentador con las esferas de alginato conteniendo las levaduras inmovilizadas v, se incubd a 25°C. Al término
de la fermentacion se determind el grado alcoholico del destilado,

Los resultados experimentales. hasta el octave dia de fermentacion, muestran un descenso de un 61.9% de los
grados Brix ¥ un grado alcoholico de 4.8

Se puede concluir que el sistema de fermentacion de hidromiel con células de levadura inmovilizadas, permite
ohtener un producto con un grado alcohalico similar al obtenido en la produccion de la cerveza. Este sistema. a
diferencia del convencional que utiliza un cultive partidor de levaduras en suspension, impide la formacion de
sedimento celular, permitiendo simplificar el proceso de recuperacion del mosio.

Financiado por EXPLORA CONICYT (Cadigo EDT/02011)
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156.- TRANSFORMACION GENETICA DE Escherichia coli. (Genetic transformation of Escherichia coli)
Escobedo,V. ', {‘jarcia. F.': Morales, D.*; Said. A * v Acevedo, 1. ' Estudiantes de enseianza media del Liceo
Rosa Tocornal; * Profesor de Biologia del Liceo Rosa Tocornal; * Universidad Metropolitana de Ciencias de la
Educacion. e-mail: asaidni@hotmail.com

El objetive de este trabajo ¢s determinar la eficiencia del proceso de transformacion genética en una cepa de
Excherichia coli utilizando un vector de expresion. El diseio experimental consistio en transformar una cepa de
Escherichia coli DHSo con el plasmido de expresion pGLO, determinar la eficiencia de transformacion genética
v, verilicar en los transformantes la presencia del plasmido. Para ello. se obtuvo una preparacion del ADN
plasmidial mediante ¢l método de lisis alcalina. Se obtuvieron células competentes de E. coli DH3a mediante la
metodelogia modificada de Cohen, S, et al. v, se realizo la transiormacion genética mediante tratamiento de las
células competentes con cloruro de calcio. Las colonias transformadas fueron seleccionadas en medio completo
adicionado de ampicilina v arabinosa. A partir de las colonias transformadas se verificod la presencia de ADN
plasmidial mediante electroforesis en gel de agarosa teilido con bromuro de etidio.

Se obtuvo una eficiencia de transformacion genética en Escherichia coli DHSe promedio, de los diversos grupos
de trabajo. de 2.0 x 107 transformantes por pg de ADN plasmidial. Se logra transformar la cepa de E. coli DHSa
con una eficiencia, aproximada, de un 62.3% v, recuperar el plismido en la totalidad de las colonias
transtormadas. '
Financiado por EXPLORA CONICYT (Cadigo ED7/02/011)
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