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Cl. In situ IDENTIFICATION OF BACTERIA
PRIOR TO THEIR CULTIVATION,

Karl-Heinz Schleifer

Department of Microbiology. Technical University
Munich, Am
Hochanger 4. 85350 Freasing. Germany .

In contrast to mast eukaryotes the vast majority af
naturally occurring microorganisms has yet not heen
described because they can currently not be grown in pure
cultures. A possible appraach to learn more sbout these yet
not cultivatable organisms is the direct analysis of
microhial communities with rRNA-targeted oligonucleotide
probes. There are two principally different approaches for
the characterisation of environmental samples with nocleic
geid probes. For less complex communities. DNA is
extracted and then, rRNA sequences of the different
microorganisms are obtained by standard molecular
technigues such as in vitre amplification of rRNA genes
and cloning of the amplificates in E. eoli. Following
comparative sequence analysis. sequence-specific
pligonucleatide prohes are designed. labelled with
fluorescent markers and used for the fn srre idemtification
of whole cells in their natural habitat (FISH techaigue),
This technique could be applied for the in sita
identification of bacterial endo-and ectosymbionts. The
marine ciliates of the genus Euplefidivm exhibit
canspicuous ectosymbionts. the so-called epixennsmes,
The complex life history of the epixenosomes has twi maim
stages. In stuge 1, cells with typical prokaryotic structure
divide by binary fission, Stage 2 cells show 2 complex
organization with different cyloplasmic compartments
where an extrusive apparatus - surrounded by & baskel
consisting of bundies of tbules - is especially striking. The
extrusive apparatus can be gjected and probably defends
the host against predators. The prokaryolic versus
eukarvotic nature of epixenosomes has been resolved by
comparative seguence analysis of small subunit rRNA
genas and m siru hybridization with lNuerescently labeled
rRNA-targeted probes,

The abave mentioned PCR-assisted approach is oo
lahorious for stodving the diversity of complex
communities. Therefore, the so-called top-to-bottom
approach was developed. Nested sets of fluorescently
lubelled rRNA-tarpeted aligonucleotide probes with
inereasing narrow specificities are used for i sin detection
and identification of microorganisms. Qualitutive and
guantitative plare count anomalies could be demonstrated
for environmental samples following cultivation on
different medsa.

However, ane prohe is often not sufficient for a
reliuble in situ identification, Therefore, we developed the
so-called multiple probhe concept. Probes of different
speciticity or the same specificity but targeting different
sequence regions or even TRNAs (small or large subuniz)
were lubeled with different fluorescent marker and applied
simultaneously. Using this approach we could distinguish
up to seven different bacteria in the same sample.

These technigues are useful for a phylogenetically
hased identification but in general do not provide insight
inta the metabolic and physiological properties of the
arganisms. There are different methods available. | just
will discuss the so-called FISH-MAR method. & combi-
nation of FISH and microsutoradiography will be wsed for
determining swbstrate uptake patterns of bacteria under
different environmental conditions. By vsing this method
we gan firstly demonstrate that the bacteria are viable and
active and learn at the same time important details about
their physiolegical functions.

C2. DISENO, DESARROLLO Y PRUEBAS
CLINICAS DE VACUNAS CONTRA EL VIH.

Jorge Flores, M.D.

Vaccine and Prevention Research Program, Division of
AIDS, National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA,

Desde 1987 la Divisién de SIDA del Instituto Nacional
de Alergiz y Enfermedades Infecciosas conduce un amplic
programas para fa investigacion ¥ desarralla de vacunas
conira el SIDA gue ¢omprende investigaciones bdsicas,
disefiv v produccién de nuevas vacunas. desarrollo
preclinico y pruebas clinicas, Hasta la fecha. se han
implementado casi 100 pruehas en humanos en nuestras
pnidades ¢ifnicas. en mis de 15 paises.

Aungue hasta la fecha ninguno de los disenos de
vacunas basados en la produccian de subunidades proteicas
que representan la envoltura viral ha sido capaz de inducir
anficuerpos neutralizantes de amplio espectro (el ohjetivo
mas importante en el desarrollo de una vacuna anti-¥IH).
muchas de las vacunas disefiadas para inducir immunidad
celular han demostrade promesa en las pruchas clinicas
iniciales ¥ algunas de ellas han avanzando hacia pruebas de
eficacia. Ellas incluyen vacunas basadas en ADN v
vectores virales, administradas solas 0 en combmagion cen
citoquinas u otras moléculas co-estimulatorias. En estudios
preclinicos en macacos estas vacunas han demostrado su
capacidad para inducir tanto células T CD8* (linfocitos
citotéxicos) como células T CD4* (de ayuda) v de proteger
a los animales contra la progresidn de la infeccian
producida por cepas virnlentas del wirus de la
immunadeliciencia simia (V1S1, la cual s evidenciada por
la caida y eventual desaparicién de la carga wviral, ¥ el
mantenimienta de las células CD4*, Sin embargo, estas
vacunas no han sido capaces de prevenir la infeceion viral,

Pruegbas clinicas de vacunas basadas en veclores
adenovirus v virus pox. con o sin la administracion de
ADN, han demostrado que estas inducen respuestas
immunes en las células CD4* v CDE”. incluvenda células
de memoria, ¥ exhiben un perfil adecuado de inocuidad y
tolerabilidad. La frecuencia. magnitud v reactividad
cruzada de la respuesta immune varia dependiendo del
disefio, dosis, régimen de administracidn ¥ de la pre-
existencia de anticuerpos comtra los vectores. Pruchas de
eficacia de este tipo de vacunas estdn ya avanzando en
Tailandia. las Estados Unidos. ¢l Caribe, Sud América, v la
Repuablica de Sud Africa,

La probabilidad de éxito de estas vacunas es muyar
para controlar la infeccidn que para prevenirla, por lo cual
el disefin de estudios de eficacia es complejo: se requeririn
largos seguimientos para establecer si este tipo de vacuna,
a través de su potencial impacto sobre la carga viral ¥
mantenimiente de las células CD4 sean capaces de resultar
en un prondstico clinico positive duradero.
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C3. EVOLUTION OF HOST-SPECIFICITY IN
Salmonelia,

Stanley Maloy
Center for Microbial Sciences. San Diego, CA. USA.

New strains of bacterial pathogens with novel virulence
properties can arise by changes in host-specificity that
illow them 1o infect a different animal host. Very litle is
known abour the genetic similarities and differences
responsible for the host-specificity and umique virulence
attributes of bacterial pathogens. Salmowelia provide a
clear example of such host adaptation. Saimoneiia
infectons are a major cause of pastroenteritis and systemic
disease (Typhoid fever) in humans and are also a serious
threat to the health of farm animals. Safmonella enterica
includes u large number of closely related serovass that
infect almost all known animals from reptiles to mammals,
Some Salmonelia emerica serovars infeet a wide virety af
animals —for example, the Sabmoretls enterica serovar
Twphimurium infects humuns. mice. and chickens, Other
seravars are adapted to only infect a single snimal host-
for example. the Safmoneila enterica serovar Typhi only
fects humans.

Typhimurium and Typhi shure some wvirulence
mechanisms required for common aspects of infection,
etch also has unigue virulence mechanisms that allow them
0 cause o distinet disease and o persist in their unigue
hosts. We have used a combination of comparative
genomics, genetics, and molecular biology 1o identifly the
genes responsible for the unigue traits of each serovar.
Comparative genamic analysis indicates that host-specific
Salmenella serovars have substantially more pseudogenes
than serovars with broad host specificity. Analysis of
genetic hybrids indieate that many of the pseudogenes have
noe effect on host-range, but & subset of mutations in loci
distributed around the chromosome limit the hast range. In
addition e point mutations, chromosome rearrangements
are much maore frequent in host-specific Safmenella.
Although serovars with broad host specificity maintain an
extremely stable chromosome order, natural isolates af
Salmonella serovars that are host-specific exhibit multiple
inverszons and levitations of large chramasomal regions.
Comparison of the inversion frequency in generalist vs
host-specific serovars indicates that the differences in
chromosemal rearrangements are due to the exclusive niche
of host-specific serovars. These results suggest that host-
specilic serovars evolved from generalist serovars by the
sequential accumuiation of loss of function mutations.
which caused a stepwise limitation in the ability to thrive
in multiple hosta. Analysis of chromosome rearrangements
in pigeon-adapted Typhimurium strains provide an
evolutonary intermediate that supports these conclusions,

Deciphering how these genetic loci determine host-
specificity in these two human pathogens may provide
insight into evolution of emerging bacterial diseases. These
results may also provide experimental approaches 1o limit
the develepment and spread of virulent Salmonetla strains
between humans and other animals.

C4.  BACTERIOCINAS Y SU APLICACION EN
ALIMENTOS,

Renate Schibitz

[nstituto de Ciencia y Tecmologia de los Alimentos
(JCYTALL, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
Austral de Chale. Chile.

El emplen de productos bioldgices para ihihir o
destruir a microorganismos patdgenos, implica un enfoque
biotecroldgico gue forma parte del concepio de barreras
antimicrobianas y que tiene como objetivo final la
ohiencién de alimentos mds seguros para el consumidor.
Las bacterias dcido licticas (BAL) POr su origen
alimentario san consideradas como GRAS ¥ por lo anie
son ideales para su uwso como biopreservantes o
bivcantroladores microbiunos, Este grupo de bacterias
durante su desarrallo libera al medio productos metabdlicos
como dcido lctice, acético, perdxido de hidrégenc o
bacteriocinas. que tienen propiedades antimicrobianus. Las
bacteriocinas son péptidos o complejos peptidicos,
sintetizados ribosomalmente. con actividad bactericida o
bacteriostdtica en contra de especies. generalmente
estrechamente relacionadas con la cepa productora.
Actualmente la nisina es la tnica bacteriocina disponible
comerciaimente sin embargo, existen en el mercado cepas
con propiedades antimicrobianas recomendadas como
cultivos prolectores para alimentos, Entre las bacteriocinas
estudiadas han despertado gran interés aquellas con
antagonisma en contra de Listeria monocyrogenes, por ser
una ETA grave, aun cuando su frecuencia es baja. De
especial importancia resulta lu bisqueda en salman
ahumada en frio, de cepas BAL con antagonismo en contra
de L. monocytogenes, un producto de exportacién con gran
valor agregado, del cual ha side aislado el patégenn. En la
industria de alimentos v en particular en la industria del
salmon esta restringido ¢l uso de productos quimicos como
higienizantes. por lo cual el empleo de biocontroladores
formulados en base a baclerias ldcticas. es un tema que
adyuiere particular relevanciz. En ¢l ICYTAL durante
varios afios se ha trabajado en una linea de investigacian,
cuyo objetivo principal es la obtencién de biocentroladores
con propiedades antagonistas, destinados a la industris
procesadora de salman y otras industrias de alimentos.
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C3. RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EN
ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL.

Betty San Martin Nunez (M.V; Ph.D.)

Directara Laboratorio de Farmacologia Veterinaria,
Eacultad de Cs. Veterinarias v Pecuarias, Universidad de
Chile. Chile.

Introduccion: En todos los sistemas de produccion
anima! se ulilizan los antimicrobignos parg prevenir y tratar
enfermedades de origen bacterizno. El uso de estos en
forma adecuada v bajo la responsabilidad de un
prafesional. dan garantia de prevencidn del riesgo para los
seres humanes tal como lo sefalan organismos
infergubernamentales como la FAO! OMS vy Codex
Alimentarinos. Por otra lado, los gobiernos nacionales han
introducido, modificado o fortalecido las reglamentaciones
sobre ¢l empleo de medicamentos en los diferentes
sistemas productivas, incluyendo en ellos los Programas de
Cantral de Residuos de Medicumentos Veterinarios en los
productos de origen animal destinudos al consumo de la
poblacion.

Riesgos en la salud publica: Los antimicrobianos
cuando son utilizados por los seres humanos como medida
profildctica o terapéutica, pueden producir efectos adversos
generzlmente controlablies si se cumplen las preseripeiones
relativas o las dosis v duracidn del tratamiento
recomendadas por los médicos. Sin embargo. cuando se
ingieren na intencionadamente como residuos en los
alimentos, el riesgo no puede ser controlade pudiendo
causar problemas directos en el hombre tales como
reacciones alérgicas {(betalactdmicos. sulfonamidas)
reacciones taxicas especificas (cloranfenicol, nitrofuranos,
aminoglucdsidos) o alteraciones de la micraflora intestinal
come la colitis seudomembranosa.

Reconociendo estos riesgos. o nivel nacional e
internacional se ha restringido o prohibide el uso de
alaunos antimicrobianos en la terapéutica de los animales
de produccién: ejemplo de ello es la prohibicion de

cloranfenicel v nitrofuranos. Por otro lado, para aquellos
farmacos autorizados a través de un Registro de
Medicamentos Veterinarios se han establecido los Limires
Mixime de Residuoy de Medicamentes Veterinarios
(MREMV v Limites Minimos de Fancienamiento exigidig
(MPRL).

;Qué se entiende por MRLMV vy MRPL?: El Codex
Alimentarirus define el MRLMY cemo “concentracién
minima de residuos resultante del uso de un medicamento
veterinario gue se recomienda coma legalmente permisible
o se recanoce como aceptable dentro de un alimento o en la
superficie del mismo {expresada come mg'kg del peso del
producta fresco) Por otra lado. la Directiva 96/23/CE de la
Comunidad Buropea define ¢l MRPL como “contenido
minirio de un analito en una muestra que debe ser
detectado y confirmado: sirve para armenizar el
funcionamiento analitico a los farmacos que no se les ha
podido establecer un MRLMY

Los Programas de Control de Residuos de
Medicamentos Veterinarios, deben considerar estos
parimetras para definir si un alimento de origen animal es
apto para it a consumo de la poblacién. En Chile. estos
programas sen gubernamentales y son levades por el SAG
(Ministerio de Agricultura) ¥ SERNAPESCA [Ministerio
de Economia}

Como disminuir el riesgo de la presencia de residuos
en los productas finales: Una de las principales estralegias
para disminuir el riesgo o conseguir niveles aceptables de
residuos de antimicrobianas, es resperar lay insfrecciones
del etiguetado para aguellos férmacos registrados para sus
use  en las diferentes especies productivas,
fundamentaimente fas dosis, siempo de duracion de la
rerapia v periodos de resguarde definides para cada
especialidad farmacéutica, Asi también, en caso de que sea
necesario utilizar un firmaco en condiciones diferentes a
las sedaladas en el etiquetado, estos se deben adguirir por
prescripeion facultativa ¥ un profesional calificado debe
hacerse responsable de las instrucciones especificas de
utilizacidn.
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C6. FRONTERAS EN F:CDLQGiA MICROBIANA:
DESDE LOS  ORIGENES A LA
ASTROBIOLOGIA.

Ricardo Guerrero

Catedritico de Microbiologia, Universidad de Barcelona,
Espafia.

Nuestro sol empezd su existencia hace 5000 millones de
anos. Desde entonces, gira alrededor de Ja Via Lictea en una
orbita casi circular cada 226 millones de afos. El Sol tiene
pequefios cuerpos no luminosas que giran a su alrededor; son
Ios planetas. En el que ocupa la tercera posicidn a partie del
centro, la Tierra, se distingue claramente de sus vecinos:
tiene una atmosfera alejada def equilibrio. Las atmasferas de
Venus, la Tierra y Marte debian de ser parecidas cuando los
tres planetas eran jévenes. Las de Venus y Marte siguen
siendo muy similares entre ellas, ¥ sélo la de la Tierra
presenti una composicién muy diferente. Esta diferencia se
explica por la presencia de la vida en nuestro planeta. La
Tierra “viva™ tiene aproximadamente 3800 millones de afios,
“sélo” 750 millenes de afios menos que el propio planets. El
origen de la vida, o biopovesis, pudo haberse producido en
nuestro planeta, quizd varias veces, poco después de que
hubiera agua liquida. Si la biopayesis se produjo en Venus y
Marte en algiin momento de su historia “geelégica”. tal vez
no continudé ¢n mingune de ellos. Lo que hizo posible el
mantenimiento de la vida en [a Tierra fue ¢l desarrollo de los
ecosistemas, o ecopoyesis, gue evitd el agotamiento de los
clementos hiogénicos de la superficie del planeta. cosa que
habria ocurrido en un tiempo miximo de 200 o 300 millones
de afios ¥ que habria provocado la extineidn primigenia de la
vida. La actividad de estos ecosistemas determing la
evolucién posterior del planeta. Las comunidades
procaridticas gque forman los tapetes microbiancs pedrizn
considerarse homdélogas a los estromatolites. En el edén
Arqueano se produjo la transformacién de la atmésfera
reductora en una atmosfera oxidante, debido a la actividad
fotosintética oxigénica de las cianobacterias, un integrante
fundamental de les tapetes microbianos, A partir de esa
primera fase de evolucidn metabédlica, exclusivamente
procaridtica. la evolucién posterior se centrd principalmente
en variaciones celulares, desde los primeros eucariotas hasi
la actualided. El estudio de las microorganismos
extremdiilos que habitan en las fuentes termales. peysers,
rocas profundas, sedimentos marinos abisales, permafrost,
glaciares, apuas alcalinas o dcidas, zonas contaminadas con
desechos radiactivos, etc., nos ha permitide conocer los
limites ¥ continuidad de la vida en la Tierra. Esta
informacidn ha abierto nuevas posibilidades para la
bisqueda de wida extreterrestre. Los  dltimos
descubrimientos sobre la atmosfera v estructura de la
superficie de Titdn. ¥ sobre la capa de hielo de Europa
permiten buscar formas de vida equivalentes en la Tierra, y
suponer que en esos satélites de planetas del Sistema Solar
podria desarrollarse la vida. En la deteccién de vida
extraterresire, no s6lo es importante acertar las variables que
deben comprobarse para dilucidar si existe vida, sino
también definir las condiciones necesarias para la
supervivencia y permanencia de los organismos en
ecosistemas minimos ¥ para los ensavos de establecimiento
de ecosistemas fuera de la Tierra. El estudio de ecosistemas
minimos. tanto naturales como artificiales. especialmente
entre los primeros los tapetes microbianos, los desiertos
extremos y/o las regiones polares nos permitird conocer las
variables ambientales permisivas para distintos tipos de vida
e inferir los mecanismos metabdlicos, genéticos v
metagendmicos de los procariotas que les permiten colonizar
en condiciones limites de fa vida.

€7.  ISCOMs. PAST AND LATEST DEVELOPMENT.

Bror Morein, Kefei Hu

Dept. of Clinical Virology, Uppsala University and
ISCOVOVA AB Uppsala. Suecia.

Vaccines based on non-replicating antigens need
enhancement of adjuvant. being particularly the case with
defined subunit vaccine antigens derived from naturally
occurring pathogens, produced by rDNA technique or
synthesized. In arcas where efficient vaccines are lacking
that are often due to a failure of tested vaccine candidates
to evoke right kind of immunity convening immune
protection. The ISCOM concept and technology offer
possihilities to overcome this problem by inducing right
types of immune modulation and high levels of protective
immumnity.

The ISCOM is a versatile 40 nm spherical particle built
up with selected vaccine antigens where most components
can be changed to induce the desired type of immunity.
Compulsory is one of several Quillaja saponin fractions.
Basically. any kind of antigen i, from pathogens or man
made can be included,

Another version of an ISCOM formulation is the
particle without incorporated antigen(s) that is just added
to the vaccine antigen suspension or solution being used if
there are technical difficulties to incorporate the antigens.

It is often stated that efficient adjuvants cause side
cifects as part of the immune induction. A new two-
component ISCOM concept (ISCOM M) is developed, One
compoenent with virtually no cytotoxicity targets dendritic
cells (DCs) efficiently; the other component is used at u
low concentration, also targeting but killing a low
praportion of DCs leading to the release of mediators cross
stimulating a major proportion of surviving DCs. ISCOM
M overcomes the stated problem being an efficient
adjuvant virtually causing no side effects.

The ISCOM formulations activate the innate system
with cells that produce a number of proinflammatory
eytokines including (TNF-ax, IL-1, 6. 8,12, GM-CSF} and a
balanced Thl (IL-2 and IFN-v) and Th2 (IL-4 and with
certain formulations also TL-3 and IL-10). The versatile
ISCOM system facilitates a capacity for immune
modulation in different directions so far used within a
frame of potent ThI type of responses.

The efficacy of ISCOM based vaccines or experimental
vaccines is documented against various pathogens,
including influenza virus (with antigen saving and broad
protection), retrovirus (HIV1 and 2 in non-human
primates). newborns with maternal antibodies (including
respiratory syncytial vires, herpes virus, morbilli virus, rota
virus) in a number of species e.g. mouse, dogs. cats, cattle,
horse. seal, human and non-human primates.
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C8. SEROTIPOS, GENES DE VIRULENCIA,
INTIMINAS ¥ TIPADO MOLECULAR DE
Escherichia coli YEROTOXIGENICOS Y

ENTEROPATOGENICOS.

Blanco M_, Jorge E. Blanco Alvarez. Alonso M.P.. Dahbi
G., Mora A., Lopez C., Berndrdez M. 1., Gonzilez, E.A.

Laboratorio de Referencia de E.coli (LREC). Departamento
de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Veterinaria,
Universidad de Santiago de Compostela, Lugo, Espana.
TEL-FAX 34-982285936, E-mail jba@lugo.usc.es

Los E. coli verotoxigénicos (ECVT), también
conocidos como E. celi productores de toxinas Shiga
(STEC) y enterohemorrigicos {ECEH), son importantes
patdgenos emergentes que causan patologias muy severas
en seres humanos: colitis hemorrigica y el sindrome
urémico hemolftico (SUH). Los rumiantes ¥ muy
especialmente el ganado vacuno constituye el principal
reservario de este tipo de microorganismaos, siendo la carne
picada ¥ fas hamburguesas los principales vehiculos de
transmision. Aunque los ECVT pertenecen a una amplis
variedad de serotipos. el mis frecuente v virulento es el
O157:H7. Otros serotipos importantes son el O26:HI1,
091:H21/H-, O103:H2. O111:H-, O113:H21, O117:H7,
O118:H16, O121:H19, O128:H2/H-, O145:H28/H- ¥
0146:H21. Los principales genes de virulencia de los
ECVT son los que codifican para las verotoxinas {vid v vi2
6 stxf v sex2) v la intimina (eae) responsable de las
lesiones intestinales de adhesidn y borrado. El 100% de las
cepas de ECVT O137:H7 poseen el gen ¢ae. frente a menos
del 30% de los ECVT no-0157. El gen eae se ha asociado
claramente con la virulencia, detectindose en la mayoria de
las cepas causantes del SUH. El gen cromosomica eae se
localiza en la isla de patogenicidad LEE. junto con los
genes tir, expA, espB y espD. La isla de patogenicidad LEE
también esti presente en los E. coli enteropuatdgenos
(ECEP) que causan diarrea en seres humanos y animales
{conejos, terneros, corderos, cerdos, perros ¥ primates).
Los ECEP tipicos [con los genes eae y bfpd),
especialmente de los serotipos O55:H-, OI11:H2/H- ¥
O119:H6, son una causa muy importante de diarrea infantil
en los paises en desarroflo.

En el LREC después de estudiar ¥ comparar las
secuencias nucledtidicas de los genes eae, fir, espA, espB y
espD de la isla de patogenicidad LEE de cientos de cepas
de ECVT v ECEP, hemos completado el disefiada un
sistema de tipado de PCR capaz de identificar 27
variedades de genes eae . 8 rir, 11 espA, 5 expB, 8 espD v 5
espZ. Hemos determinado la secuencia nucledtidica
completa de los genes que codifican para 12 nuevos tipos ¥
subtipos de intiminas codificadas en distintas variedades
del gen eae, cuatro nuevas variantes del gen tir, ocho
nuevas variantes del gen espA. tres del gen EspB y cinco
del gen espD. En esta ponencia ademds de exponer el
sistema que hemos desarrollado para tipar los genes de la
isla de patogenicidad LEE. comentaremos los resultados
obtenidos en la deteccidn ¥ la caracterizacién de ECVT y
ECEP aislados en Espafia, Suiza, Argentina, Brasil,
Uruguay v Perii de muestras clinicas humanas, ganado
bovino, ovino ¥ porcine, v alimentos.

Referencias mds representativas del LREC sobre ECVT y
ECEP:

Blanco et al. (2003) J Clin Microbiol 41:1351
al, (2004) J Clin Microbiol 42:311;

Blanco et al. (2004) J Clin Microbiol 42:643-631; Mora el
al. (2004) J Clin Microbiol 42:4007: Blanco et al.
(2005) BMC Microbiol (2005) 5:23; Blanco et al.

; Blanco et

(2006) J Med Microbiol 55:11635; Blanco et al. (2006}
Inr Microbioi 9:103; Garrido et &l. (2006) Clin Chem
52:192.

CY.  COMBINACION DE LA TECNICA DE PCR Y
SEPARACION INMUNOMAGNETICA PARA
DETECCION DE PATOGENOS EN
ALIMENTOS.

Luis Henrigque Da Costa

BioControl System Inc. Brasil.

Entre los problemas gue enfrenta ¢l laboratorio de
contral de alimentos estdn, el que la industria considera el
control de calidad como gasto ¥ no como inversion y
desconfia debido a que los métedos para alimentos fueron
una adaptacién de los desarrollados para andlisis clinicos.
Una nueva tendencia em los dltimos tres afos es el
desarrollo de métados de PCR especificos para alimentos.
El tratamiento de muestras de alimentos difiere del de las
clinicas, por lo gque los PCR de 1% generacidn
{Electroforesis) v 2° generacidn (termociclador en blogue
sélide v curva de fusidn) no tuvieron el éxito esperado en
¢l drea de alimentos por generacién de resultados
indeterminados. Al analizar patdgenos en alimentos, se los
debe concentrar en un tiempo reducido y eliminar
interferentes comunes de la reaccién de polimerasa. Las
técnicas de 1* y 2* gemeracion de PCR solucionan la
inhibicidn, diluyvendo la muestra enriquecida, pero esto
generd otro problema. la cantidad de muestra (125 a 10
uL) y el riesgo de perder la muestra en el proceso. El
nuevo concepto de PCR elimina estos problemas con la
inclusién de la técnica de inmunoseparacion magnética
durante la preparacion de fa muestra. Esta técnica permite
aislar microorganismos. pero también implicéd cambios en
su aplicacion, como remplazar las etapas de lavado ¥
refavado de los inmunobeads por un sistema de imanes. Se
remplazd ademds los indicadores Sybr-Geeen por sondas
especificas  tipo MG-Eclipse®, que conectan
especificamente en el ADN Target. gencrando
fluorescencia sin necesidad de romper la cadena,
eliminando asi las curvas de fusién y reduciendode 4a 1 h
el tiempo de amplificacidn y andlisis en el termociclador.
El problema de los nuevos sistemas de PCR es que se
limitan a la deteccion de los patdgenos mis frecuentes en
alimentos, sin embargo se avanza ripidamente en el
desarrolle de nuevas aplicaciones. El ahorro de tiempo en
los andlisis de rutina logra expandir la capacidad analitica
del laboratorie y puede enfocarse en mejor forma al
andlisis y gestion de los resultados.



12 CONFERENCIAS

CH0. Salinibacter ruber, AN EXTREMOPHILE
MODEL OF THE Bacreria DOMAIN.

Ramoén Rossellé-Mora . Anton 1.7, Amann R

'Institut mediterrani d'estudis avangats {CSIC-UIB).
Espories. Illes Balears. Spain, “Division de Microbiclogia,
Departamento fisiologia. geadtica v microbiologfs,
Universidad de Alicante. Alicante, Spain. ‘Max Planck
Institute for Marine Microbiology, Bremen. Germany,
rossello-mara@ uib.es

Maolecular microbial eceology methods had heen of
extreme impertance in the acquisition of accurate
knowledge of the real microbial diversity present in ratural
environments. Maost of the prokaryotic species hitherto
classified have been discovered after having been 1solated
in pure cultures in the labaratory . However. the application

of maolecular techniques te the understanding of

micraenvironments had revesled not only a hidden
extraordinary  microbial diversity, but also the
identification of conspicuous  populations  with
morphological. ecological, and genetic characteristics that
aliow their recognition as putative “true’ uncultured
species. Such discoveries allow the assignation of a
provisional specific name under the epithet of "candidarms’,
One of the challenges, when having identified a
‘candidats” species. is bringing it into pure culture in the
laboratory.

Salinibacrer is one of those examples where the
discovery preceded the iselation in the laboratory. By the
use of floorescence in situ microscopy (FISH), we
discovered the presence of high amounts of members of the
bacterial domain thriving in solar saltern brines. The
presence of those bacterial members was unespected as
that environments compased with sall copcentrations ¢lose
to saturation had been always constdered as monocultures
of Archaea. Actually, Bacteria had been always considered
irrelesvant in such environments.

After the discavery and classification as “candidatus”
Salinibacter. research efforts were undertaken to bring it
into pure culture, and validly classify 1. Since the
discovery in 1999 up to now we succeeded in having an
mmportant eollection of Salinibacter ruber strains 1solated
from several geographical points on the earth. We account
with isolates from samples as distant as those from Eilat in
Israel or Maras in the Peruvian Andes.

During the last vears of research our groups studied the
ecology, taxonomy, physiclogy, and genomics of
Salfinibacter ruber, that has converted it as our laboratory
pet, and & pood maodel for microbiolegical studies. Hitherto
we account with the complele genome sequences of two
closely related strains, with which we are finishing
comparstive studies, The sequence of their genomes
revealed the presence of genes codifving for protemns that
had been previously supposed to be exclusive of
haloarchaea. In addition, the taxonomic studies showed the
species to be highly homogeneous despite the geographical
isolation of the culured strains. Such findings led us to
helieve that either the allopatric speciation is a slow
process for Salinibacrer. or the dispersion mechanisms are
very effective. Ininal resulis on metabolomic studies
indicate that despite the enormous hamogencity of the
isalates. there are some indications that the geographical
isalation may play a role at the expression level.

Salinibacter rober can be considered one of the modern
bacterial moedels for microbiological stedies. An organism
isolated in pure culture that is ecologically relevant is one
important trait that most of the hitherto classified species
do noet account with. Unfortunately. for mast ol the
erganisms that are celtured in the laboratory a relevant role

i the environment they thrive cannot be demonstrated. The
talk will concentrate the history of how from the
unexpected discovery of an ecelogical relevant halophilic
Barteria. we account for genomic, physiclogic imformation,
and also with first indications of geographical allopatric
speciation.

Suppoert: Spanish Ministry of Scierce and Education
projects BOS-Z003-05198-C02-01 and -02; and the
European Network of Excellence *Marine Genomics
Europe' GOCE-CT-505403

C11. THE ENIGMATIC SsrA/B TWO-COMPONENT
REGULATORY SYSTEM ON Salmonella

PATHOGENICITY ISLAND 2 (SPI-2).

Linda J. Kenney. Walthers D_, Carroll R.

University of Illinois-Chrcago, 835 8. Walcot, MAC 790,
Chicago, IL 60612 USA

The EnvZ/OmpR two-component system activates
expression of the SstA/B two-companent svstem located on
Salmonella pathegenicity island 2 (SPI1-2). The sensor
kinase-response regulator pair SsrA-SsrB in turn activates
expression of a type HI secretion sysiem required for
replication in macrophages and systemic infection in mice.
Here we characterize the SsrB-dependent regulation of
genes within and outside of SPI-2. SsrB binding targets
were identified by DNase 1 protection footprinting, In
addition 10 sites upstream of the SP1-2 co-regulated genes
sifA and x2fB, SstB bound to multiple targets within SPI-2
at ssaB, syeA. syaG oand ssaM. Quantitative RT-PCR
demonstrated that genes containing SsrB binding sites were
both SsrB-dependent and activated by acidic pH. In a
previous study, we demonstrated that transcription of vsra
and ssrB was uncoupled from one other (Feng er al.. 2004).
However, over-expression of SstB in the absence of its
cognate Kinagse, SsrA. is sufficient to activate SP1-2 gene
expression. Because SsrB requires phosphorylation to
activate transcription. this result indicates that other
components must exist that phosphorylate SsrB. DNA
fragments containing SP1-2 promoters were examined in
single copy without disrupting the SPI-2 locus and were all
shown to be activated during growth in macrophages and
highly SsrB-dependent. Our results demaonstrate that SscB
activates transeription of multiple operans within 5PI1-2 by
dinding ta degenerate DNA targets at diversely organized
promoters. Interestingly. genes containing the highest
alfinity binding sites for SsrB did not demonstrate the
highest levels of SsrB-dependent induction,

Supported by NIH 058746 and NSF 0630114,

Feng, X. Walthers, D, Oropeza, R., and Kennev, L.J.
£2004) The response regulator SsrB activates
transcription and binds to a region overlapping OmpR
binding sites at Salmonella pathogenicity island 2. Mai.
Microbiol. 54: 823-835,
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C12. EXPLOITATION OF THE Mycobacterium bovis

GENOME FOR DISEASE CONTROL.

Stephen Gordon S.V.

Veterinary Laboratories Agency (Weybridgey. New Haw.
Addlestone, Surrev KT15 3NB. UK,
sy gordon@ via defra.gsigov.uk

Bovine tuberculosis (bTB} is one of the most difficult
animal health problems that the farming industry in the UK
faces today. The aumber of cattle infected with hTB has
been increasing year on vear by 8%, which leads to

serious losses for affected farms due 1o the slaughter of

infected animals and the imposition of cattle movement
restrictions. UK government speading on disease
surveillance and compensation to farmers has also been
following this upward trend, with spending over 2004-2012
expected to top £1 billien. From these statisties it is clear
that the current disease contral strategy is not working, vel
the reasons for this are not ehvious. New control strategies
are desperately needed 1o halt this upward trend. The
causative agent of the disease is Myeobacterium bovis, a
member of the Mveobacrerium tubercufosis complex of
pathogens that cause tuberculosis acrass a range af
mammalian species. The complete genome sequence of M.
Bovis was elucidated in 2003, and now forms the
cornesstone on which our disgase contrel research is built.
This presentation will provide an overview on how we are
using the genome sequence to catalyse the search for new
vaccines and diagnostics, and to increase our understanding
of the molecular basis of M, bovis virulence,

This work was supported by the Department for
Environment. Food and Rural Affairs (GB).

C13, BIOINFORMATICS AND BIOLOGICAL

RESOURCES FOR E. celi RESEARCH.

Barry L. Wanner

Purdue University.Department of Biological Sciences.
West Lafayetie, IN 47907 USA.
blwanner® purdue.edu

The explosive growth of new information. worldwide
communication nctworks, and molecular wols in the life
sciences is rapidly transforming the nature and pracess of
how we da science. especially in microbial biology. The
availability of complete genome sequences hus spawned
the development of genome-wide technologies, like high
throunghput expression studies (e. g.. DNA chips.
microarrays. proteomics) for o wide range of organisms.
For many organisms, complementary approaches in
molecular biolagy are providing vs with vast new resources
for interrogating bacteria on a genome-wide scale —
through creation of libraries of all predicted coding
readings (ORFeomes) for structure/function studies, huge
sels of promoter and reporter fusions for examining
regulatory nteractions, genome-wide insertion and deletion
mutants for interrogating genetic relationships, and other
genomics tools, Benefits from such work can only be fully
realized by developing new ways to make such biological
information and resources freely aceessible to the micrebial
scientists worldwide, In this talk, [ will describe our own
efforts in the development of new bioinformatics and
bivlogical resources for the E. coli community.

Cl4. ROL DEL MINISTERIO DE SALUD EN

INOCUIDAD ALIMENTARIA: DESAFIOS
PRESENTES Y FUTUROS.
Tito Pizarro - Silvia Baeza

Dpta. Nutricion y Alimentos Minsal. Chile.
Resumen no disponible.
PREVENCION Y CONTROL DE

ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR LOS
ALIMENTOS EN JAPON.

C15.

Shunsaku Minami

Proyecte de Fortalecimiento de Programa Nacional de
Inocuidad de Alimentes (Chile)
Agencia de Cooperacion Internacional de Fapon. Japan.

A pesar de la iniciativa del Mmisterio de Saluod.
Trabaje v Bienestar (MHLW) del Japon para reducir fas
incidencias de enfermedades producidas por consumo de
alimentos. éstas siguen siendo la mayor preacupacian del
sector de la salud piblica. Recientemente se ha observado
un aumente de brotes de intoxicacién alimentariz por
nuevos tipos de microorganismos patdgenos tales como
Escherichio Coli enterphemorrigica (EHEC), Safmoneil
Enteriditis (SE1. Nerovirus. etc. También. se da
importancia a la toma de medidas focalizadas en las
llamados grupos con alte riesgo come persanas de funciin
inmunaldgica débil, mujeres embarazadas, ancianos.
infantes, etc.

En un brote de intoxicacion alimentaria. es
fundamental la comunicacién inmediata de los casos graves
al MHLW. la informacion publica, ademds de fa obligacion
de denuncia de todos los casos por los médicos. ¥ los
estudios tanto epidemioldgicos como microbioldgicos por
los  gobicrnos  locales.  La  identificacion  de
microorganismos se realiza en los laboratorios regionales.
v en ¢l Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
donde se hace ln clasificacion de las cepas, asi come
también ¢l procesamiento computacional para deteccion
precoz de un brote difuso.

Como medidas principales de prevencion contra la
intoxicacion alimentaria. se efectian supervisiones
periddicas en las instalaciones de fabricacidn y de
claboracidn. campaias de inocuidad de alimentos para
consumidores v personal relacionado con alimentos.
Recientemente ., se ha incorporade la recomendacion a los
productores de alimentos de implementar el sistema
HACCP y efectuar estudios reales sobre la incidencia de £
coli ¥ SE en los mercados al por mayor, destinados a ser

materias prnimas dc alimentos que no se fratan
érmicamente.
Cl6. IS0 22.000 - UNA NUEVA HERRAMIENTA

PARA LA GESTION DE LA INOCUIDAD,

Mario Reveco
Chile.

Resumen no disponible.
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C17. Burkholderia cepacia COMPLEX: BACTERIAL
OPPORTUNISTS WITH A PSYCHODRAMATIC

LIFESTYLE.

Miguel A. Valvano, M.D,

Professor and Department Chair

Canada Research Chair in Infectious Diseases and
Microbial Pathogenesis. Department of Microbiology and
Immunaology. University of Western Ontario. Canadé.
Voice (519) 661-3426; Email: mvalvano@awo.ca

Improvements in the treatment of genetic discases,
cancer, and organ transplantation have resulted in an
increased incidence of immunosuppression and the rise of
opportunistic infections. The ability to persist and adapt to
several different niches, including host cells and tissues, is
@ common characteristic of opportunistic bacteria,
Adaptability is also reflected in the contrasting outcomes
praduced from the bacterial-host interactions at the various
niches where these microorganisms are found. as they can
establish either beneficial or pathogenic associations.
Therefore, the dual lifestyles of these ppportunists can be
campared to a psychodrama.

The Burkholderia cepacia complex (Beel, a group of
closely related Burkholderia species. is a good example of
bacterial opportunism and adaptability. Bee have emerged
as multi-drug resistant nosocomial pathogess in
immunocompromised patients. particularly in those with
chronic granulomatous diseases and cystic fibrosis. Bec
strains possess an extraordinary ability to resist
antimicrobial peptides and they can survive intracellularly,
Previous work in our laboratory has shown that Bee
isolates can persist in membrane-bound vacvoles within
phagocytic cells without bacterial replication. but the
detailed mechanism of bacterial persistence is unknown, 1
will discuss current work in our laboratory showing that
Bee bacteria can survive intracellularly by delaying the
maturatien of the phagosome and phagalysosomal Tusion. I
will also discuss the role of bacterial antioxidant defenses
and resistance to antimicrobial peptides in promoting
survival and persistence of Bee strains within cells and host
tissues. In particular, I will present evidence suggesting a
two-tier hypothesis to explain the increased resistance of
these bacteria to antimicrobial peptides. This hypothesis
supports & role for the lipopolysaccharide and a unique
outer membrane to provide and impermeability barrier.
thus preventing access of the peptides t plasma membrane
and intracellular targets.

C18. TOXIC DINOFLAGELLATES AS MODEL
MICROORGANISMS FOR STUDYING
ALLELOCHEMICAL INTERACTIONS IN THE
SEA: PHARMACOLOGY DOES NOT FOLLOW
FUNCTION.

Allan Cembella, Krock, Bernd, Tillmann, Urban and John.
Uwe

Alfred Wegener Institute for Polar and Marine Research,
Bremerhaven, Germany.

acembella®@ awi-bremerhaven .de

Dinoflagellates represent an ancient lineage of
cukaryolic microorganisms (protists), with many unigue
features including multiple nutritional modes. complex and
diverse life histories, high nuclear DNA content and
chromosome number, permanently condensed chromatin,
and the lack of histones and nucleosomes. Many marine
dinoflagellates are a rich source of secondary metabolites —
unusval sterols and a diversity of highly bicactive
secondary metabolites. such as the phyeotoxins associated
with harmful algal blooms (HABs) — are commonly
produced. The phycotoxins constitule a heterogencous
group of compounds, affecting a variety of receptors and
metaholic processes — a5 Na-channel blockers, Ca-channel
activators, glutamate agonists, phosphatase inhibitors, etc.
Despite recent advances in structural elucidation and the
determination of biosynthetic pathways, relatively little is
known about the structural functional relationships of these
secondary metabolites, Based upon their high specific
potency. various hypotheses relaling to their in siru
ecological significance have been advanced. These
hypotheses remain highly speculative. but they include
putative roles as allelopathic agents against species
competing for a common ecological niche, pheromones
(sexual atiractants). or as chemical defence mechanisms
against predators. Nevertheless, current evidence suggests
that the allelochemical potency of marine dinoflagellates is
not directly correlated related to the cell quota of known
phycatoxing, i.e. pharmacological activity against
mammalian cells or nerve tissues does not match iytic or
ather lethal effects against potential predator or prey
species under experimental conditions.

Comparison of toxin composition among dinoflagellate
populations typically reveals a high degree of structural
polymaorphism and the expression of geographically
distinet profiles. As meodel microorganisms for
toxicogenomic studies, dinoflagellates pose severe
challenges for whale genomic sequencing — nuclear DNA
complement can exceed 200 ghp (almost 10 times the size
af the human genome!i. Most of this DNA is presumably
non-cading, therefore limited genomic studies invelving
“expressed sequence tags” (ESTs) have proven mast
promising for specific gene hunting. Current efforts are
focused on establishing the timing and sequence of key cell
cycle events involved in the biosynthesis of polyether
toxins. Genetic analysis based on EST sequencing has
revealed several putative genes for polyketide synthase
{PK3) in marinc dinoflagellates — these are the kev
enzymes involved in the biosynthesis of polvether toxins. It
is still not possible to definitively aseribe a functional role
to phycotoxins, and gene regulation of toxin production
remains poorly understood, but hypotheses concerning their
evolutionary significance and biogeographical distribution
must be addressed. Research on the chemical ecology of
marine phycotoxins in dinoflagellates will contribute
greatly to our understanding of their significance in the
population dynamics of the producing organisms and the
consequent effects on marine trephic webs,
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C19. THE BACTERIAL CYTOSKELETON: CELL
SHAPE DETERMINATION IN Bacillus subtilis.

Rut Carballido-Lopez

INRA Jouy-en-Josas, France.

A fundamental guestion in cell biology is how cells
determine their shape. In eukaryotic cells, shape is
determined by the cytoskeleton. a complex and highly
dynamic network of filamentous structures - particularly
actin filaments, that pervades the cytoplasm. Prokaryotic
cells also display a wide diversity of morphologies.
However, for decades, any subeellular organization could
be observed in bacteria, and a long-standing dogma of cell
biology was that they lack a cytoskeleton. Instead, the rigid
peptidoglycan cell wall was believed to be the primary
determinant of shape. In recent years, the application of
high-resolution fluorescence microscopy techniques has
revolutionized our view of bacterial cell architecture. In
particular, we know now that bacteria do possess distant
but genuine homologues of the three main eukaryotic
cytoskeletal proteins: actin, tubulin and intermediate
filaments.

Bacierial MreB proteins are structural functional
homologues of eukaryotic actin. MreBs undergo actin-like
polymerization into dynamic helical filamentous structures
that encircle the cell. just under the cell membrane, and are
involved in morphogenesis and various other cellular
processes. The rod-shaped model bacterium Bacilfus
subrilis has 3 isoforms: MreB, Mbl (MreB-like) and
MreBH (MreB Homologue). Both MreB and Mbl helices
have been demonstrated 1o have important roles in shape
determination. Mbl is required for lateral cell wall
expansion (elongation) by directing the insertion of new
peptidoglycan in a helical pattern. MreB is essential and
has a role in the control of cell width, probably by
influencing the synthesis, structure or conformation of the
cell wall, We have recently demonstrated that the third
isoform. MreBH, also has an important role in cell
morphogenesis. MreBH controls the hydrolytic activity
aver the lateral wall by localization of an autolysin, LytE.
We have also found that MreBH colocalizes with MreB and
Mbl in live B. subriliy cells. Our current model is that
controlled clongation of rod-shaped B. subrilis depends on
the coordination of cell wall synthesis and hydrolysis in
helical tracts defined by the membrane-associated MreB
proteins.

C20. Enterebacter sakazakii, SU IMPORTANCIA E

IMPLICANCIA EN LA INDUSTRIA LACTEA.

Manuel Henrigquez
Chile,

Debido a que los paises miembros de la Organizacion
Mundial de la Salud. asi como de la Comision del Cadex
Alimentarius, han expresado su preocupacion acerca de los
recientes hallazgos relacionados con el riesgo de contraer
enfermedades aseciadas a la presencia de Emterobacrer
sakazakii en férmulas infantiles en polve. es que se
considerd mncluir una presentacién de este tema.

Como es sabido E. sekazakil se ha transformado en un
patdgeno oportunista gue esté creando preocupacion
mundial en salud piblica. Es una bacteria perteneciente a la
familia Emterobacteriaceae la cual contiene numerosas
especies encontradas en el tracto gastrointestinal de
animales v humanos y en el ambiente. Este microorganismo
ha sido relacionado con brotes de meningitis y

enterocolitis, especialmente en nifios menores de un afio, a
través de formulas deshidratadas para lactantes

Expertos han informado que E. sakazakil se encuentra
con mayor frecuencia que Salmonella en el entorno de la
fabricacion de productos en deshidratados, lo cual es una
fuente potencial de contaminacion después del tratamiento
térmico. Es importante senalar que en los cidigos actuales
del Codex en Alimentos para lactantes no figuran criterios
especificos para E. sakazakii.

En estudios realizados hasta ahora se ha considerado
que incluso niveles bajos de contaminacidén por E.
sakazakii en los preparados en polvo para lactamtes
constituyen un factor de riesgo. debido al potencial de
multiplicacién durante la preparacion v el tiempo de
conservacion antes del consumo del preparado
reconstituido.

En esta presentacidn se entregara informacion relativa
a la génesis de esta preocupacion en salud publica por este
patdgeno: de la ecologia, taxonomia, virulencia y otras
caracteristicas hasta ahora estudiadas de este
microorganisme; de los métodos de andlisis para su
deteccion y de las actuales normativas introducidas en los
paises desarrallados para la vigilancia de este patdgeno.

EVA LUACIG!S DE RIESGOS
MICROBIOLOGICOS,

C21.

Dra. QF Eliana Marambio
Chile.

La Evaluacion de Riesgos Microbioldgicos es parte del
Andlisis de Riesgos, es uno de los 3 componentes, los otros
2 son; Gestion de riesgos ¥ Comunicacion del riesgo: estos
3 componentes interactian para generar el proceso. La
Evaluacion de Riesgos Microbiologicos tiene un base
cientifica. es una Ciencia Predictiva que aplicada como una
herramienta sistemdtica permite tomar “Decisiones
Efectivas” para reducir el impacto de patégenos en la salud
de las personas. El Andlisis de Riesgos es la herramienta de
Gestion para gue Entidades gubernamentales, definan un
nivel apropiade ¥ un sistema de proteccion de la salud de la
poblacian a través de medidas que ascguren alimentos
inocuos. Los alimentos 100% seguros no existen, siempre
hay alguna posibilidad de que algin patdgeno pueda llegar
al alimento y desarrollarse, el Andlisis de Riesgos estima
esta probabilidad ¥ provee la estructura de un sistema que
permita controlar ¢l riesgo, la Evaluacion de Riesgos
Microbioldgicos identifica el peligro v mide el riesgo. La
reduccion del riesgo se realiza a través de las medidas para
la Inocuidad.

Se han descrite nuevas herramientas que aseguren la
Inocuidad. aplicables a la produccion de alimentos. como:
PO (Objetive de Performance) son aplicables en las
primeras etapas del proceso de preducciin y denvadaos del
FSG: FSO (Objetives de inocuidad de Alimentos)
especifica el nivel de riesgo al momento del consumo y
ALOP {Nivel Apropiado de Proteccion). relaciona el mivel
de riesgo que puede ser tolerade. por ej: determinar un
limite para un determinado patdgeno. El buen manejo de
estas herramientas permite asegurar la elaboracidn de
alimentos inocuos. Durante los dGltimos afios expertos del
Codex Alimentarius han difundido estos conocimientos en
varios paises de América latina, a pesar de esto no ha
habido un avance en la aplicacién de estos conceptos. al
contrario ha generado una serie de confusiones, no
obstante, autoridades internacionales como la ICMSF a
través de las sub-comisiones de los paises miembros, han
continuado con los programas de difusion de estos
conocimientos.
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C22. EL LABORATORIO DE ENSAYOS
MICROBIOLOGICOS. ROL. IMPORTANCIA
Y RESPONSABILIDAD EN ASEGURAR LA
INOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS,

Luis Lopez
Chile.

El interés y preocupacion del consumidor acerce de la
inocuidad de los productes alimenticios. come asi también
las presiones que ejerce ¢l mercado para mejorar la calidad
y prolongar la vida dtil, ha significado una mayor
respensabilidad v toma de conciencia, de todos aguellos
involucrados en los ensavos microbioldgicos de alimentos.

En el actual mercado globalizado. la garantia de que se
cumplan los requerimientos de calidad e inocuidad, se
obtiene principalmente de los resultados de los ensayos
realizados en el Laboratorio. Por fo tanto, este debe
evidenciar ¥ garantizar la confiabilidad de la informacién
entregada al cliente. Es sabido que se pueden presentar
deficiencias serias en las operaciones de algunos
Laboratorios, Esto se puede atribuir 2 fallas en la
supervision. calidad de los insumos. control de equipos,
condicrones ambientales. control de la calidad ¥y como
punto critico mas frecuente, se puede mencionar la
competencia de los apalistas.

La necesidad por [o tanto, de implementar v cumplir
con buenas pricticas de laboratorio. debe complementarse
tambien con actividades de orden administrativo
involucrando de esta forma a la direccion, la cual debe
cnmprmnrtcr:‘m i PF(‘I"I(‘II’Cil’\I‘liﬂ‘ I0s recursos necesarios ptlril
¢l buen funcionamiento de la entidad.

En la actualidad. para garantizer la confiabilidad del
trahajo efectuada por el Lahoratorio de ensayo. este debiera
estar acreditado, es decir tener implementado un sistema de
gestign, gue incluya los sisiemas de la calidad,
administrativos ¥ téemicos, Con esto se puede demostrar
que es técnicamente competente vy capar de generar
resultados técnicamente vilidos.

C23. GREENHOUSE GAS METHANE: GLOBAL
CYCLE AND MICROBIAL COMMUNITIES.

Ralf Conrad

Max-Planck-Institute for Terrestrial Microbiology, 35043
Marbuorg. Germany.

The sbundance of CH, in the atmosphere has heen
increasing over the last 200 vears. Methane contributes
about 17% to the anthropogenic greenhouse effect and is
mainly produced by methanogenic archaea living in anoxic
environments. such as wetlands. rice fields and intestinzl
systems. Natural and artificial wetlands are the most
important individual source for atmospheric CH;. In
floeded rice fields CH, is a major degradation product of
organic matter, is partially oxidized in the rhizosphere and
emitted into the atmoesphere through the acrenchyma
system of the plants. Anaerobic degradation of soil oreanic
matter. dead plant material and root exudates by fermenting
bacter:a eventually results in the production of acetate and
H;. the two major substrates for microbial methanogenesis.
Initially. however, CH. production is suppressed by
respiritory bacteria, resulting in a characteristic sequential
reduction process, i which the reduction of nitrate, sulfute
and ferric iron proceeds CH, production. The community
of anaerobic methanogenic archaea in rice field soils
consists of Methanosarcinaceae. Methanosaetaceae,
Merthanomicrobiales, Methanobacteriales and the yet
uncultured Rice Cluster-1 (RC-11. Environmental conditions
affect the methanogenic degradation process and the
community structure of the methapogenic archaga in soil
and rhizosphere. Methanosaeraceae were found to become
prevalent when acetate concentrations are low, being
consistent with their specific biochemical characteristics.
Methanosarcinaceae were found to be more versatile,
becoming abundant at high acetate and together with
Methanobacreriales also at high H, concentrations. Pulse-
lubelling of rice plants with '"CO: followed by stable
tsotope probing of the rhizospheric microbial community
showed that Proteobacreria and RC-I methanogens were
the prevalent microorganisms assimilating '3C-labelled root
exudates and being involved in CHyg production. The
genome of a RC-T methanogen has now completely been
sequenced using a4 metagenome approach. It revealed the
presence of a unique set of antioxidant enzymes. which
apparently help survival of the methanogens in the
temporarily oxic soil environment, Much of the produced
CHy is oxidized by aerobic methanotraphic bacteria.

ence. methanotrophs regulate the global CH. cycle by
preventing the emission of much of the preduced CHy. The
methanotrophs living in the rhizosphere belong 1o the
Gamma- and Alphaproteobacteria, which contain
characteristic phosphelipid fatty acids. Labelling
experiments indicate that beth groups are actively
assimilating methanc-carbon and are regulated by the
availability of ammonia. The methanotrophs living in
Moaded soils are generally supplied with almost saturating
concentrations of CH,;. However. another community of
methanotrephs, which lives in aerated vpland soils. is only
supplied by the very low CH, concentrations (1.8 ppm)
present in the atmosphere. This communily seems 1o
consist of unique methanotrophs that have so far not been
isolated and are only characterized by the gene sequences
of their particulate methane monooxygenase. the key
enzyme of methane oxidation, and their phosphalipid fatcy
acids. Genome data obtained by a metagenomic approuch
indicate that some of these methanotrophs are related to the
alphaprotechacterial genus Meshylocapsa.
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S1. MICROBIOLOGIA Y SU IMPACTO
EN LA SALMONICULTURA.

Ximena Fuentes

Chile. Coordinadors.

§1.1 BACTERIAS DE RELEVANCIA EN LA
PRODUCCION Y COMERCIALIZACION DEL
SALMON, LAS PERJUDICIALES Y LAS

BENEFICIOSAS.

Romilio Espejo
INTA, Universidad de Chile. Chile.

Las bucterias juegan distintos papeles en la salud ¥
bienestar de los salmones, al igual gue en todos los
aorganismos vivos. Asi como algunas producen
enfermedades, oiras pueden evitarlas por competencia ©
antagonismo con patégenos. Asi también. como muchas
infecciones hacterianas retardan o impiden ¢l buen
desarrotlo del individuo, la presencia de algunas bacterias
es imprescindible para el normal desarrollo del sistema
inmune ¥ para ¢l mejor aprovechamiento de los alimentos,
En esta exposicion se revisan brevemente algunos
adelantos en la microbiologia asociada al cultive v
procesamientn de salmdnidos. Especificamente: [) avances
en la identificacién y caracterizacidn de bacterias
patogenas en Chile. 2) avances en la identificacion de
bacterias que deterioran el misculo de salménidos
procesados y 3) avances en el desarrollo de productos para
generar una microbiota protectora en salménidos. Se
revisard el estudio molecular de bacterias asociadas a
algunas patologias de salménidos. lo que ha permitido
caracterizar con mas exactitud las cepas causantes de estas
enfermedades en ¢l sur de Chile, Se revisard ademas la
composicidn de los indeulos bacterianos que han
demostrado efectividad en la disminucién de la moralidad
durante el desarrollo temprano de salménidos. generando
una microhiota en tracto digestive, piel v branguias,

Parte de la informacién presentada fue generada en los
provectos FONDEF AQO2 11003 ¢ INNOV A 204-4044

INTERPRETACION BIOLOGICA DEL
CONCEPTO DE RESISTENCIA BACTERIANA
Y SU APLICACION EN ACUICULTURA.

512

Marcos Godoy. Betty San Martin

Gerente Técnico Intervet Chile {Division Acuicola).Chile.
Marcos . godoy @ intervet.com

La industria salmonera Chilena ha lograda un enorme
crecimiento en apenas una década, de registrar
exportaciones minimas en 1980, Chile ha llegado a ser ¢l
segundo pais productor del mundo después de Noruega. El
desarrollo de los cultivos en condiciones intensivas ha
traide consigo la aparicion de enfermedades. las cuales
constituyen una de las causas importantes de pérdidas
econémicas por rendimientos no alcanzados, mortalidades,
costos de los tratamientos y pérdida de la calidad del
producio. Esto es mis relevante cuando se trata de
enfermedades infecciosas en las cuales gran parte de los
animales gue sobreviven a la enfermedad pueden resultar
portadores del patégeno durante largos periodos de tiempo.

El aumento de la produccidn a traide comsigo la
aparicién de enfermedades, asi por ejemplo en 1987,
mientras el nivel de produccion no superaba las 20.000
toneladas. las dnicas enfermedades que se presentaba era la
Enfermedad bacteriana del riidn {BKD}., sin embargo en
1993, cuando el nivel de produccién habia superado las
60000 toneladas de trucha {Oncorhynchus mykiss), Salmén
del Atlintico {Salme salar) v, salmén coho (Oncoriynchus
kisuwteh), las enfermedades registradas aumentaron en
cuatro (Caligiais. Piscirickettsiosis, Enfermedad de la boca
raja vy Microsporidiosisy. De la misma manera. en 1997 ¢l
nivel de produccién habia crecido en 8 veces v el nimero
de enfermedades a nueve,

En nuestro pafs se dispone de vacunas monovalentes y
polivalentes para prevenir y controlar las principales
enfermedades que afectan a los cultivos de salménidos, sin
embargo cuando esta proteccidn es superada o cuando no
se dispone aun de vacunas comerciales para patdgenos
emergentes, la quimioterapia es una herramienta
fundamental para reducir las pérdidas vy optimizar las
condiciones de cultivo,

Entre los factores a considerar como buena prictica en
el uso de antibiéticos en acuicultura se encuentra [a
determinacién de la susceptibilidad y monitoreo de la
resistencia bacteriana de las diferentes agentes.

Entre las dificultades que se presentan para abordar
esia situacion se encuentra la relatividad del conceplo de
resistencia (via de admanistracion. distribucién en los
tejidos, localizacién del patdgeno y caracteristicas
fisicoquimicas del medioambiente), falta de harmonizacién
para la determinacién de la sensibilidad y oportunidad en la
obtencién de los resultados para su aplicacion clinica.

Lo anterior es més relevante si se consideran paidgenos
intracelulares tales como Piscirickettsia salmonis, para el
cual la evaluacion de las concentraciones minimas
inhibitorias se realizan utilizando cultivo celular {(CHSE-
214) o bacterias de lento crecimiento como Renibacterium
salmoninaram.
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S1.3  AGENTES PATOGENOS DE ORIGEN VIRAL
DE IMPACTO EN SALMONICULTURA,

Dr. Ricardo Enriguez

Laboratorie de Bioteenologio y Patclogia Acudtica,
Facultad de Ciencias Veteriarias, Universidad Austral de
Chile. Chile.

renrique@ uach.cl

Resumen no disponible.

514 MICOSIS CAUSADAS POR Saprolegnia sp EN
SALMONIDOS.

Dr. Ricardo Enriquez

Laborstorio de Biotecnologia v Patalogin Acudtica.
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de
Chile. Chile.

rearigue @uach.cl

Para entender la infeccian por hongos del género
Saprofegma sp en peces salmonideos. es necesario revisar
las caracteristicas anatdmicas y fisioligicas de la piel de
estos peces. Al respecto es fundamental para evitar la
infeccian de estos hongos. ls integridad de la piel v la
presencia de mucos, En ausencia de este, la espora es capaz
de fijarse a la epidermis ¢ iniciar una infeccion progresiva
¢ irreversible, que el sistema defensivo gue se establece en
la epidermis no es suficiente para contrelar la infeccidn.
Luego las hifas del hango zl penetrar rompen la
continuidad epidérmica que permute el ingreso de agua
produciéndose un schock osmdétice celular localizado.
Luega la infeccidn micdtica contimia en forma concéntrica
y alcanza la membrana celular.

El impacto de las micosis por Saprelegnia sp, es
causado en la fase de agua dulce de la Salmonicultura v
depende de la calidad de las ovas. peces y del agua, dado
que estos hongos nn sobreviven en ambientes salinos.
Principalmente afectan la ova verde en incubacidn, los
alevines en absorcion del saco vitelino v primera
alimentacion, luego en la etapa de esmoltificacion v en la
fase de reproduccion.

Las especies de Saprolegnia sp mids comunes
carresponden a 8. parasitica, ¥ en menor grade a §, dicling
¥ 8. Jerax. Resuoltadps preliminares indican una
susceptibilidad de especies de salmonidens ssociada a la
especie de hongoe presente.

El control de la infeccion micotica es un problema
serio ya gue no se dispone de un producto efectivo.,

SLS  PARASITOLOGIA DEL SALMON Y SU
IMPACTO EN LO ECONOMICO Y
PRODUCTIVO.

Dr. Juan Carvajal

Ceatro de Investigacion y Desarrollo de Recursos Marina
Costeros i~mar. Universidad e Los Lagos. Casilla 557.
Prerto Montt. Chile.
Jearvagal @ulagos.cl

Las enfermedades parasitarias son una constante
preacupacion pura los salmenicultores dehide a los dafos
asociadas con la produccian, gue consisten en estrés.
disminucidn de las defensas y susceptibilidad a las
enfermedades bacterianas v virales que matan los salmones
v bajun la calidad del producto que lega al mercado, Ei
nemdtodo intestinal Hyterathylacium aduncum lee
encontrado en truchas ¥ cohos. observaciones realizadas en
la Fauna acompafante de los salmdnidos e=n sus jaulas,
constataron la presencia de estadios larvales de este
parisito en anfipodos, poliguetos | picoroces v blénidos. El
contrel de este pardsito incluve la remocidn sistematica del
fouling acumuladoe en las redes v flotadores de las jaulas.
El isépode Ceratomiioa gandichaadii se encontrd en las
branguias, boca ¥ arcos branguiales de salmdn coho v salar.
Se trato de controlario usando pesticidas. pera estos
producian daio a los organismos plancténicos, Desde 1996
esle parasitismo ya no es un problema, debido a la
desapuricion de lus poblaciones costeras del jurel. su
hospedador definitive. En relacién a Caligus rogercressevi,
este pardsite Tue transmitido desde los rébalos a los
salminidos. Este pardsito es mas abundante en trucha v
salmén del Atldntico, el cohe es mds resistente. El
conocimiento de los estados de desarrotlo de Caligus &
diferentes temperaturas v salinidades, asi como el estudio
de las mucosidades secretadas por la piel del salmén ¥ la
extraccitn de semioguimices de las aguas donde estin
estos pardsitos v sus hospedadores contribuirin a elaborar
un contral integral de este parasitismo. donde la aplicacion
de Firmaecos yue son contaminantes del medio ambiente se
reducirdn @ su minima expresiGn, Se discute la posible
presencia de pardsitos zoondticos en los salménidos. dade
que todavia no se han producide regisiros fehavientes que
la confirmen.
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§1.6 DIAGNOSTICO  MOLECULAR  DE
BACTERIAS BASADO EN ARREGLOS
GENETICOS: UN DISENO ESPECIFICO PARA
LA SALMONICULTURA CHILENA.

Andreés Arava

Roche Diagnastics Chile.

Los macroarreglos de DNA de secuencias genédticas
especificas mmobilizadas (sendas), denominados
comiinmente macroarrays, permiten el andlisis en paralelo
de la expresion de genes a nmivel gendmico. Para este
andlisis la muestra debe ser convertida en una molécula
capaz de ser detectada luego de hibridizar a su sonda
complementaria, para posteriormente ser identificada ¥
analizada mediante un scanner ¥ software especiales.
Roche Diagnostics Chile, en su constante interés por los
problemas locales. ha desarrollado un sistema de screening
riapido v sensible basado en macroarrays. denominado
=Array FISHBact”, gue consiste en un sopoerte acrilico que
contiene sondas especificas para las siguientes bacterias:
Piscirickettsia  salmonris  (SRS), Reaibacterium
safmeningrum (BEKD). Tenacibaculum maritimum,
Sreprocevens phocae. Flavobacternam pyyclrophilum.
columunare, Aeromonas salmonicida, A, hvdraphila, Vibrio
spp v V. ardalii.

El sistema es capaz de identificar la presencia de estos
10 patégenos en tejidos de peces al amplificar, en una
anica reaccién de PCR, una zona altamente conservada de
la regién 168 para todas estas bacterias. Las sondas
especificas para cada patogeno. que estén incluidas en el
macroarray, permiten diferenciar ¢ idemificar a la bacteria
en particular, Esto en la prictica significa que a la muestra,
es decir un salmén o trucha con sintomatologia clinica, se
le extrzerd el DNA total desde el tejide blanco, incluso
sangre. para que sea utilizado come templado de la
reaccidn, que acoplado al sistema de PCR Tiempo Real
LightCycler® Roche, permite en un simple ensayvao
determinar la bacteria que afecta al salmdn.

Estudies wtilizande DNA gendmico de cada una de
estas bacterias demastrd que el sistema es capaz de detectar
today las bacterias contenidas en el array, sin posibilidad de
reacciones cruzadas de hibridacion, Ademds. los primers
amplifican etras baclerias tales comoe Escherichia coli,
Salmonelia svphimurium v Listeria monocyrogenes, las
cudiles no son detectadas en el array, demostrando asi la
especificidad del sistema. Por dltima, estudios
comparativos con téenicas microbioldgicas tradicionales
demostraron gue ¢l sistema es confiable v mils sensihle en
la deteccion de patdgenos, Estos resultados demuestran gue
el array FISHBact tiene el potencial para transformarse en
una de las herramientas de diagnostico de mayor
innavacion en la industria salmonera en Los ultimos anos.

S2. NOVEL PROCESSES
BIOREMEDIATION OF POPs.

FOR

Michael Seeper
Chile. Coordinador.

§2.1  APPLICATION OF LIPIDS AS BIOMARKERS
IN MONITORING BIOREMEDIATION

PROCESSES.
Herman Heipieper', Fischer J.'. Imfeld G.°, Kabelitz N

'Department Bioremediation, “Department Isotope
Biogeochemistry UFZ-Centre for Environmental. Germany.
hermann heipieper@ufz de

The Tucteation of membrane lipids offers a promising
tool as biomarkers for the analysis of microbial population
changes as well as for the physiological status of micro-
arganisms. The investigation of changes in lipid
composition is of common vse for the assessment of
physiological conditions in pure cultures. However, as lipid
compaosition does not show drastic diversity among living
organisms the use of lipids as biomarkers m mixed coliures
and envirenmental samples has certain limitations.
Therefare, special marker phosphalipid [atty acids as well
as modern statistical analysis of the results are necessary o
receive certain information about the qualitative and
guantitative changes of e.g. a soil microflora due to a
contamiration with oerganic compounds and its
bioremediation.

The use af lipids as biomarker in moritoring
hioremediation are shown at the HradCany site, a former
Russian air farce buse in the Czech Republic that operated
until 1990y, In this time in an area of 32 ha soil and
groundwater were contaminated with kerosene and BTEX
compounds in an amount of 7,150 tons. This highly
contaminated site is treated with the so-called air sparging
method to clean-up the contamination by aerobic
biodegradation,

This work was partially supported by the project
BIOTOOL (Contract No. 0034998) of the Eurcpean
Commission within its Sixth Framework Programme,
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§22 LACCASE: SCREENING, PURIFICATION
AND EFFLUENTS BIOREMEDIATION.

Nelson Durin' *. Cordi L.'. Minussi R.C.', Rosa Maria
A FreireRS. 17

lnstituto de Quimica, Biological Chemistry Laboratory,
Universidade Estadual de Campinas, C.P. 6134, CEP
130:83-970, Campinas, S.P., Brazil.
duran@ igm.unicamp br. ? Nucleo de Ciéncias Ambientais,
Universidade de Mogi das Cruzes, Mogi das Cruzes, S.P.,
Brazil. duran®@®ume.br. YInstituto de Quimica, Universidade
de Sao Paulo, S@o Paulo, S.P., Brazil.

Aim: To enhance the laccase activity induced by
copper ions and by 2.5-xylidine in two different fungi.
Trametes versicoler and Trametes villose and its
purification. In order to apply in an effluent treatment,
laccase was immobilized on different supports, and also on
a carbon fiker electrode as biosensor,

Methods and Results: Laccase was induced by 2 3-
xylidine and copper sulfate, Purification of the crude
laccase was carried out through precipitation and the
column separation with NaCl gradient. Semi-and purified
laccases were immobilized on several supports and a
biosensor that was applied for monitoring the effluent
treatment. Laccase immobilized on Eupergit C was used for
assembling an enzymatic reactor.

Conclusions: The maximum laccase activity was
40,7740 U L' when induced with copper sulfate in T.
versicedor. The best support for immobilization was
pyrolytic graphite (glutaraldehyde treated-94% efficiency).
Total phenal removal in Kraft E effluent was over 20%
for immobilized pyrolytic graphite with the mediator
present. The biosensor prepared with this material showed
4 good linear response to catechol. Eupergit € showed
100% immobilization.

The purified laccase presented two laccase forms (L1
and L2) and showed a molecular mass of 66 kDa and
optimum temperature around 40°C. The pH optimum (4.0
and 5.0) and K, (28.6 and 5 pM) values using
syringaldazine as substrate for L1 and L2 were found,
respectively. The eazymes were able to oxidize several
campounds. The use of l-hydroxybenzotriazole as a
mediator extended the oxidized compounds by laccases in
olive mill wastewater and acetohydroxamic acid in kraft El
effluent. The immobilized laccase on Eupergit C treatment
showed total phenols removal of over 40%.

Significance and Impact of the Study: The optimization
of laccase activity induction through the combination of
2.5-xylidine and cooper sulfate was obtained and led to use
in environmental remediation.

523 POTENCIALIDAD DE HONGOS NATIVOS
CHILENOS PARA LA BIORREMEDIACION
DE SUELOS CONTAMINADOS CON
COMPUESTOS CLORADOS. (Potential of
Chilean native fungi for the hioremediation of soils

contaminated with chlorinated compounds)

Diez M.C.

Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de La
Frontera, Temuco, Chile.
mediez@ufro.cl

Los compuestos organoclorados, entre los que se
encucntra la lignina proveniente de la obtencién de pulpa
blanqueada con cloro o didxide de cloro, son téxicos ¥
resistentes a la degradacion biolégica. Los hongos de
pudricién blanca son un grupo taxonémico v fisiolégico
que comprende principalmente basidiomycetes. que son
capaces de degradar extensivamente polimeros aromiiticos
entre los sustratos lignocelulésicos. La lignina es uno de
los compuestos mds abundantes v recalcitrantes v es
mineralizado en un precese oxidativo aerdbico. Entre los
hongos de pudricién blanca varios secretan una o més de
las tres enzimas extracelulares que son esenciales para la
degradacion de la lignina (lacasa, Mn-peroxidasa v lignina
peroxidasa). Se evaluo el potencial de biorremediacién que
presentan cepas nativas de hongos chilenos, para lo cual se
colecté identificé 51 cepas de bosque nativo de la IX
region de Chile, determindndose su poder ligninofitico. 14
de las cepas seleccionadas presentaron adecuada actividad
ligninolitica, destacdndose Anthrocaphyllum discolor. Se
evalud la tolerancia de las cepas aisladas frente a 2.4-
diclorofenol, 2.4 6-triclorofenol ¥ pentaclorofenal,
encontrindose gue la mavoria de ellas solo logrd crecer en
24 diclorofenol. Sin embargo, se observié adaptacidn a
estos compuestos, luego de inoculaciones sucesivas, Se
evalud la produccidn de las enzimas ligninoliticas (lacasa,
MnP y LiP) bajo diferentes condiciones de cultivo y se
selecciond el honge Anthrocophyilum discalor para
estudios posteriores. Se establecieron las condiciones
experimentzles dptimas para la purificacién de enzimas del
hongo Anthrocophylium discolor. Se estudié el efecto del
pH ¥ de la temperatura en las enzimas y se determing el
peso molecular de MnP siendo cercano a 44000 Da. La
mayor actividad enzimdtica la presentd la enzima MnP,
siendo dptima a 50°C v en pH entre 4.5-35. Se han
realizado también, estudios de degradacién utilizando
mezclas de estos clorofencles. evaluando la degradacién y
las actividades enziméticas en el hongo inmovilizado en
soporte de poliuretano ¥ se ha realizado micrografia
electrdnica para evaluar el nivel de inmovilizacién en este
soporte. Se ha evaluado la produccidn enzimdtica del
hongo Anthracophvllum discelor inmovilizado en sustratos
orginicos ¥ se ha evaluado su capacidad degradativa de
compuestos organoclorades. S¢ ha determinado la
produccion de las enzimas lignonoliticas en el micelio
inmovilizado en distintos sustratos orgdnicos (paja de trigo
entera y picada, aserrin de pino. viruta de pino v trozos de
celulosa) observindose que se produce diferente grado de
inmovilizacidn dependiendo del sustrato, siendo los
sustratos de menos tamafio los que propician una mejor y
mas estable inmovilizacidn ¥ con elevada produccion de
MnP. La adicién de Aathrocophyllum discolor
mmovilizado en aserrin de pino a suelo contaminado con
pentaclorofenol demuestra que este hongo aumenta el nivel
de excrecion de enzimas lignoneliticas hacia el suelo en
presencia del clorofenol. favoreciendo su degradacion.,

Financiamicnto vy Agradecimicntos: Proyecto Fondecyt
1050614



SIMPOSIOS 23

§24 BIDAUGMENTATION STRATEGIES FOR
RECOVERY OF SOILS POLLUTED WITH
POPs.

Michael Seeger, Acevedo F., Sasvedra M., Agullé L.,
Gonzdlez M., Morgaate V., Villalobos P., Herndndez M..
Flores C.

Laboratorio de Microbiologia Molecular ¥ Biotecnologia
Ambiental. Millennium Nuclens EMBA, Departamentn de
Quimica, Universidad Técnica Federico Santa Maria.
Valparaiso, Chile.

Pollution of the bhiosphere is a problem of increasing
concern. Polvchlorobiphenyls (PCBs), polyeyclic arematic
hydrocarbons and pesticides are persistent organic
pollutants (POPs) world widely distributed in the
environmeni. They have been internationally classified as
high-priority  pollutants due to  their toxicity.
bioaccumulation and persistence in the environment.
Recovery of soils contaminated with POPs is a mayor
challenge, mainly because soils are complex ecosystems.
For the restoration of polluted soils. bioremediation
becomes an attractive alternative to traditional chemical or
physical techniques due to its low cost and minimal
environmental impact. The selection of the biocatalysts is
critical for efficient bioremediation processes. For each
POP an adequate catalyst has to be chosen.
Bicaugmentation strategies involving native and
genetically modified microorganisms for soil polluted with
PCBs and pesticides will be presented.

For PCB hiaremediation. novel biocatalvsts are
required. Biodegradation of PCBs by mative bacteria is
generally incomplete, leading to the accumulation of
chlorobenzoates (CBAs) as dead-end metabolites.
Therefore, bacterial strain X34 able to mineralise PCBs
was construcied by combination of the PCB and CBA
catabolic pathways. The degradation of PCBs in soil by the
native Burkholderia xenovorams strain LB400 and the
genetically modified strain X34 was compared. In soil
microcesms, strain X34 was able to degrade PCBs faster
than strain LB400. Native microbial flora does not affect
PCB degradation of strain X34, whereas they have a
negative effect on the removal of PCBs by strain LB40O.
Our results indicate that the genetically modified strain
X34 is efficient in PCB mineralization in soils.

For bioremediation of herbicides, novel simazine-
degrading soil bacteria were isolated from treated
agricultural soils. The herbicide-degrading potential of
Psendomonas sp. P41 was determined in bicaugmentation
assays in soil microcosms and on field. Bioaugmentation is
essential for the degradation of simazine in soils without a
history of simazine application. The native soil microbiota
was able to degrade simazine but the addition of the
Pseudomonas 5p, P41 enhances the altepuation of the
herbicide. Changes in soil microbial communities were
determined by FISH. Preliminary on field studies indicate
that addition of Pseudomonas strain P41 in agricultural
soils increase simazine-degrading bacteria. The genetically
madified microorganism and the native bacteria described
in this report are interesting biocatalysts for the scale up of
bioremediation processes.
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La creciente necesidad de resguardar la bwodiversidad, asi
como el uso de microorganismos en investigacion bisica o
aplicada, proceso industrial o docencia, hacen imprescindible la
conservacitn eficiente de los cultivos. sin contaminaciones, por
large tiempo y conservando sus propiedades originales. Las
Colecciones de Cultivos, gue conservan los cultivos
correctamente permiten ascgurar la reproduccidn de sus
aplicaciones. Las redes regionales facilitan el conocimiento del
patrimonio de cada coleccién v el intercambie de cultivos,
evitando la compra a colecciones de zonas alejadas. La
adquisicién de cultivos fordneos no sélo redunda en el costwo
sinp también en el rendimiento, peede no resistir las
condiciones de nuestra regidn o dar resultados no esperados.
Las colecciones regionales conservan cultivos aislados
localmente, en las condiciones del lugar de origen v muestran
resistencia a bacteriofagos locales. La asociacion de
Colecciones favorece ¢l intercambio y la colaboracion para
alcanzar un desenvolvimiento eficiente para la comunidad.
Respondiendo a esta necesidad de aunar esfuerzos para una
mayor eficiencia, responsables de Colecciones de Cultivos de
varins paises de América Latina crearon la Federacidn
Latinoamericana de Colecciones de Cultives, FELACC. Su
Asamblea Constitutiva se realizé en la sede de la AAM/Buenos
Aidres, el 19 de octubre/04. En la misma se aprobd un Estatuto y
se designé la Comisién Directiva, con integrantes de
Venezuela, Méjico, Cuba. Brasil, Argentina, vigente hasta la
Asamblea General que se llevard a cabo dentro del marco de
este Congreso de ALAM-Chile/06. El 20 de octubre/(M se
presenté FELACC ante la Asamblea Genmeral de ALAM.
quedando registrado ¢n el Acta. Para la distribucion de tarcas se
crearon Subcomisiones, cuyos miembros trabajaron en los
siguientes temas: binseguridad; control de calidad; centificacién
de cepas. docencia; publicaciones y Base de Datos. Con
relacién a este Gltimo tema, s¢ cred una Base de Datos con <l
tipo de microorganismos gue preservan Colecciones de esta
region (bacterias ldcticas. levaduras de wso enolégico, hongos
celuloliticos, aislamientos clinicos. hongos comestibles, hongos
simbiontes con insectos, patdgenos en veterinaria, simbiontes
de plantas. otros). Esta Base se encuentra en la pigina de la
Asociacion Argentina de Microbiologia www aam.org.ar—>
Comisiones v Subcomisiones —> Colecciones cultivos
microbianos —> Base de Datos, La misma se encuentra en
continua ampliacién ¥ puede ser consultada por todo interesado
en obtener una determinada cepa para su aplicacién en
biotecnologia, investigacion o docencia. La tarea de lograr el
reconocimiento general de la importancia de las colecciones no
debe ser solitaria. Es necesario aunar esfuerzos a través de
agrupamientos regionales, como el de esta Federacidn, que
enlace a las Colecciones de Aménca Latina ¥ provea un marco
de accidn unificada, encausando los esfuerzos individuales para
lograr un servicio 6ptimo para la comunidad cientifica e
industrial de la regitn.
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832 EL CENTRO VENEZOLANO DE
COLECCIONES DE MICROORGANISMOS
{(CYCM} Y LA PRESERVACION DE LA
DIVERSIDAD MICROBIANA EN LA REGION.
(Preservation of micrabial diversity and the role of
the Yenezuelan Center for Culture collections
(CVOMY

Vidal Rodriguez-Lemoine
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El Centro Venezalane de Colecciones de
Microorganismos (CVCM) tiene su erigen en la coleccidn
iniciada a mediados de 1950 en la Escuela de Ciencias de
la Universidad Central de Venezuela. A partir de 1991
camenzd su gradval transformacién en wna coleccian de
coleceiones -con funciones de servicio- formada por un
sistema de nodos especializados dedicados al aislamiento.
estudio, caracterizacién ¥ preservacion ex sitw de la
diversidad microbiana local v regional, ¥y a la distribucion
de cultivos en escala internacional, sin otras resiricciones
gue las derivadas de las normas internacionales. EIl CVCM
forma parte del sistema internacional de colecciones de
servicio, Es miembro efiliado de la Federacion Mundial de
Colecciones de Cultives (WFCCl, CYCMMWDCM-915, v
miembro fundader de la Federacion Latinoamericana de
Colecciones de Cultivos (FELACC). Es una coleccion
abierra —en crecimiento selectivo permanente- formada por
ung amplia coleccwon de bacterias aisladas en ambientes
naturales o intervenidos, mutantes v derivadas de interds
tanto en estudios gendticos coma para wso indostrial o
control bioldgico: una coleccidn de hongos filamentesos v
levaduritormes patdgenos para humanos. insectos ¥ o de
interds agricola; una pequeda coleccion de levaduras de use
industrial; v una extensa coleccion de plismidos naturales
o modificados; vectores de clopacion, transposones,
integrones vy bacteridfagos de interéds hiomédico n
aplicacion en Biotecnologia de avanzada, Cuenta, ademis,
con una coleccicn de virus patégenos para humanos v
animales. La organizacian del CWVCM en nodos de servicio
ubicados en diferentes instituciones académicas o de
investigacion, con autonomia académica, financiamienta ¢
infraestructura. garantiza el manejo adecuada de la
diversidad microbiana preservada cn el sistema, La
viabilidad. v la disponibilidad de los cultives para su
distribucion, estd garantizada por el uso combinado de
técnicas convencionales, liofilizacion o crio-preservacion,
segoidas de almacenamiento en condiciones especificas
para cada grupo. el registro detallado de la informacicn en
un banco de datos computarizado comin a odo el sistema.
C¥CMdata, v la aplicacion de un rigurose programa de
control de calidad en todas y cada una de las ctapas del
procese de incorporacion, preservacidn ¥y almacenamiento
de lox cultivos. Se mantiene un inventario actualizado de
los cultivos, control periadico de viahilidad, v registro
certificade de sobicitanies v usuvaries El CVCM edita
pericdicamente un catdlogo en version impresa y
electrénica (mini-CD). La sexta edicion del Cardlogo
CVCM 2006, conteniende mas de 2200 cultives disponibles
dentro de la regian. puede ser consultado directamente en
la pagina web del Centro Vengzolano de Colecciones de
Microorganismoes: cvem.ciens.ucy.ve

Agradecimientos: CODCH-UCVY Provecto UIS] 004:2006,
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La formacién de redes de colecciones de cultivos ha
contribuido para el dizgnistico claro de la situacion global
de los recursos genéticos micrabianos v para establecer una
cultura de cooperacion técmica. Las redes tienen la
caracteristica bidsica de reunir el potencial intelectual, la
capacidad institucional ¥ las actividades en recursos
genéticos de cada pais o regién con objetives comunes,
pasibilitanda mejor ordenacién de informaciones y
determinzcidn de prioridades en cudnto a las actividades e
organismas. luego constituyendo mecanismos para erientar
la aplicacian de recursos humanes y financieros para
desenvolvimients de las acciones integradas,

Atenta a esta problemitics. la Empresa Brasilefa de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA} inicid la estructuracion de
una Red MNacional de Recursos Genéticos, De esta gran Red,
facen parie las colecciones de cultivo, qué tiene céma ohjetive.
organizar v integrar lis acciones en microorganismos.

Las actividades de rutina en colecciones de cultivos en
Embrapa comprenden la introduceion de nueves aisladaos,
ta tramsferencia de material para investigacidn. la
identificacion, caracterizacion, preservucion,
almacenamiento y documentacion,

Para garantizar que [os esfuerzos v el uso de recursos sean
realizados de la manera mds adecuada posible, las acciones de
conservacion se realizan prioritariamente de manera
cooperativa entre los distintos equipos involucrados en un
proyecto. De la misma manera el trabajo taxonémico v de
caracterizacion es desarrallado por equipos multidisciplinares.
favereciendo la formacidn de recursos humanos a fin de
promover el eatrenamiento de mane de obra calificada.

En general el crecimiento de los bancos es
cansecuenciz de aislamientos a partir de muestras de
miterial bioligico provenientes de los mis diversos biomas
v regiones geogrificas. Las muestras son, preferentemente,
georreferenciadas,

Entretante buena parte del material de los bancos es
proveniente de material introducido a través de intercambin
con ofras instituciones nacionales o extranjeras.

El Sistema Brasilefio de Informacion de Recursos
Genéticos - SIBRARGEN, fue criado siguiendo la lilosofia
de trabajo en red ¥ dispone de una base de datos
centralizada en la Embrapa Recursas Genéticos e
Biotecnologia. en Brasilia - DF.

El madule correspondiente a microorganismos se
encuentra en su fuse inicial de implementacidn, Para esto,
estin siendo definidas las caracteristicas descriptivas para
cada tipo de microorganismao, incluvendo los va existentes
en las colecciones. Esta etapa sigue siendo conducida a
lraves de reuniones entre especialistas de informitica v el
crupo de investigadores involucrados en el proyecto,
Posteriormente ¢l equipo de técnicos de informdtica
desenvoiverd la interfase para entrada de datos y realizard
un entrenamiento de investigadores ¥ técnicos respansables
por el ingreso de la informacion y operacion del sistema,
LUna vez estructurado el madule, serd posible generar listas
¥ catilogos de los microorganismos almacenados,

El control de calidad incluye el entrenamicnta de todas
los profesionales reluacionados al proyecto, estableciendo
precedimientos en concordancia con los utilizados
internacionalmente.
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§34 COLECCIONES CUBANAS DE CULTIVOS
MICROBIANOS Y DIROS MATERIALES
BIOLOGICOS: 11 ANOS EN POS DE LA
BIODIVERSIDAD. (Cuban Microbial Culture
Collections and other biological materials: [l years
towards to biodiversity)

Fulia Weng'_Iglesias ES

lnstuto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia.
Infantz 1158 ef Llinds v Clavel. Centro Habana, 10300, Ciudad
Habana. Cuba, weng@mfomed.sld.cu: zuliaweng @ vahoo com.
“Instituto de Suveros v Vacunas Finlay. Ave 19. Na, 19803, La
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Para gurantizar el mantenimiento ¥ funcionamiento de
los ecosistemas globales es imprescindible comprender el
valor de la diversidad microbiana ¥ entender su potencial
como fuente de recursos para ¢l cuidado de la salud, ¢
desarrolle de la agncultura, la industria, la biotecnologia v
It proteceicn del medio ambieate. El incremento marcado
en la concientizacién del valor de las colecciones de
cultives en los altimos afos, favorecio la creacién en 1995
del Gruopo Nacional de Colecciones de Cultivos
Microbianos, integrado por mis de 30 celecciones de
institeciones prestigiosas en el pais. Se exponen las
experiencias de trzbajo de este grupo en la conservacidn de
la microbiota cubany durante sus 11 afios de existencia,
oficializado como Seccion de Colecciones Cubanas de
Cultivas Microbianos v otros Materiales Bioligicos.
adscripta a la Asociacion de Técnicos Azucareros de Cuba
{ATAC) desde 2002 v miembro fundador de la Federacion
Latinoamericana de Colecciones de Cultivos (FELACC),
Sohresalen como principales resultados: el establecimientio
del Servicio de Informacién para Colecciones Cubanas de
Cultivos, la organizacién y sistematicidad del grupo. Ia
formacion de recursos humanos; asi como, la realizacion de
talleres cientificos bianuales e investigaciones
intersectoriales. El desarrollo de esta iniciativa contribuye
al desarrelle de las Colecciones Cubanas ex-situ v,
constituye un vehiculo ideal para facilitar los estudios de
biodiversidad, defirir nuevas lineas de trabajo y aplicar a
niveles microbianos los acuerdos de la Convencion
celebrada en Brasil en 1992,

S4. Helicobacter pylori: genotipificacion,

patogénesis ¥ control de la infeccién.

Alejandro Venegas
Chile. Coordinador,

S4,0 DIAGNOSTICO Y CARACTERIZACION DE
Helicobacter pylori EN BASE A LPS Y GENES
ASOCIADOS A VIRULENCIA EN
POBLACION CHILENA. (Diagnostic and
characterization of Helicobacter pylori by LPS and
genes associated to virulence in Chilean populationd

Apolinaria Garcia', Delgado C.°. Kawaguchi F.7,
Gonzalez C.!
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Universidad de Concepeidn, Chile.
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NMuestro  laboratorie  ofrece el diagndstico
bacteriolégico de FH. pylori a pareientes chilenos ¥ ha
mantenido por 10 afos (1996-2006] una vigilancia
epidemiolagica del microorganisma en pacientes
sintemiticos. Se ha investigado por PCR convencional y ¢n
tiempo real genes de virulencia v se han caracterizade
alzunos faclores asociados a la patogenmia de la infeccicn,
tales como el LPS v la relacion entre presencia de antigeno
de Lewis b en ¢l hospedador - infeccidn por H. pylori - ¢
intensidad de la lesion gdstrica.

Laos principales resultados obtenidos muestran gue: 1)
Los métodos de deteccion de H. pylorl fandlisis
histopatoldgicn, H; PCR y diagndstice Bacteriolégico, DB
(cultivo. tineion de Gram v test de ureasa)), no presentan
diferencias significativas. 21 El uso simultineo de dos o
mis métodos diagndsticos aumenta el porcentaje de
deteccidn. 3) La amplificacién de mis de un tipo de
secuencia senal o de regidn media de vacA o de los alelos
iceAl e iceA2. simultineamente, sugiere la presencia de
infeccion multiple en un alte porcentaje (89 %), 4) Se ha
mantenido la prevalencia de cagd {36%) en cepas aisladas
o directamente en biopsias. 5) El genotipo vacAmZ2 sigue
siendo prevalerte. 6) En los dlumos anos aparece un
marcado predominio del genotipo vacAs!, o diferencia de
lo encantrade en los primeros estudios. 71 cagd v las
variante alélicas vacAs, vacAm{! no tendrian un valor
predictivo de riesgo de patolopias gistricas severas por si
solas, pero si el genotipo cagA+ivacd siml. ¥) Mediante
estudios del LPS in vitro v en raton se detectaron 2 grupos
de cepas de H. pylori: un grupo con un LPS de alia activad
bieldgica ¥ el otro grupo, similar al control negativo. Y}
Nuestros resultados muestran que existe una lendencia a
una lesién gastrica mds severa. pero no una diferencia
significativa, eatre ¢l grupo de pacientes infectados con K.
pyiori v que poseen el Ag Lewis b v aguel grupo de
infectados pero Ag Lewis b negativos.

Una de las proyecciones que le vemos a estos estudios
es contar con suficiente informacidn de implicancia clinica
significativa. como es la factibilidad de desarrollar un Kit
de deteccion de cepas mas agresivas de H. pyiori en nuesira
poblacidn,

Financiamiento: Proyecto Fandef DO31115 v Proyectos
internos Universidad de Concepeion



USO DE PROBIOTICOS Y ALIMENTOS
FUNCIONALES EN EL MANEJO DE H. pyiori.
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M. pyieri es un patégeno altamente prevalente que
coloniza la mucosa gédstrica del ser humano. La mavoria de
los sujetos colonizados desarrollan solo una gastritis
moderada gque permanece asintomitica, por lo que no
requieren erradicar el patégeno. En los pacientes
sitpmiticos, los tratamientos de erradicacion tienen un
alte costo ¥ no son totalmente efectivos dehida al
desarrollo de resistencia a antihicricos: los nifos. coando
son tratados. se recolonizan rdpidamente. La adherencia al
tratamiento no gs muy buena debide a efectos adversos
come diarrea, dolor abdominal, vomitos y alteracion del
sabor. Por todas estas ruzomes es importante desarecllar
soluciones alternativas para controlar los niveles de
colanizacién en las poblaciones en riesgo v mejorar la
eficiencia del tratamiento. Los probidticos son
MICrOOTZanismos inocuns que son resistentes al pH gdstrico
¥ que pueden ejercer efectos beneficiosos en el estomago.
Cepas especilicas de Lactobaciling v de Bifidobacterinm
imhiben M. pylor: mediante la liberacién de dcidos
orginicos v/o de bacteriocinas, ¥ disminuyen su adhesion a
células epiteliales gdstricas. Las propredades antioxidantes
v anti-inflamatorias de algunos probicuces estabilizan la
funcion gistrica de barrera v disminuyen la inflamacién de
la. mucosa. Ensavos clinicos en sujetos colonizados
sugicren que el consumo de probidticos per e no erradica
H. plori pero disminuye su densidad en el estémago;
adminmistrados con los antibioticos. los probidticos
aumentan las tasas de erradicacion yio reducen los electos
adversos. Otros componentes de la dieta como las
cranberries v los  ardndanos que  tienen  altas
concentraciones de pro-antocianidinas con actividades
antioxidantes v antibacterianas, y proteinas de la leche
como la Jactoferring, tambidn interfieren con H. pyiari. El
consumo regular de probidticos ¥ de otros componentes
funcionales de la dieta constituve por lo tanto usa salucion
alternativa de bajo coste para el manejo de H. pylori,
aplicable a gran escald en poblaciones de riesgo de ser
colonizado.
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ANALISIS DE LOS GENES cagd, vacd Y SUS
PRODUCTOS COMOD AGENTES DE
YIRULENCIA DE Helicobacter pylori EN
CEPAS CHILENAS. (Analysis of cagA and vacAd
genes and their preducts as Helicobacter priori
virulence agents i Chilean strains)
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H. pvlors es un patdgeno humano de amplia
distribucion (en Chile, un 73% de lu poblacidn estd
infectadal v es el responsable de gastritis cronica. dleerass y
gancer gastrico, A la fecha, los agentes de virulencia Caga
» VacA son los mis estudiados. Al interaccionar éstos con
la célula epitelial del hospedero han presentada diversas
actividades gue interficren con procesos de sefafizacidn
intracelular gue incluven acciones tan diversas como
alteractones de las juntueas celulares, induccidn de
apoptasis, inhibicién de la activacion de hinfocitos T.
bloquec de Ia produccion de NO en macréfagos, ete,
Considerando estos efecios es de esperar una gran
variacion en virulencia asociada a las distintas cepas de M,
pylori, Esta diversidad implica cambios en CagA v VacA a
nivel estructural, como diferencias en secuencias
nuclentiticas (alelos “s™ y “m” de VacA) v variacién en
CagA del nimere de les motives fosforilables "EPIYA™ v
de su entorno amino-acidico, que se reflejarian en variantes
de agresividad en [as cepas.

Nuestro estudio de alelos de vacd en cepas chilenas
indicé que el genotipo mis frecuente es sib ml. que no
corresponde al mds agresivo, Por otro lado, un andlisis de
Western blot con 297 sueros de pacientes provenientes de
diferentes dreas del pais reveld la presencia de anticuerpos
anti-CagA en un 47 8% y contra la region de los EPIYAS
en un 5.7%. Aunque esto parece no concordar, un estudio
de la estructura del gen cagd en cepas chilenas nos
permitic detectar alteraciones de tamaio en la regidn de los
EPIYA que corresponderia a variacidn en el nimero de
EPIYAs o on la secuencia del gen cagA.

Esto permitio agrupar las cepas en diversos genotipos.
Se reguerirdn estudios mias detallados para asociar
directamente estos agentes de virulencia con los cuadros
mds severos resultantes de la infeccidn cronica por esta
bacteria,

GRANTS: FONDECYT #1030894, #1040823 v FONDEF
DOZL- 1067
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§44 GENOTIPIFICACION Y PATOGENESIS DE
CEPAS DE Helicobacrer pylori DE DIFERENTE
ORIGEN GEOGRAFICO. {Genoiyping and
pathogenesis of H. pylori strains from different
geographic origind

Guillermo Pérez Pérez
New Yark University. School of Medicine, NUY.. USA.

H. pvlori es la bacteria que coloniza el estdmago
humano de manera cronica con una duracién que puede ir
de unos afios hasta incluso décadas. H. pylori se adquiere
principalmente en la infancia dentro del seno familiar. H.
pylari es una bacteria con gran diversidad a nivel geaftico,
Se ha demostrado claramente que las caracteristicas
genéticas de bacterias aisladas de individuos no
relacionados son diferentes. Sin embargo, H. pylori se
transmite entre familiares, por lo tanto las caracteristicas
genéticas de H. pyleri entre aislamientos dentro de una
fumilia son muy parecidas.

Como las homanos han vivido desde siempre en
comunidades aisladas. esto ha provocado que el
intercambio genético entre cepas de H. pwlor haya sido
limitado ¥ por lo tanto ciertas caracteristicas gendticas se
han acumulado en cepas aisladas dentro de una misma
regidn geogrifica o un grupa énice en particular.

Aparte de las diferencias genéticas relacionadas a
regiones geagrificas. existen diferencias en la presentacion
clinica de la infeccion por H. pylori de acuerdo al origen
geografico v étnico del paciente. Por Jo tanto. puede ser util
desde el punto de vista clinico y epidemioldgico. el
identificar cepas de H. pvieri con diferentes origenes
éinicos o geogrilicos v establecer su potencial patogénico.

El propésito de esta plitica es presentar los mds
recientes avances en la caracterizacion genética de las
cepas de M. pyieri de diferentes origenes étnices. en
particular sobre Tas cepas de origen africano. El interés
principal en cepas aisladas de pacientes africanos o
descendientes de africanos ¢s por que o pesar de la alta
prevalencia de infecciones en esta poblacidn, las
enfermedades asociadas con esta bacteria son muy raras.

Usando solo dos reacciones de PCR en 170 cepas se
pudo determinar cuales son de arigen africano, cuales de
arigen asidtico ¥ cuales no son ni africanas ni asidticas. El
primer PCR permite la determinacién de un fragmento de
insercion de [20pb, caracteristico de las cepas africanas. El
sezundo PCR amplifica un fragmento de mds de 450ph que
incluye el gen hispA que codifica para una proteina de
estrés érmico, El producto Tue secuenciade y ¢f andlisis de
la secuencia de aminodcidos permite determinar si la cepa
es de origen africano, asidtico o de ningune de los dos.

Una vez diferenciadas las cepas en africanas, asuiticas
v otras, se determini el grado de virulencia de éstas usando
como indicador la 1sla de patogenicidad. Coma ya se habiu
reportado las cepas aisladas de pacientes en Ameérica del
Norte v en Eurapa Occidental fueron menos virulentas gue
¢l resto de las cepas. Sin embargo. no se encontrd
diferencia entre las cepas de origen africano v las cepas de
origen asidtico. Se necesitardn estudios mds especificas a
con mayor sensibilidad para demostrar las diferencias en
virulencia entre estas Cepas.

S5. VIRUS.

Marcelo Lépez-Lastira

Chile. Coordinador.

§5.1 PIVOTAL ROLES OF HIV-1 NC IN VIRUS

REPLICATION AND DIVERSITY.

Jean-Luc Darlix. Gabus C.. Grigorov B, Muriaux D.

LaboRetro, Unité INSERM de Virologie Humaine, IFR
128, ENS de Lyon. 69364 Lyon, France.
jidarlix@ens-lyon.fr.

HIV-1, the causative agent of AIDS, encodes a unigue
RNA chaperone protein, called nucleocapsid protein or NC.
In the viral particle, 2500 MC molecules coat the genomic
RNA ta form the virion nucleocapsid where molecules of
reverse transcriptase (RT), integrase {IN) and tRNA's of
cellular origin are also found. NC chaperones the
conversion of the genomic into proviral DNA by RT and
also acts at the level of viral DNA maintenance and
integration into the host genome. Recent data (1) will be
discussed showing that NC regulates nucleotide
misincarporations into the newly made cDNA by providing
an excision-repair activity to the viral RT enzyme.

The late phase of HIV replication corresponds ta
provirus expression. viral pratein synthesis. and virus
assembly and release. Recent investigations aof the
labaratory reveal that HIV-1 utilizes original biological
mechanisms during these late steps, namely an internal
ribosame entry signal for protein synthesis {work in
collaboration with M. Lépez-Lastra, Chili) (2} and the
cellular vesicelar/endosomal pathway for the assembly and
production of new virions {3)., During assembly NC
orchestrates genomic RNA selection and dimerization. and
its packaging into assembling particles taking place on
endosomal membranes, Virus produoction requires vesicular
tralficking in infected TCD4+ cells, the major target of
HIV-1. helping the virus to recruit cellular proteins (4) and
to be hidden vis-a-vis the immune surveillance.

The multifunctional nature of NC in HIV replication
makes it a target of choice for anti-retroviral inhibitors,
Sereening for such drugs is in due course in collaboration
with Prof. Yves Mély (France) and MEDIVIR INC.
{Sweeden).

i- Bampi C, Bibillo A. Wendeler M. Divita G, Gorelick
RJ. Le Grice SF. Darlix JL. ] Biol Chem. 2006.
2B1(1T111736-43,

2. Grigorov B. Arcanger F, Roingeard P. Darlix JL,
Murianx D, J Mol Biol. 2006, 359(41:848-62.
A. 5. Herbretean CH. Weill L, Decimo D. Prevot D.

Darlix JL, Sargueil B. Ohlmann T. Nat Struct Mol
Biol. 2005.12¢1 13:1001-7,

4- Leblane P, Alsis S. Porto-Carreire . Lehmann S,
Grassi 1, Raposo G, Darlix JL. EMBO 1. 2006,
25(12):2674-83.
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MECANISMO DE INICIACION DE LA
SINTESIS DE PROTEINA EN HIV-1.

552

Marcelo Lopez-Lastra. Holzmann C.. Rivas A.. Valiente
F.. Vollrath ¥V,

Labaratorio de Virologia Molecular, Grupo HIV-1. Cenire
de investigaciones Médicas, Facultad de Medicina.
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Marcoleta 391,
Santiago. Chile.

milopez @ med.puc <l

El vires de la inmunodeficiencia humana de tipo |
{HIV -1}, agente causal del sindrome de inmunadeficiencia
adquirida (SIDAY. pertenece al género Lemtivirns de la
familia de los Reseovieidae. HIV-1, al igual gue los otres
Refroviridae, se caracterizan por replicar a través de un
mntermediario de DNA, el cual se integra en el DNA
cromosamico del haspedera. Una vez integrada el provirus
utiliza la RNA polimerasa IT celular para la sintesis de rres
poblaciones diferentes de RNA mensajeras virales {mRNA}
les cuales se caracterizan por presentar S'Cap (m GpppNi v
Frcala polifAl Sin embargo. a diferencia de los mENA
celulares los cuales sufren procesamiento total HIV-1
genera una poblacion de transcritos que sufre un
procesamiento parcial asi como una gue no sufre
procesamiento. Esta dltima poblacidn, conocida como el
RNA completo de HIV-1. cumple dos funciones: como
mRNA codifica para las proteinas estructurales Gag v Gag-
Pal, ¥ como RNA gendmico es incorporade en las
particulas virales macientes, El estudio del mecanismo de
traduccidn del RNA completo de HIV-1 reveld que en su
region 57 no traducida presenta un sitio interno de entrada
de ribosomas, IRES. que es activa durante la fase G2'M del
ciclo celular', Los IRESes se definen como estructuras de
RNA capaces de reclutar la maguinaria necesana para la
iniciacidn de traduccién de manera independicnte a la
estructura 5°Cap. Por tanto. [a presencia de dos elementos
involucrados en la iniciacion de la sintesis de proteina.
IRES v Cap. en un tnico transcrito sugiere que la
regulacidn de la iniciacion de la traduccidn juega un papel
protagénico en el cielo de replicacién viral, El mecanismao
mediante el cuval In maguinaria traduccional eelular
recanoce al IRES de HIV-1 no estd dilucidado. Sin
embarge, hemos generado resultados que sugieren que la
actividad del IRES de HIV-1 es moduleda tanio paor
proteinas celulares. factores trans-activadores de IRES
(ITAFs}, coma por proteinas virales. En esta presentacicn
se discutird ¢l mecanisma de niciacion de fa sintesis de
proteina de HIV-1 a la luz de los resultados generados en
nuestro lahoratorio v se especulard sphre la potencialidad
de desarrollar nuevas terapias anti-virales gue utilicen
como blanco la sintesis de proteing viral,

Agradecimientos: El trabajo presentado ha sido financiado
por FONDECYT 1060655, ECOS-CONICYT N© CO3 801,
JEALIRD. A R, es poseedora de una beca DIPUC y F.V. es
becario doctoral de CONICYT. E! laboratorio de Virologia
Molecular es parte del Nicleo Milenio en Inmunologiz e
Inmunaterapia.

1. Brasey A. Lopez-Lastra M, Ohlmann T. Beerens N,
Berkhout B, Darlix JL. Sonenberg N. The leader of
fuman immunodeficiency virus type 1 genomic RNA
harbors an internal ribosome entry segment that is
active during the G2/M phase of the celi cycle. ) Virol.
2003; 77:3939-3949,
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S5.3  INVESTIGATING HIV-1 INTEGRASE: FROM

BIOPHYSICS TO INHIBITORS.

Jean-Francois Mouscadet, Deprez E.

LBPA. CNRS UMRS113. Ecole Normale Supérieure de
Cachan Al avenoe du Président Wilsor, 94235 Cachan
France,

muouscadet @ lpa.ens-cachan.fr

Integease (IN) is the third viral enzyme strictly
required for HIV-1 replication and constitutes thereby a
pertinent pharmacological wrget. IN is responsible for
two spatially and wemperally distinet reactions making up
the overzll integration process. The first reaction is 3'-
processing, which involves cleavage of the 3'-terminal
GT dinucleotide at each extremity of the viral DNA, The
newly recessed 3'-ends are then used in the second
reaction, strand transfer, for the covalent joining of viral
and target DNAs. Fluorescent anisotropy studies revealed
thut dimeric IN 1s the functional unit for 3 -processing of
cach viral DNA end and svggested that a specific
confarmation of integrase is a prerequisite for its binding
to DNA in the presence of the physiclagical cation Mg,
Kinetic study demonstrated that IN works in a single-
turnover made due to its tight binding to viral DNA ends.
Inefficient cleavage s characteristic of IN, the slow
turnover time 18 functionally beneficial as it allows the
complex involving IN and viral DNA extremities to be
stable enough for the INfrecessed viral DNA complex 1o
enter the nucleus and subsequently integrate, This
mechanism unveils two modes of hibition for specific
inhibitors based on Mg® -chelating groups such as
diketoacids and hydroxyquinoline motifs, The first mode
<orresponds to the blockage of IN binding to the viral
DNA while the second mode invelves inhibition of target
DNA binding, thus resulting in strand transfer mhibition.
To dute. oniy strand transfer inhibitors (INSTIs) have
been demonstrated 10 be really active in viva; results of
phase Il clinical assays recently demonstrated their
potential for reducing viremiz in HIV-infecled patients,
Nevertheless, several lines of evidence suggest that
3'processing inhibitors could have a premntegrative
antiviral effect in infected cells. The faet that several
classes of IN inhibitors were identified suggests that these
compounds could be used as a complementary means of
therapy._
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854 FUNCTIONAL
CELLULAR
INTEGRASE.

ARCHITECTURE AND
INTERACTIONS OF HIV-I

Vincent Parissi. Desfarges S.. Calmels C.. Fournier M.,
Litvak §.

Luaborataire REGER. IFR 66 “Pathologies infecticuses et
cancer”, 146 Rue Léo Saignat 353146 Bordeaux. Francia,
vincent.parissi @ reger u-bordeaux2.fr

HIV-1 integrase (IN} is the key enzyme responsible of
the proviral DNA integration into the infected cefl genome,
The lack of three-dimensional structure availahle for the
whale enzyme makes difficult 1o understand the molecular
mechanism pathway involved in the integration reaction
and. thus. to ratienally design specific IN inhibitors.
Furthermore, few data wre available on the intracellular
comportment of the enzyme and especially concerning its
trafficking toward the nucleus and its interactions with the
cellular machineries,

To answer those questions we set up bath in viere and
in wive studies of the HIV-1 integration step using
recombinant wild type IN and cellular models. Biochemical
cross-link of IN followed by gel filtration purification and
in vitre assayvs were first performed. Those experiments
allowed us 1o determine the functional oligomeric forms of
IN and to demonstrate that each integration step (hinding to
the viral extremities. processing and integration into target
DNA) was catalyzed by different oligomers (1), Combined
with mutagenesis and structural data. our results show that
the tetrameric Form of IN is responsible of the retroviral
integration and, thus, the best target for new inhibitory
compounds (2, 3). For this purpose the functional
oligomers were analyzed both for their biochemical
properties and their architecture by SAXS and MS
methods. In addition o bring new data on in vitre
properties of IN oligomers we also raised the guestion of
their function in the cellular context.

Consequently cellular studies were developed in both
human infected cells and veast model. Indeed. Yeast was
previously found to be a useful tool for analyzing IN
activity 1n an evkaryotic comntext (4.5). We set up an
integration assay using this system and showed for the first
time that HIV-1 IN could catalyze the integration of a viral
DNA-like substrate in the yeast genome. This original
result indicates that {i} all the human orthologs required for
the wviral igegration in mammalian cells were present in
weust, (11} all the integration steps could be performed in
this new model and (iii) IN could adopt an active
letrameric structure in yeast cells environment.

Using this model we studied the nuclear targeting of IN
and the role of several cellular proteins previously selected
as potential IN cofactor (6.7). In complement to datx
obtained in human cells our work show that IN can be &
major actor of the viral DNA nuclear import by invelving
the cytosgueleton pathway and a centrosomal intermediary
step. We also report the physical and functional interaction
of the retroviral integration complexe and the RAD cellular
recombination and DNA repair swstem.

Taken together our results allowed us to propose
several new IN partners and, thus, new therapeutical targets
for ant:-HI1V compounds,

S6. SIMPOSIO LATINOAMERICANO Y

DEL CARIBE DE TUBERCULOSIS Y
OTRAS MICOBACTERIOSIS, SESION
I: RESPUESTA INMUNE, ANTIGENOS
Y VACUNAS.

§6.1 EXPRESION DE CITOCINAS, TLRs Y MHCII
EN MACROFAGOS HUMANOS ESTIMULADOS
CON LIPIDOS DE CEPAS DEL COMPLEJO
Mycobacterium tuberculosis. (Cytokines, TLRs and
MHCII expression in human macrophages stimilated
with lipids from Mveobacterium wbercrlos:s complex
striains)

Rocha-Ramirez L.M.'2, Lipez M.L.M.J. Segura S.E.%,
Estrada-Parra S5, Herndndez-Pando R.*, Van Soolingen
D.*, Maldonado-Bernal M.C %, Lopez-Macias C.°, [sibasi-
Araujo A% Irs Estrada-Gareia.’

'Hosp. Infant. México “F. Gomez". S§. *Esc. Nal. C. Biol.,
IPN. ‘Inst. Invest, Bioméd., UNAM. “Inst. Invest. C. Méd.
Mutric. “S. Zubirdn™, $§. *Natl. Inst. Pub. Health Environ.
Bilthowen, The Netherlands. “Hosp. Esp. CMNSXXI,
IMSS, México DF, México.

ilestrada®@ench.apn.mx

El objetivo foe evaluar la expresion de dos cifocinas
TNF-a e IL-10, TLR2 ¥ 4 y HLA-DR. en macrofagos
humanos ncubados con lipidos extraihles de cepas del
MTC con distinta virulencia. Se obtuvieron extractos
lipidicos polares y apolares de M. canerti. H37Rv ¥
Beijing. Macréfagos derivados de monocitos se
estimularon con 1{t pg de los lipidos y 100 ng de LPS de £.
coli. Se midié TNF-a ¢ [L-10 (ELISA), v TLRs 2. 4 v
HLA-DR por FACS.

Las cepas virulentas H37TRv v Beijing indujeren la
mayar produccidon de TNF-a. Los lipidos apolares de
Beijing vy los polares de M.canerd indujeron 1L-10. La
expresign de TLR2 v 4 se incrementd cen lipidos de
M.canerri, igual que la fraccién apolar de H37Rv. TLR2
disminuvé can lipidos apolares ¥y polares de las cepas
H37Rv ¥ Beijing. Los lipidos de Beijing disminuyeron la
expresion de ambos TLRs ¥ HLA-DR. Estos resultados
poedrian explicar parcialmente la hipervirulencia atribuible
a las cepas Beijing.

Apoyado por CONACYT 42512, "Becario ED1 COFAA
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NUEVA GENERACION DE VACUNAS VIVAS
CONTRA LA TUBERCULOSIS. *“DEL
LABORATORIO A LA CLINICA™. iNew live
vaccines against tuberculosis from the hench 1o the
clinical trials)

Gonzalo 1., Ferrer N, Arbués A.. Lafoz C.. Carlos Martin.

Lniversidad de Zaragoza, Facultad de Medicina, Espafa,

El desarrollo de la ingenieria genética aplicada al
bacilo de la tuberculosis en los altimes 200 afos hace
posible el disefio de nuevas vacunas vivas basadas en la
elimingcidn de determinados genes. La interrupeidn del gen
phel en una cepa clinica de Mycobacrerium tuberculosis
hace que ésta pierda su virulencia en vifes ¥ en modelo
murine (Pérez er al 2001). Recientemente demos
comprobado que ¢l gen phol? controla la sintesis de lipidos
camplejos implicados en la virulencia del bacilo (Gonzala
ef el 20061, La primera generacion de vacunas basada en la
mutacion de un dnico gen, plaf. fue evaluada dentro del
Provecto Euwropea TBVAC (Williams er ! 2003),
confiriendo una atenuacion ¢n modelo muring mayor gue la
wetual vacuna BCG ¥ siendo ademis su grado de proteccion
superior a BCG en cobaya (Martin er al 2006},

La actual vacuna contra la tuberculosis BCG (Bacilo de
Calmette ¥ Guerin). g8 una vacuna viva atenuada que fue
desarrollada tras pases sucesivos en el lahoratorio. a partir
de una cepa de Mveobacrerium bovis patagena. La
atenuacion de BCG es debida a la pérdida de mds de cien
genes, algunos de ellos implicados en virulencia, pero otros
son importantes antigenos reconocidas por el sistema
inmunitario. La preteccion que BCG confiere contra las
formas graves de tuherculosis infantil hace que sea
recomendada por fa OMS v actualmente se administran mads
de 2 millenes de dosis semanales, siendo la vacuna mas
utilizada en tode el mundo y con mds de &5 afos de
experiencia en produccion ¥ uso. La falta de proteccion de
BCG contra las formgs respiratorias de tuberculosis no
evita su transmision. lo gue implica [a necesidad de
desarrollar nuevas vacunas con el objetive de poder
erradicar la enfermedad.

Actualmente trubajames en la construceidn de una
nueva generacion de vacunas consistente en la eliminacidn
de dos genes de virulencia, entre ellos el gen phoP, sin
marcadares de resistencia & antibioticos. con objeto de
aumentar su seguridad para su ensavo en humanos. segin
las recomendaciones de Ginebra 2002 (Kamath ey af 2005),
Las vacunas vivas basadas en la inactivacidn de phof son
candidatos potenciales para sustitoir 2 la actuzl BCG.

Referencias:

Gonzalo Asensio ef @f 2006, The virulence-associated two-
compenent  PheP-PhoR  system  coentrols  the
bivsvnthesis of polvketide-derived lipids in M.
mbhercuiosis, J Biol Chem 281:1313-6,

Kamath ef af 2005, New live mycobacterial vaccines: the
Geneva conscnsus on essential steps towards clinical
development. Vaccine 23:3753-61.

Martin et af . 2006, The live M. rubercalosiy phoP mutant
strain is more attenvated than BOG and confers
protective immunity against tuberculosis in mice and
guinea pigs, Vaccine 24:3408- 14

Perez er al 2001, An essential role for pholf in M.
tibercwlosis virulence, Mol Microbhiol 41:179-87,

Williams ez af . 2005, Evaluation of vaccines in the EU TB
Vaccine Cluster using a4 guinea pig serosol infection
model of twberculesis. Tuberculosis (Edinh) §5:29-38,

563 IDENTIFICATION OF ANTIGENS FROM
Mycobacterium bovis: A EUROPEAN LATIN

AMERICAN EXPERIENCE.

.-ingel Cataldi
Institute of Biotechnology, CNIA. Castelar, INTA. Argentina,

Bovine tuberculosis is a major prablem n many Latin
American countries. Bovine tuberculosis is caused hv
Myeobactermum bovis that may also infect humans, The
current diagnosis is performed by intradermal ingection of
PPD. This test suffers from different drawbacks. Therefore.
new and better diagnostic tests are needed.

In the frame of a European funded bi-continental
collaboration we screened several recombinant antigens
from M. bevis in an IFN-g release assay (Bovigam). Blood
was collected from animals from regions with low. medium
or high prevalence of bovine tuberculosis. In a first phase
arourd 40 animals from pesitive herds and 20 from
negative herds were screened and TB was confirmed by
post mortem examination, PCR on nasal swabs or
hacteriological culture. In a second step, combos were
formed with the most promissory satigens and tested in
around 2500 positive and 100 negative animals, Regional
variations were observed. but importantly some of the
antigens showed much better specificity than PPD. In the
conference, the advantages and disadvantages of the novel
antigens and of this type of collaboration will he discussed.

$6.4 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES DE
MACROFAGOS INFECTADOS CON UNA
CEPA BELIING DE M. ruberculosis. iChanges in
the expression of gemes of macrofagos infected
strain Betjing of M. ruberculosiv)

Marisa Romano', Di Rienzo J°, Etchechoury 1.1, Tascon
R.. Cataldi A.". Butler B.}

Instituto de Bioteenologia. INTA Cautelar, Argentina,
‘Estadistica y Biometria, Fac. Ciencias Agropecuarias.
Univ. Nactonzl de Cdrdoba.’ Mycobacterial Rescarch,
NIMR. London, UK.

mromane@ eicy. inta.gov ar.

Objetivo. Conribuir a conocer ¢l mecanismoe por el
cual la cepa Beijing de M, rubercufosis es hipervirulenta.

Metodologia. Se utilizaron macréfapos oblenidos de
medula de raton: sin infectar, infectados con la cepa de M.
tubercatosis H3TRv v la cepa Beijing por 48hs y las arrays
de Affymetrix tipa Moused30_2, La preparacion del ARN
marcado y procedimientos de hibridacién se hicieron segin
describe Affymetrix (hitp:/fwww affvmetrix.com).

La matriz de expresion génica se generd utilizanda el
procedimiento “rma” (Irizarry et al,, 2003z b1 de la
plataforma R.

Resultados. Disminuva la expresién de 1110, SCOS3
(supresar de sefal de citoquinas) y endotelinl, en
macrdfagos infectades con Beijing con respecto a los
infectados con HATRY,

Conclusion, La IL-10 es una citoguina anti-
inflamatoria ¥ SOCS3 es inhibidor de la generacidn de
active STATSAJAK y por este mecanismo bloguea
receptores de ¢itoquinas pro-inflamatorias. La disminucidn
de ambos en las infecciones con Beijing podrian ser
responsables de las mayores dreas neumonicas encontradas
en los pulmones de los ratones infectados con esta cepa. La
endatelin produce auvmento en la liberacion de oxido
nitrice. Esta disminucion podria alterar la capacidad
bactericida de los macrafagos,
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REACCIONES INESPECIFICAS EN LA
PRUEBA TUBERCULINICA,

56.5

Amelia Bernardelli'. Oriani D, Dubarry 1.7, Vera 05,
Alonso B!, Errea A, Maria A7, Cavagion L., Staskevich
A2 Tertone C.2, Buey V.2, dos Santos Sismeiro M=

IDILAB-SENASA. Fleming 1653 (1640} Martinez. Bs. As.
2Facultad de Cs. Veterinarias UNLPam. Gral. Pico- La
Pampa. Argentina.

Las micebacterizs no tuberculosas IMNT) presentan
importancia en la interferencia diagnastica de la
tuberculosis animal, yva que al producirse una disminucidn
de Myeobacterium bovis en los rodeos. comienza 4
detectarse la aparicion de otras micobacterias, capaces de
originar estados alérgicos en los mismos, con ¥ sin lesiones
que indiquen 2! desarrolio de un estado progresive de la
enfermedad. Existe controversia respecto a la importancia
de las MNT ambientales como fuente de reacciones
cruzadas cuando se realiza el diagndstico de la uberculosis
hovira por intradermoreaccidn. utilizando el derivado
proteico purificado de M. bovis (PPD bovinel. En la
DILAB se ¢labora el PPD de M pitlei v de M Jormdiem,
aisladas de [os suelos pampeanos, se utilizd como estindar
la seric N° 5 de PPD Bovine DILAB. Para la prueba de
patencia se sensibilizaron cobavos con palvo de M. phies
M fortuitum ¥y M. bovis, Los resultados obtenidos
demuestran que las micobacterias ambientales no
presentaron un accionar relevante en la reaccian
intradérmica en cobayosen los que semsibilizados con
M bovis la actividad fue de 2.6% con el PPD de M. phiei y
de 0.4% para ¢l PPD de M formitum, Corroborando lo
precedente se wberculinizaron hasta el momento el 5%
(19 animales) de un roden con antecedentes de
tuberculosis, empleando la prueba intradémica comparativa
en la tabla del cuells con los PPDs M.bawis, M. phlei.
M fortwitum ¥y M. avier, no observindose reacciones
cruzadas. La necropsia de uno de los animales reaccionante
pasitive al PPD bovino {diferencia de 12 mm} mostré
lesiones en ganglios y drganos internos compatibles con
tuberculosis. aislindose M. bovis, La necropsia de uno de
los animales no reaccionantes al PPD bovino no mosiré
alteraciones visihles en ganglios ¥ drganos internos
(cultive @ histopatologia en procesamienta),

USO DE LA RADIACION IONIZANTE
EN INOCUIDAD ALIMENTARIA.

S7.

Luis Lopez
Chile. Coordinador.

SITUACION DE ESTA METODOLOGIA EN
CHILE.

57.1

Cristdbal Salinas
Chile.

Resumen no disponible.

§7.2 UTILIZACION DE RADIACION IONIZANTE
COMO METODO DE ELIMINACION DE
MICROORGANISMOS PATOGENOS EN
NUGGETS DE POLLO. {The use of ionizing
radiation as a method of eliminating pathogenic
microorganism in Chicken Nuggets)

Daniela Kaempffer R\, Juan Espinoza B2, Liliana Maier
N.'. Ximena Torres®, Herman Zdrate §°

Wniversidad Santo Tomds. Santiage-Chile. *Comisién
Chilena de Energia Nuclear, Santizgo Chile. *Autoridad
Sanitaria, SEREMI Region Metropolitana Santiago, Chile.
Dkacmpffer@cce-sacl

A fin de poder determinar un uso efectivo de la
radiacion ionizante en nuggets de pollo, se desarrolld un
estudio con el objetivo de eliminar patdgenos tales como
Escherichia coli O1537:H7 y Salmonella enserividis. El
experimento incluyé ademds la determinacion de la carga
microbiolégica inicial de los nuggets, la evalvacion de las
caracleristicas organolépticas de las muestras tratadas y el
andlisis quimica de los diferentes macronutrientes
presentes en este alimento & dosis determinadas de energia
ionizante.

Un total de 144 nuggets de pollo congelados, entre —18
y =20 *C. de 25 g cada uno y esterilizados par radiacion.
fueron analizados post contaminacion micrahiologica e
irradiacion con dosis de 0.3: 0.6 ¥ 0.9 kGy v almacenados
por 24 horas, 30 y 60 dias. Los micraorganismos en estudio
fueron Escherichkia coli O157:H7 cepa ATCC 25922 ISP
{Instituto de Salud Pablica) ¥ Sadmonella enteritidis cepa
ATCC 1833-9% [SP. La ionizacidn de las muestras se
realizé en un irradiador experimental de Cobalto 60 (Co®™).
En paralelo y a parte. un tercer grupe de 9 nuggets sin
esterilizar fue escogido al azar para realizarles un Recuento
de Aerobios Mesafilos (RAM) que arrajé valores promedio
de 6.15 x 10* unidades formadoras de colonia por gramo
(ufeiel,

E! Valar Dy, premedio encontrado para Escherichia
coli fue de 0,242 kGy mientras gue para Salmonella
enreritidis fue 0295 kGy.

El andlisis organcléptico se realizd por medio de un
panel sensorial entrenado, el que evalué muestras con (175
v 1.5 kGy, mis un control sin irradiar. Cada juer degusté
una unidad de 25 g ¥ evalud los atributos: apaniencia, color.
aroma, sabor, amargor, lextura v aceptabilidad.

Las muestras irradiadas ¥ el control no mostraron
diferencias significativas en ningtn atributo, (p=0.05]).
concluyendo ademis que los nuggets de pollo calificaron
en un nivel de aceptabilidad muy bueno.

El andlisis quimico se realizé en dos grupoes: ¢l primero
sin irradiar v otro irradiado con una dosis de 1.5 kGy a los
que se les evalud el porcentaje de proteinas. lipidos.
cenizas, humedad v carbohidratos. Los macronulrientes de
las muestras irradiadas ¥ el control no mostraron
dilerencias significativas (ps0,035).

El Financiamiento fue brindado por La Comisién Chilena
de Energfa Nuclear (CCHEN) v por la Universidad Santo
Tomis.

Los Agradecimientos van para todos los gue hicieron
posible este estudio.
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DESARROLLO Y APLICACION EN LA
INDUSTRIA ALIMENTARIA EN CUBA.

87.3

Lester Rodriguer
Cuba.

Resumen noe disponible.

S8. ECOLOGIA DE PATOGENOS
MICROBIANOS.
E. Calva.

México. Coordinador.

S8.1 EL REGULON LeuO EN Salmonelia.

Edmunde Calva, De la Cruz M A Fernindez-Mora M.,
Guadarrama C.. Oropeza R.. Vizquer A, Gallego AL,
Hernéndez-Lucas 1.

Instituto de Biotecnologia, UNAM, Cuernavaca, Mésico.

El regulador LeuO ha sido reconocido como parte de la
familia de los reguladores LysR en bacterias; aungue poco
se sube a la fecha sobre cudles genes regula v los detalles
de su modo de accidn.

Hemos determinado que LewO regula positivamente al
gen empil de Salmonella; gen que a su vez fue descubierio
en nuestro labaratorie v gue codifica para la porina
quicscente OmpS2. Las porinas forman trimeros en la
membrana externia, gue a su ver conforman poros de
difusién pasiva gue sen. por etro lado, altamente
inmunagénicos. Coma proteina guiescente. OmpS2 no se
expresa on condiciones estandar de laboratorio v estd bajo
L regulacian negativa de la proteina nucleaide H-NS.

Hemos determinado los sitios de pegado de LeuD a fa
region regulndora de empSI: v hemos propuesto los
motivos que determinan dicho pegado ¥ come podria el
pegado de LeuO favorecer la accién de OmpR. del sistema
de transduccién de dos componentes EnvZ/OmpR. gue
activa la transeripeidon de empS52. OmpR, a su vez. ha sido
implicado como factor de virulencia en Salmonefl.

Recientemente | nuestzo grupo ha descubierto que Leu®
también regula positivamente a OmpS|1. otra porina
guiescente descrita por nuestre laboratorio ¥ que sahiamos
con anterioridad era regulads positivamente par OmpR.
Encontramos que a aiveles relativamente bajos de LeuO se
enciende ompS2, mientras gue a niveles mas allos se
enciende ompSi a la vez que se apaga ompS2. En eslos
experimentos modulamos los miveles de LenO a través del
gen fend clomado bajo un promotor regulable, ya que LeuO
es & Su vez quiescente v su gen es apagado por H-NS. Mds
atin, ests estudios nos han levado a determinar gue ompS!
es regulado negativamente no aiélo por H-NS sino también
por StpA. otra proteing nocleoide inveluceada en
pategénesis, Este e¢s, postulamos gue LeuQ no sélo
antagoniza la accidn de H-NS sino también la de SipA. lo
cual permitiria la accidn de OmpR., Estas observaciones nos
indican gque no solo es trascendente la presencia o ausencia
de LewO sino también sus niveles, lo coal incide en qué
genes son regulados.

Hemos determinade gue mutantes en ¢l gen few?
estaban atenuadas para 1a virulencia en el raton por via oral

pero no por via intraperitoneal, lo cual nos ha conducido a
postular que LeuQ) tiene un papel en los estadios iniciales
de la mnfeccidn, De esta manera. nos hemas dado a la taren
de caracterizar el regulén de LeuQ en Salmonelia. Nuestros
estudies iniciales nos muestran la regulacién de dier genes
<n presencia de LenO. Ademds de OmpS1 y OmpS2, hemos
enconirado la regulacidn positiva de una profeina con una
actividad porencial como arilsulfato sulfotranferasa { AssT,
Ademds. observamos la represion de OmpX. una proteina
de la membrana externa que pasee epitopes expuestos en la
superficie de la célula de la bacteria.

En resumen. el regulador LeuO ha side implicado en
virulencia al igual que las proteinas con las que corregula
varios genes. coma son H-NS, StpA ¥y OmpR. Asimismo,
las proteinas de la membrana externa gue regula, como
OmpS1. OmpS2 v OmpX, también han sida son
involucradas en virulencia, por lo que el estudio de LeuQ
es un tema de actualidad en la patogénmesis bacteriana,
incluyendo la caracterizacion de las posibles sefales
ambicntales que determinan su actividad.

58.2 ROLE OF BACTERIOPHAGE IN TRANSFER

OF VIRULENCE GENES IN NATURE.

Cusas V., Rohwer F., Maloy Stanlev.

Center for Microbial Sciences. San Diego State University,
San Diego, CA. USA,

Emerging infectious diseases can arise from the
acquisition of virulence genes via herizontal gene
exchange. Genes that encode exotoxing are usually carried
on mobile genetic elements such as phage or plasmids,
These mahile elements can move the exotoxin genes
between microbial hosts, converting avirulent bacteria into
pathagens, Thus, transfer of exetoxin genes to new hosts in
the environment is a potent mechanism for evelution of
new strains of pathogens and emerging infections diseases.

Phage and plasmid-containing bacteria are extremely
abundant in aguatic environments, For example, there are
approeximately 10 million phage and  million bacteria per
ml of seawater, We have demaonstrated that this enarmous
pool of free phage and bacteria are an abundant source of
exotoxin genes, including diptheria toxin. choleras toxin,
shiga toxin. and others. These exotoxin genes have heen
detected in a wide range of marine, estuarine. and
terrestrial samples from arcund the world, We have
recently analyzed the presence of exotaxin penes in
environments from a series of islands in the Pacific Ocean
that span the spectrum from highly pepulated by humans o
virtuatly untouched by humans to determine if the toxin
associated genes are associated with humans ar
domesticated animals. The initial results indicate that the
abundance of these genes is not due to human impact on
the ccosystem. Mareover, these results imply that there is a
previously uncharacterized bacterial reservoir of these
genes in nature — a finding that has important implications
for understanding the evalution of infectious diseases.

Although these studies confirm the presence and
ahundance of exotoxin genes in nature, they do not give
insights into hew often these genes move between hacreria.
We have developed model svstems 10 allow the genetic
analysis of these processes to determinge kow and how often
representative exotoxin genes move in the environment.
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$8.3  Salmonella enterica SEROVAR Typhi COMO
BACTERIA AMBIENTAL: MECANISMOS
COMUNES PARA SOBREVIVIR EN
PROTOZ00S Y MACROFAGOS.

Dr. Guido Mora

Labaratario de Microbinlogia, Departamento de
Ciencias Biolégicas, Facultad de Ciencias de la Salud.
Universidad Andrés Bello. Chile.

Salmoneila enterica serovar Typhi (5. Typhit es el
agente etiolégice de la fiebre tifoidea, un importante
problemy de salud publica en paises no desarrollados. 5.
Typhi es un pardsito intracelular facultativo pues es capaz
de sobrevivir al interior de células humanas (enterocitos ¥
macrdfagos) v también puede persistic como organismo de
vida libre. En el ambiente, 5. Typhi contamina aguas
destinadas al consumo v al riego de hortalizas. La biologia
de S. Typhi como patdgeno humano esti bien documentada.
sin embargo, ecxiste poca informacidn sobre su
cemportamiento como bacteria ambiental.

En nuestro laboratorio postulamos que S, Typhi es
capaz de sobrevivir frente a protozoos ambientales y pari
ello emplea mecanismos similares a los que presenta para
sohrevivir al interior de los macrdfagos humanos.

Para cvaluar esta hipétesis y coma primera
aproximacion. se estudid la interaccion de 3. Typhi frente a
protozoos tomados del ambiente, Se observé que en la
mayoria de los casos la bacteria era depredada. Sin
embargo, existia a lo menos un tipo de protozoc (sl que
denominamaos P4) en el cual la bacteria persistin ¥ era
protegida de la accidn de una mezcly de bacteriofagos
littcos. §. Typhi manifesté una notable afinidad por este
organismo, el coal presentaba un ciclo de vida complejo
similar al observado en los mixomicetes, un grupo de
protozoas con conducta asociativa capaces de lormar
cuerpos fructiferos similares a los observados en algunos
hongos. Estos resultados indican que en la nuturaleza
existen protozoos en los cuales §. Typhi puede persistir ¥
eventualmente protegerse de distintas condiciones adversas
del medio ambiente.

Para caraclerizar la interaccion de 5. Typhi y los
protozoos s¢ adoptd un maodelo de estudio de menor
complejidad: La ameba Acanthamoeba castellanii. Usando
gste modelo se observo gue: 1) S, Typhi es capaz de
interactuar fisicamente con esta ameba, 2 la presencia de
la ameba en los cultivos protege a la bacteria de una mezcla
de fagos liticos ¥ del estrés doido, 31 este fendmeno de
proteccidn depende de la sintesis proteica bucteriana, 4} la
movilidad bacteriana es impertanie para que ocurra esta
proteccion, ¥ S mutaciones en el sistema de secrecion de
tipo 111 de la isla de patogenicidad 2 de Salmonella, afecta
tanto La supervivencia de §. Typhi en la linea de monocitos
humanos U237 come la capacidad de esta bacteria de
interactuar con A, casredlanii.

Estos resultados apovan la hipotesis v sugieren la
existencia de uno o mis protozoos capaces de actuar como
reservorios de §. Typhi en la naturaleza. Entonces. existe la
posibilidad de que §. Typh: se encuentre en el medio
ambiente protegida al interior de protozoos.

TOPICOS Y ACTUALIZACIONES
DEL REGLAMENTO SANITARIO DE
ALIMENTOS.

§9.

Ximena Torres

Chile. Coordinadora.

]\'IOI)IFiCAC_If]N DE LOS CRITERIOS
MICROBIOLOGICOS ART. 173,

59.1

Manuel Henriguez
Chile.

El Decreta Supremo 977 de 1996 del Ministerio de
Salud publicado en Diario Oficial el 13.05.1997 maodificd
el Reglamento Sanitaric de los Alimentos del afio 1979,
Este nuevo reglamenta en el Art. 171 establece por primera
vez la exigencia de “Criterios Microbioldgicos para los
Alimentos de consumo en Chile”. tomando coma base las
directrices dadas por la ICMSF (Internacional Commission
on Microbiological Specification for Foods), adaptadas a la
realidad nacional, Esto significd un cambio radical en las
exigencias de los parimetros microbioldgicos de los
alimentos consumidos en nuestro pais, transformdndose as(
en el primer pais Latinoamericano que adopla esta
nomenclatura internacienal recomendada ademis por
Codex Alimentarius.

En el aio 2000 ] Ministerio de Salud crea el Comité
ceniral de revision y actualizacidn del RSA, conformado
por representantes de Ja autoridad de diferentes ministerios.
de la academia, de sociedades cientificas, de la industria v
de los consumidores

Durante los afios 2002 al 2003, el Comité a peticidn de
la Industria decide revisar y actualizar los Criterios
Microbiolégicos establecidos en el Art. 173 v en Enero de
2006 se publica en ¢l Diario Oficial el Decreto 68/05 con
estas modificaciones.

Los grupos de alimentos modificados respecto de sus
categorias, planes de muestreo y limites son: 1.Leche ¥
productas licteos, 8B.Productos de panaderia y pasteleria.
9 Alimentos de uso infantil, 10.Carnes y productos cirneos.
13 Salsas. aderezos. especias y condimentos, 14 Frutas y
verduras. 15 Camidas y platos preparados ¥ 16.Bebidas. En
esta presentacicn se reafirmardn conceptos estublecidos por
organismos internacionales (ICMSF.Codex) para la
aplicacién de Criterios Microbieldgicos en alimentos coma
una herramienta para la vigilancia y control de la inocuidad
alimentaria de los paises, Ademds, se revisardn las nuevas
tendencias respectn de normativas de Criterios
Microbioldgicos para alimentos en pafses desarrollados,
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S9.2  ASPECTOS SOBRE NUEVAS DISPOSICIONES
DE ETIQUETADO NUTRICIONAL
OBLIGATORIO DE ALIMENTOS.

Soledad Bengoa
Chile.

En los altimes afos, en la mayorfa de los paises
desarrodlados ¥ en los en wias de desarrollo. incluida Chile.
ha habido un incrementa importante de las enfermedades
cronicas no transmisibles. principalmente enfermedades
cardiwvasculares, hipertensiin. chesidad, diabetes tipa 2 y
ciertos tipes de cdnceres. Esto se debe a la gran
disponibilidad de alimentes procesados de ala densidad
caldrica ¥ al aumento de un sedentarismo alarmante. dade
por los avances tecnolégicos. Es necesario por lo tanto.
promover una alimentacion saludable. pars lo cual el
consumidor necesita disponer de herramientas que le
permita escoger adecuadamente sus alimentos segin sus
requerimicntos ¥ necesidades.

El etiguetado nutricional obligatorio de los alimentos |
ENOAL, contribuve a la seleccion de alimentos saludables
por parte del consumidor e incentiva a la industria a
mejorar la calidad nutricional de sus productos, logrando
que éstos sean mis atractivos desde el punto de vista de la
salud, A la vez permite estandarizar la forma de expresion
¥ conlenidos de la informacion nutricional de! alimenta.
para hacer mids fdeil su comprension.

El Reglamento Sanitario de los Alimeatas (DS 977,
1997, establece en farma obligatoria realizar el etiguetada
nutricionzl, sdlo para aguellos alimentos que declaren
propiedades nuotricienales vio saludables, etapa ya
cumplida por las empresas elaboradoras de alimentos.
Posteriormente serd necesario implementario a todos fos
alimentos envasacos destinados al consumidor final. lo que
se establece en la modificacion al RSA en el Decreto
Supremo N 5745 publicado en ¢l Diario Oficial ef 06:05/
2005 v gue ertrard en vigencia ¢l 0671 172004,

En un trabaje conjunto entre representantes del
Ministerio de Salud, Ministerio de Economia. Industria,
SEREMI y Academia se han realizado modificaciones ¥
mis aun precisiones v aclaraciones al DS, 57, las cuales
estin actualmente en consulta piblica y posteriormente
seran publicadas en el Diario Oficial, temas que se
abordardn en la presentacidn.

S10. RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS,

Gerardo Gonzilez
Chile. Coordinador.

S10.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA A
GLICOPEPTIDOS ¥ FACTORES DE
YIRULENCIA EN Enterococcus.

Juan Silva

Diepto. de Tecnologia Médica, Universidad de Antofagasta.
Casilla 170, Amtofagasta, Chile.
Jsilva@uantof.cl.

El  género  Enterococcns, considerado  de
patogenicidad limitada. hoy en dia constituven uno de los
principales agentes de infecciones intrahospitalarias.
Enteracoccuy Spp. resistentes a vancomicina [ERY)
causgn  graves infecciones como bacteriemias ¥
endocarditis, especialmente en las unidades de cuidados
intensivos. Los enterococos presentan resistencaa natural a
una variedad de antibiotices ¥ exhiben la capacidad de
adquirir v transferic resistencia de altos niveles (RANY a
antthidticos -lackimicos ¥ aminoglicésidos, Vancomicing
era considerade el antibidtico de eleccién para tratas
infecciones por Staphylococcus ¥ Enterococcus. pero hoy
dia EVR se aislan con bastante frecuencia en los
hospitales v son un problema serio a nivel mundial. Se
han deserito siete genatipos de resistencia a glicopéptidos
denominados vand a vanG. siendo los tipos vand v vanB
con un mavor impacto clinico por su capacidad de
transferencia enire especies v génsros diferentes. El
mecarismo de resistencia es Iz inhibicion de la sintesis
del mucopéptido, En Europa v los Estados Unidos se aisla
con mayor frecoencia el tipo varA; en cambio, en Chile el
tipo vanB es predominante. En estudios fenotipicos v
genotipicos, por 1#écnicas de Phene-Plate ¥ PFGE-Smal. se
ha detectado una variedad de clones tipo varB que
circulan en Chile y que presentan elevada resistencia a
diversos antimicrobianos. Por otro lada, diversas factores
de virulencia han sido reconocidos en Enterecocens.
especialmente en E. faecalis. Entre ellos figuran
hemolisinas, protessas. gelatinazsas, factores de
agregacion y proteinas de superficie que se encuentran
codificadas en diversos genes como esp, evid, eful. pelE,
agy v aeel, En el norte de Chile. se han aislados cepas de
E. foecalis susceptibles & vancomicina, pero can
resistencia de aito nivel (RAN) a gentamicinaramikacina,
las que albergaban el gen gae6 -aph2™ que codifica para
una enzima hifeacienal que maodifica & ambaos
aminoglicosidos. Varias de estas cepas pertenecian a un
mismo clon v portaban la mayaria de los genes de
virulencia. Las cepas de Enterococeus spp. aisladas en los
hospitales chilenos presentan ausencia o escasa
resistencia a ampiciling ¥ vancomicing, pero se apreciz un
aumente de RAN a amineglicdsidos. En Chile se ha
establecido un programa de vigilancia permanente
vrientade a la pesquisa de ERV en todos los hospitales del
pis.
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8§10.2 Acinetobacter baumannii: UN IMPORTANTE
PATOGENO MULTIRESISTENTE DE LA
ULTIMA DECADA. (Acinetobacier hawmannii: an
important meltiresistant pathegen of the last
decade)

Gerardo Gonzalez

Grupo de lnvestigacién en Resistencia a Antibacterianos.
Departamento Microbiologia, Facultad de Ciencias
Binlggicas. U de Concepeign. Concepeidn, Chile,
eeonzali®udes .ol

A, bawmanuii es un cocobacile Gram negativo aercbio
estricto que constituye un seric preblema hospitalario, por
ser el agente causal de variadas infecciones hospitalarias.
principalmente en pacientes mmunodeprimidos en las
unidades de cuidados intensivos. Recientemente, la
Infeetious Diseuses Seciery of America (IDSA) ha incluido
2 esta bacteria entre los seis Microorganismos mas
peligrosps por ser multiresistente ¥ porque sélo pocos o
ningin antibistico se encuentra en desarrolle para su
tratemients. Lz incidencia de infecciones graves causadas
por A. baumannii ha ido en aumento. no tan selo en el
hospital sino también en la comunidad, En Chile se ha
mformado que las especies de Acinetobacter representaron
9.4% de todos los hrotes nosocomiales entre 1985 ¥ 2002,
stendo la especic baumannii la que con mayor frecuencia se
aisla. El tratamiento de este tipo de infecciones es
extremadamente dificil, requiriendo, generalmente. de una
terapia que obliga a utilizar mds de un antibacteriano. La
resistencia de estas cepas puede afectar a antibacterianos
como aminopenicilinas. ureidopenicilinas, cefalosporinas,
aminoglicdsides, fenicoles, tetraciclinas e incluso
carbapenémicos, lo que en la actualidad se conace como
cepas panresistentes. Muestras investigaciones con cepas
multiresistentes han permitido establecer que los
principales mecanismos de resistencia involucran enzimas
gue hidrolizan o modifican antibidticos {h-lactdmicos.
aminoglicésidos. cloranfenical), bombas de eflujo
ftetraciclinas. quinolonas) v mutaciones en el sitio blanco
fguinolonast. Hemos podido asociar la presencia de
integrones clase 2 v, en menor grado, clase | con la mayor
exiensidn de los patrones de resistencia de cepas
haspitalarias de esta especie. Estos antecedentes indican
claramente que la resistencia de A bauwmannii a los
antibidticos es un problema multifactorial que debe
impulsar la investigacidn de nuevas drogas que sean
efectivas en el manejo de infecciones causadas por cepas
multiresistentes de esta bacteria.

S10.3 IMPACTO CLINICO DE LOS INTEGRONES
EN ARGENTINA.

Daniela Centrin

Departamento  de  Microbiologia. Parasitalogia e
Inmunologia, Facultad de Medicina. Universidad de
Buenos Aires, Argentina.

deentron@ gmail com

Los integropes se caracierizan por ser clementos
genétices capaces de integrar y expresar genes de
resisiencia a antibidticos que sc encuentran bajo forma de
cassefies. A pesar de no ser elementos maviles per se, se
encuentran asociados a transposones ¥o plismidos
comjugativas. la cual los coloca en ¢l escenario de la
transferencia horizontal de la resistencia antibidtica. Asi es
como actualmente el sistema cassettes/integron media la
dispersion de la resistencia a varias de las familias de
antibidticos disponibles en el mercado. En nuestro
laboratorio se investiza la estructura de los intcgrones
hallados en las diferentes especies de importancia clinica
en la Argentina desde el aio 1998, siendo la meta del
presente estudio caracterizar los integrones ¥ por ende sus
casseltes de resistencia antibidtica de mayor importancia ¢n
salud publica. El impacto clinico del mecanismo casseltes!
integrin radica en que actda como un sistemi de seleccion
natural, por el cual, no sélo emergen nuevos rearreglos de
resistencia a antibidticos, sino gue por otro lado. varios
casseties que se hallan fisicamente asociados en clusters,
pueden transmitirse por transferencia horizontal de genes
en blogue. Se identificaron 33 diferentes rearreglos de
integrones de clase 1. mas de 12 rearreglos de integrones
de clase 2, v un integran de clase 3 en un aislamiento de
Staphylococcus epidermidis en 320 aislamicntos
estudiados. Los estudios de nuestre laboratorio indican gue
a través de este mecanismo, varas especies modifican su
perfil de resistencia natural a los antibidticos emergiendo
asi aislamientos con resistencia a los antibidticos mis
utilizados en nuestro medio. En Psewdomonas aeruginosa,
hemos visto que la resistencia a amicacina. antibidtico gue
no e sustrato de las bombas de eflujo. estd conferida en ¢l
1006 (307300 de los asslamientos estudiados por integrones
de clase 1 conteniendo los cassettes aaci6 )-1b v aacA7.
Stenotrophomonay matophilia ¥ ¢l Complejo Burkiiolderia
ceparia adquieren la resistencia al cotrimoxazol a través de
integrones de clase 1, ya sea por el determinante de
resistenciz sall o por el cassette dfrAl. Las B especies de
enterabacterias que estudiamos, poseen mtegrones de clase
I ¢ inuswpales gue les otorgan resistencia a los
aminoglicdsidos ¥ a las cefalosporinas de tercera
generacidn, muchas veces de manera asociada. La
vigilancia epidemioldgica de los integrones. también nos ha
permitido detectar la emergencia & partic del aae 2004,
tanto en P, flworescens v como en P. aerugimosa de la
resistencia a todos los beta-lactimicos incluidos los
carbapenemes, resistencia mediada por la presencia de la
betalactamasa blayy - localizada en integrones de clase 1.
Por otro lado, Blacrx .z localizada en integrones
inusuales, se ha dispersado recientemente a nuevas especies
tales como P, srpartii ¥ R. rerrigena, Los integrones, que s¢
caracterizan por sus propiedades de multiresistencia en los
bacilos Gram-Negativos, son un llamado de alerta para la
implementacién de programas de uso adecuado de
antimicrobianos, ¥ de normas hisicas de control de
infecciones. Particularmente en los paises con altos niveles
de multirresistencia. son necesarios estudios prospectivos
de los integrones en  conjunto  con  equipos
multidisciplinarios para contribuir con nuevas alternativas
terapéuticas.
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S11. INFLUENZA AVIAR.

Luis Fidel Avendaino
Chile. Coordinador

S1L1 BIOLOGIA DE LOS VIRUS INFLUENZA.

Dr. Aldo Gaggero B.

Chile.
agaggero®@ med.uchile.cl

Los wvirus influenza pertenccen a la familia
Ortlemixovividae, Son virus envueltes, de morfologia
helicaidal, pleomdrficos, de 120 nm de didmetrn. v cuyo
genama estd constituido por 8 fragmentos de RNA de simple
hebra. Desde la envoltura o manto emergen 2 glicoproteinas
de transmembrany, hemaglutinina (H} ¥ neurcaminidasa (N}
La proteinea H constituye el ligando viral gue se une a
residuos de dcide sidlico en la membrana de la célula,
pernutiendo el mmgreso del virus a la célula susceptible. Por
su parte, la proteina N es responsable del clivaje de residuos
de dcido sidlico y juega un ral esencial en la liberacidn y
diseminacion de [a progenie viral en el hospedero,

Laos virus influenzs se clasifican en los tipos A, B v C
segun los antigenes internos (nucleoproteina [NP] y matriz
[M]5. Los del tipe A infectan al hombre ¥ animales, siendo
su hospedero natural aves silvestres. Se dividen en subtipos
segan las proteinas H v N. Para la proteina H se han
descrito 16 subtipos diferentes v 9 para la proteina N, Sdlo
algunas subtipos de Influenza A cireulan normalmente en
la poblacién humana (HINI. HIN2 v H3N2); en cambia,
los otros subtipos son mids frecuentes en especies animales.,
por ejemplo, HIN7 v HINS en equinos,

La variabilidad de los virus influenza puede ocurrir par
dos mecanismos. Drift antigénico o cambios menores ¥ Shift
antigénico o cambios mavores, Los cambios mayores en
influenza A han dado origen a diversas epidemias mundiales.

El control de la enfermedad puede realizarse mediante
el vse de vacunas, disponibles tanto para el hombre comae
para diferentes especies animales v también mediante
tratamiento con antivirales, dentro de los cuales estan
amantadita, rimantadina. zanamivir ¥ osellamivir, cada uno
con diferentes mecanismos de accidn, Oseltamivir
(Tamiflu) es un potente nhibider selectiva de la enzima
neurcasmtinidasa de los viros influenza A v B

En los virus influenea sviar, los subtipos HS. HT y HY
presentan diferente grade de patogenicidad ¥ cada uno de
ellos puede asociarse a una de las 9 variantes descritas de
la ghicoproteina N. Las virus mfluenza aviar pueden ser
transmitidos al hombre mediante 2 mecanismos: a través de
un hospedera intermediario como el cerdo {reprdenamiento
genético) o inusualmente en forma directa desde aves
infectadas.

Desde el afio 1997 a la fecha se han deserito diversos
casos de virus miluenza aviar en humanos. fundamentalmente
circunseritos al continente Asidtico. Sin embargo, en los
iltimos dos anos la deteccidn de estos casos ha aumentada,
describiéndose recientemente [a posibilidad de transmisién de
una variante aviar entre humanos. La posibilidad que variantes
aviares agresivas del tipo HSN1. puedan ser eficientemente
diseminadas en la poblacidn humana como si se tratara de un
virus influenza humano. abre un riesgo potencial de una
pandemia en la poblacidn humana.
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S11.2 LA INFLUENZA HUMANA: HISTORIA Y
CIENCIA FICCION.

Dr. Luis Fidel Avendafio C.
Chile.
lavendan@ med.uchile.cl

La naturaleza le ha dado a los viros influenza las
estrategias para sobrevivir: genoma de ARN fraccionado.
transmisian eficiente y reservorio animal. Los avances
descritos en bialogia molecular nos han permitido entender
la patogenia de la influenza ¥ ambicionar su contral;
mezcia de historia v ciencia fiecidn,

Analicemos la historia de las epidemias de influenza que
han “azotado™ a la humanidad. Como la forma de presentarse
es casi inconfundible — casos febriles con compromiso
respizatorio, febril y mortalidad. en forma de epidemias
nitidas — podemos describir su paso por la humanidad v
analizar ¢l momente actual en una perspectiva histérica, no
histrionica. Hay registros de epidemias desde el sigle XVI
en Europa. Las epidemias mejor documentadas son las del
siglo XX: Espafiola en 1918 (HINI), Asidtica en 1957
(HIN2). Hong Kong cn 1968 (H3N2), Rusa en 1977
(HINT). La primera causé mas de 20 millones de muertos.
micniras las oiras menos de 2 millones. Debe recordarse que
fa primera ocurrid durante una guerra mundial, no existian
antibioticos v la medicina era muy primitiva. Siempre ha
existido ¢f riesgo de la emergencia de una nueva cepa de
origen aviar que Iraspase la barrera de especie v gue sea
transmisible entre humanos. Sin embargo, sélo se han
“conocido™ brotes localizados que na se han expandido; es
posible que en Asia havan ocurrido brotes no documentados,

La emergencia de la cepa aviar HSN1 en 1997
representid una amenaza de pandemia. Sin embargo, hasta
ahora la cepa ha traspasado excepcionalmente la barrera de
especie ¥ no ha sido transmusible entre humano: menos de
201 casos en tode el mundo, con letalidad de 6%,

El mundo modemo quiere estar preparado v prevenir una
pandemia de influenza. La OMS es14 alerta. ef gobiemo de los
EE UL esti proporcionando fondos y los cientificos estin
vigilande los vires influenza. Y la industria farmacéutica. ._estd
ofreciendo un antiviral poencialmente efectivo. Existe una
vigilancia mundial, El diagndstico de Isboratoric es rmipido v
simple v el anilisis molecolar de las cepas emergentes estd bien
coordinado. Chile tiene su posicion ¥ ha tomado medidas al
respecta. La emergencia del SARS ha servido de ensayo u la
humamdad ante la emergencia de una pandem:a de un virus de
contagio respiratorzo. Y esta vez ha ganade el kombre, Seamos
optimistas.
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§11.3 EPIDEMIOLOGIA DE LA INFLUENZA AVIAR.

Dra. ¥anessa Max K.
Chile.
vanessa. miax @ sug rob ol

El avance del virus Influenza Aviar (1A} subtipo H3N1
en el mundo ha sido sorprendente v nunca antes visto. La
presentaciin del virus en diferentes especies de aves, ¢
meluso otros mamiferos como felinos ¥ humanos. no se
habia observado previe a la aparicion del subtipo H3NI
asiitce. Desde la aparicion de este virus en Asia, se ha
diseminado 1 més de 54 paises de 2 continentes. causando
estragos ¢n Ja sanidad avicola, el comercio internacional de
aves v productos avicolas v alarmz mundial por la
potencial pandemia gue podria provecar. La IA subtipo
H3NI1 es una enfermedad avicala y es ahi donde los
servicios veterinarios de todes los paises deben enfocar sus
esfuerzos. porque para gue la infeccion no siga sienda un
riesgo para la salud piblica se debe controlar en su origen,
que son las aves, La definicion del virus 1A se basa en los
lincamientos otorgados por la Organizackin Mundial de
Sanidad Animal {O1E), 2 cual también entrega directrices
para el diagnostice, vigilancia y prevencion de la 1A,

Se mencionard e ilustrard la distribucion de diversos
focos de los diferentes virus 1A en el mundo previa al
2003, La sitwacidn particular en Asia, donde el virus H3NI
circuld més de 10 sfes. ha permitido su diseminacion &
otros paises ¥ ademds, la instauracion de diferentes
sublineajes. La hipdtesis mas probable de ingreso a Africa
del virus es la de importaciones de aves. Se analizarin las
caracteristicas socioecondmicas del continente, asi camo
lus capacidades de los servicios velerinarios. Se presentara
la diferencia que posee Europa, que controlé mejor los
focos presentados el 2006, debido a las acciones de los
servicios veterinarios. disponibilidad de recursos v
experiencizs previas. Un hito histdrico. es que este virus
H3N1 cavsa mortalidad en aves silvestres. gue
ceneralmente constituyen los reservorios naturales de 14;
incluse existe evidencia que las aves migratorias pueden
diseminarlo a través de grandes distancias.

El virus de Ia 1A podria ingresar al continente
americane ¥ @ Chile por una serie de posibles vias, las que
s¢ han analizado junte con las medidas preventivas para
mitigar el mgreso del virus, Ademds. se detally el plan de
accidn de prevencion v respuesta que posee el SAG. Un
factor positivo en la prevencidn ¥ rdapido control de un
brote de [A e3 que el SAG posee capacitacién y experiencia
previa en este tipo de emergencins, ¥a que en el afio 2002
s¢ controla eficazmente un brote de 1A subtipo HYN3.

Finalmente se realizard un breve resumen y conclusion
de lus materias analizadas.
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S12. SIMPOSIO LATINOAMERICANO Y
DEL CARIBE DE TUBERCULOSIS Y
OTRAS MICOBACTERIOSIS, SESION
II: FISIOLOGIA, EXPRESION
GENICA v VIRULENCIA.

§12.1 A Morphological and Physiological Analysis of
Mycobacteria Grown Under Different

Environmental Conditions,

Zaragoza-Contreras R.', Ramirez-Espindola E.'. Lopee-
Villegas E.'. Cox R.A. Jorge Gonzilez-Merchand.’

ENCB.IPN México.D.F.l1340. MEXICO
! jeonzal 1212@ yaheo.com.mx NIMR MRC LondonNWT IAAUK
2, reox @nimre.mre.ac.uk.

The aim of this work was 1o analvze the growth pattern
of Myveobacterivm smegmarnis, a fast growing mycobacteria
widely studied as a comparative model for puthogenic
species. M. smegmatis was grown in Kohn-Harris mediom
enhancing the agitation of shaking cultures by the addition
of a stainless steel spring (StSSp), aiding both azration and
dispersion of mycobacterial clumps. Measurement of
0ODyy. ond CFUs were carried out through a 72h culture,
The number of viahle cells in the cultures grown with the
spring was determined by flow cytometry (FCM). and was
compared with the number of CFUs mi!; the same trend
wis observed with both sets of data: furthermore. the
profiles obtained for pranularity and cell size by FCM
proved to characterize lag, exponential and statienary
phase cells. The analysis of cell morphology by electron
microscopy revealed larger cells when M. smegmaris was
cultured with the spring. Altogether. these data
demonstrates the value of using a SiSSp to minizaze cell
agerezation and cell death during mycobacterial growth.
We have also shown that FCM provides a rapid and
convenient method for revealing profiles of entire cells
population: in addition. this technigue constitutes a simple
and rapid way for measaring mycobacterial viability.

This work was supported by CONACYT Mexico SEP-2004-
CO1-46404 and SIP 20060212, IPN. MéxicoJAG-y-M is
fellow from COFAA EDL PN,
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§12.2 EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS GENES
dosSidosR ¥y Rv3134c DE Mycobacterium bovis
BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE
ESTRESS. (Differential expression of dosSidosR
and Rv313de of Mycobacteriim bovis under
different stress conditions)

Ruodriguez J.G.. Burbano C.8., Gonzdlez € E.. Zambrano
MM.. Patricia Del Portillo.!

ICorporacién CorpoGen, Bogotd. D.C., Colombia,
corpogen@eth.net.ce

Durante ¢l proceso de infeccidn. M. ruberculosis
enfrenta a condiciones ambientales altamente hostiles que
Io obligan a adaptarse rdpidamente para sobrevivir, Los
sistemas de dos componentes como desSidosR modulan la
expresion genética ¥y dirigen la adaptacién del
microorganisme @ estos cambios ambientales. Los genes
dosSidosR estan focalizades en 1a misma regicn genética v
son homeloges en M. radberculosis, DosR tiene Bomologia
con proteinas reguladoras, DevS con histidin kinasas.
Corriente arriba de estos genes se encuentra la secuencia
Rv3134c que codifica para una proleina con molivos
universales de estrés, En el presente trabajo. nosotros
extudiamos la expresion de estos penes sometiendo cultives
de M. bowis. transformados ¥ no transformadoes, a
condiciones de estrés nutricional ¢ hipoxia. Daos disenos
experimentales  fueron  wirlizados;  [)  fusiones
transcripcionales de las posibles regiones prompetoras a la
proteina flucrescente verde GFP en ¢l plismide reportero
pEPVIT-int. 2t Cuoantificacidn de ln expresion mediante
transcripeion reversa-PCR en tiempo real. Para determinar
sioesta regicn se transcribia como un dnico operon, se
realizaron experimentos de RT-PCR vy los promotores
fueron identificados mediante RACE.

Los resultados permiten concluir que los genes dosSy
dosR v Rv3il34c se sobre expresan en bajas tensiones de
axigena, resultado que habia sido previamente reportado.
Estos senes también se sobre expresan bajo condiciones de
estres nutricional. heche gue no habia side reportade
previamente. Estos mayores niveles de expresidn
demuestran su papel en la adaptacidn de la micobacteria.
Los experimentos de RT-PCR sugieren que cxiste una
regulacién diferencial en esta regidn genética. Cuande la
micobacteria esti ¢n condiciones normales, los genes se
expresan en un nivel basal v apurentemente. cada gen se
transcribe desde su propie promotor. Cuande la bacteria es
sometida & estres, se produce un Gnico transcripta
aparentemente desde ¢l promotor del gen Rv3134¢. Estos
resultados pueden tener implicaciones a futero, en el disefia
de nuevos blancos para el control de tuberculosis.

Este proyecto fue financiado por la Unidn Eurapea 1CAS-
CT-2002- 10063

S12.3 INTERACCIONES PATOGENO-HOSPEDERO

EN TUBERCULOSIS. UN ABORDAJE
PROTEOMICO.

Clara Espitia

Instituto  Investigaciones Biomédicas Depto, de

Inmunologiy. Universidad Nacional Auténoma de México.
México. D.F. México.
espitin®@ biomedicas.unam.mx

Mycobacrerium tuberculosis uno de los principales
patégenss humanos, es el agente causal de la wherculosis.
enfermedad que ha afectade al hombre por muchos siglos v
que continua siendo un problema de salud publica a nivel
mundial. La disminucion en la eficacta de la vacuna BCG.
asi como el surgimiente de cepas resistentes a los
medicamentos anti-bacterianos son. entre otros, algunos de
los factores que han contribuido a la persistencia de la
enfermedad. Une de los aspectos mds importantes en &)
desarrollo de las infecciones bacterianas. es la interaccion
del patégena con su hospedera, este reconocimiento
reciproco puede favorece la entrada v colenizacion de los
tejidos, levando al establecimiento v multiplicacién del
microorganismo cen el subsiguiente dafio tisular. No
ohstante que M. rubercwiosis es un patdgeno intracelular,
tiene la capacidad de diseminarse a casi cualguier drgano.
En nuestro laboratorie. estamos identificando v
caraclerizando Jas moléculas gue participan en las
interacciones. micobacteria-hospedero v gue involucran
reconocimiento entre azicares v proteinas ¥ entre proteina-
proteinz, Mediante un tamizaje proteemico. utilizando
extractos proteicos de M. toberculosis previamente
resueltos en geles de deble dimenszon. con las proteinas de
la pared celular. del citoplasma v del medio de cultivo,
hemos analizado mediante ensayos de Blot-liganda la
unidn de las proteinas a fibronectina, laminina v
plasminogeno {interactoma) v a diferentes lectinas
(ghicoproteoma). Eatre las moléculas wdentificadas por
espectrometria de masas, sorprendentemente se encuentran
ademds de proteinas de chogue térmico, un gran nimero de
enzimas extracelulares. Estos hallazgos toman importancia
a la luz de recientes hallazgos en donde se ha observado
que en clertos patdgenos algunas enzimas del metabolismo
al parecer estin jugando un papel en virulencia. Por un
mecanisma desconocido (ya que no poseen ung sefial tipica
de secrecioni. estus proteinas alcanzan la superficie del
patogeno donde pueden interactuar directamente con
moléculas del hospedero o disparar sefales de traduccion ¥
por lo tanto capacitar 4 la bacteria para colonizar, invadir y
persistis en los rejidos del hospederc. Por su potencial
came factores de virulencia estas enzimas en M.
teherewieses podrian ser blances para el desarrollo de
nuevas estrategias para el control yio erradicacion de la
luberculosis,
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S124 LA PROTEINA ESTRUCTURAL DE
MANTENIMIENTO DEL CROMOSOMA
{SMC) EN MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS ESTA ANCLADA A LA
MEMBRANA Y MUESTRA VARIOS
PATRONES DE LOCALIZACION. (The
structural chromoesome protein (SMC)  of
Mycobacterium tuberculosis is membrane-
associated and it shows some different paterns of
localization)

Cimino M., Alamo L.. Granados M., Leiria Salazar.

Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas.
Apartado 21827, Caracas 1020A. Venezuela,
Isalazar@ivic.ve

SMC estd ampliamente conservada y en bacterias
avuda a condensar y segregar los cromosomis, Se ha
sugerido que SMC en B. subiilis ¥ su homdlogo en E. coff,
MukB. son citoplasmdticas v se localizan como uno o dos
Toet discretos,

En este trabajo determinamos la localizacidn
intracelular de SMC de Myvcobacterium tuberculosis
{SMCy,,) mediante andlisis de su secuencia de aa,
“immunablotting”, microscopia de fluorescencia ¥
clectrénica, utilizando células permeabilizadas ¥
seccionadas. Encontramos que SMCyu se localiza
inicamente en la membrana celular. posiblemente anclada
por los residups 601-621. Se observaron tres patrones
diferentes de SMCyy en la células {a) tres food en las
posiciones central, 'ty v Yy {b) sefales grandes hacia los
polos (¢} miltiples fori organizados en un patrin ain no
definido. Una cepa mutante que expresa la proteina SMC
trunceda en su extremo C-terminal muestra un gran
porcentaje de células anucleadas. segregacion correcta de
los cromosomas ¥ no presenta el patran de multiples foc!
organizados. En base a nuestros resultados, proponemos un
modelo de la localizacion dimdmica de SMCyyyy, durante la
segregacion de los cromosamas.

Financiamiento: INIC. Fonacit (S12001000708)1. Unidn
Europea {ICA4CTI002 10063)

§$12.5 REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS
GENES MCE DE M. Tuwberculosis.

Santangelo M., Blanco F., Bianco V., Klepp L., Cataldi A,
FFabiana Bigi.

Instituto de Biotecnologin, CICVy A-INTA Castelar,
Argentina.

Los sutores de la secuencia del genoma de M.
tebercwiosiy {Cole er af.. 1998) identificaron cualre
regiones gendmicas homologas denominadas operones meoe
(por mammeiian cell entryy 1, 2. 3 v 4. Estos operones
codifican para ocho proteinas secretadas o de membrana,
similares en secuencia y organizacion y con una alta
hemologia entre ellos, Los mismos se encuentran
ampliamente distribuidos en ¢l género ¥ su presencia fue
dempstrada en especies micobacterianas no tuberculosas
MOTT (Myveebacterium other than tuberculosis),
incluvendo M. avium v M. smegmaiis iHaile er af. 2002}
Fue demostrado recientemente gque cuando se blogues Iy
expresion de algunos genes mee en M. twberculosis el
bacilo pierde capacidad de multiplicar ¥ persistir en €l
hospedador (Gioffré e al., 2005). Numerosos trabajos
muestran gue la expresion de los operones mce varia
espacial y temporalmente. La presencia de gencs
reguladores en las cercanias de tres de los cuntro operones
Rviil65¢ del operém meel, RvOS86 del operon moel ¥
Rel963c del vperén miced indicaria gue existe un
mecanismo gue controla el nivel de expresidn de los genes
mee ¥ que el mismo podria ser la clave que determina la
asociacion de los operanes mee con la virulencia de las
micobacterias patégenas. Bv/%63¢ se encuentra advacente
v en sentido contrario al de la transeripeion de los genes
Ry i1964- Rvi97 ! que conforman el aperdn meeld. ¥ RiGS306
se localiza inmediatamente rio zrriba del primer gen del
operon mee2. Ya que los reguladares transeripeionales
suclen regular Ta expresién de genes cercanos, fue de
interds en este trabajo estudiar ¢l rol de Rv/%63c v Rvi)iss
en la regulacion de la expresion del operon meed y meel.
respectivamente. Mediante fusiones a LacZ se demaostré
que RyfY63c v RvOSEA reprime la expresiGn de las
proteinas Mce3 ¥ Mce2, respectivamente. Se demastrd que
Riti386, el cual codifica para un posible regulador tipo
GniR. ¢ parte del operdn mce ¥ que Rvl963c que codifica
pars un posible regulador tipe TeiR regula tambidn su
propia sintesis. Con el uso de herramientas bioinformaiticas
fue posible identificar coma otra blanca de regulacidn de
Ryv0386 a una putativa endonucleasa IV, codificada en end
(RvO670). Se localizd ¢l sitio de unidn de Rv19A3 y
Ru0S86 en sus respectives promotores blancos mediante
bisquedas de consensos en las secuencias de ADN,
experimentos de retardo en gel ¥ fostprinding. Mientras que
la region promotora de operdn meed posee cualro
consensos Tet, los promotores blancos de Rv{ISR6 llevan
dos consensos GntR, S¢ abservo incremento en lu actividad
del prometor de mce? luego de tratamiento con metil-
violdgeno, sugiriendo que bajo estrés oxidativo se induce la
expresién del operdn mee2, No fue posible identificar la
sefial externa gue participaria en la induccidn de la
expresidn de las proteinas Meed, Por iltimo, la eliminacidn
de Ryi963c en M. mberculpsis en la cepa H37Rw resulta en
un incremento significativa en el nivel de mRNA del
aperdn meed, Basdndose en este conjunto de resultados es
posible concluir gue Mce2R (RvOS86) ¥ Mee3R Ry 1963¢)
regulan negativamente la transcripeidn de los operones
meed v omeed, respeclivamente, por unidn a un consenso
especilico en las regiones promotoras,
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S12.6 DIVISION CELULAR Y LATENCIA EN
MIEMBROS DEL COMPLEJO M. tuberculosis:
PROYECTO AMERICA LATINA-EUROPA.
(Cellular division and dormancy in M. ncbervulosis
complex: A Latin America-Europe project)

Maria Jesis Garceia', Salazar L., Gongidlez-Merchand 17,
Heradndez-Pande R*. Mc Fadden 1.5, Martin C.£. Del
Portillo P.7

‘UAM. Espaiia. *IVIC, Venezuela. ENCB. México DF.
HNNSZ, México DF. US, Reino Unido, *UZ. Espafa.
"CorpoGen. Colambia.
mariu].garcia® gam.es,

Aproximadamente, un tercio de la poblacién mundia
estd infectada en forma latente con el bacilo de ia
tuberculosis. El proyecto pretendié clarificar mecanismos
utilizados por M. rebercalosiy para frenar su division celular
¥ establecer latencia,

Se caracterizaron genes del ciclo celular v fatenci; se
estudiv su papel en adaptacién a diferentes condiciones
ambientales; ¢l papel de 156170 en latencia; v la
caracterizacian morfoldgica ¥ funcional de bacterias
latentes,

Los principales resultados del provecto fueron:
= Identificacién de un poesible normalizador para PCR en

tiempao real, con utilidad en el género Mycobacreriun.

— Variaciones en expresian génica durante cstrés
asociado a latencia in vive e in vitea,

— Composicion macramolecular de bacterias ripidas y
lentas crecedoras.

~  Naorelacién entre la insercion de 186410 v lalencia,

—~ Células del hospedador en localizaciones extra-
pulmonares pueden participar en ¢l establecimiento de
fatencia.

—  Citelocalizacion de componentes asociados a ciclo
celular ¥ latencia.

El proyecto implemento nuevas técnicas en los
leboratorios participantes. intercambio de personal
cientifico ¥ fortalecimiento de capacidades cientificas.

Financiacidn: UE - INCO-DEV (ICA4-CT-2iM12- 10063}

$13. PRESENTE Y FUTURO DE
LAS MICROCINAS: PEPTIDOS
ANTIBIOTICOS CON PROPIEDADES
EXCEPCIONALES.

Rosalba Lagos

Chile. Coardinador.

5131 MECANISMO DE PROCESAMIENTO Y
EXPORTACION DE LA MICROCINA E492.
(Mechanism of processing and export of microcin
E492)

Telio M., Arbildida J.J.. Monasterio O., Rosalba Lagos.

Departamento de Biologia. Facaltad de Ciencias,
Universidad de Chile, Casilla 633, Santiazo. Chile,
rolagos @ wchile.cl

La microcing E492 es una bacteriocing de bajo peso
molecular cuyo mecanismo de accién implica la
despolarizacion de la membrana plasmatica de las células
sensibles. Mediante clongmiento ¥ expresion en E. coli se
wentificaron los determinantes genéticos necesarios para la

produceion de microcing activa, estableciénduse que se
requieren proteinas invalucradas en el pracesamiento ¥
exportacidn {MceG. H} v en Ia maduracién (MeeC, 1, 11
Para gjercer su accidin la microcina reconoce a rece prores
de siderdforos de tipo catecol en bacterias semsibles, y,
ademds, reconoce algunas lincas celulares humanas sobre
las cuales induce apoptosis. Otfra caracteristica de la
microcing E492 es que tiene lu propiedad de formar fibras
amiloide tanwo in vive como in vitre. resultando esta
agregacién en una pérdida de la actividad bactericida, In
cual oeurre en fase estacionaris,

La microcing E492 es exportada por un sistema de
transporte de tipo | constituido por un transportador ABC
(MceG}, una proteina aceesoria (MceH) v una proteina de
membrang externa {TolC). Mediante estudios comparativas
¥ de proteinas quiméricas con el sistema de secrecidn de
tipo I de colicina ¥, se establecié que lu especificidad del
transporie esta dada por ¢l dominic ABC del exportador.
Mediznte modelamiento molecular v mutegénesis de MceG
se establecio que ¢l procesamiente ¥ unidn e hidrélisis de
ATP son procesos que estin coordinados. Estos resultados
permiten postular la secuencia de eventos que ocurren en li
expartzcion de la microcina E492,

S132 UN PEPTIDO TOXICO QUE SE CONVIERTE
EN ANTIBIOTICO POR LA ADICION DE UN
GRUPO CATECOL: EL CASO DE LA
MICROCINA H47.

Lavina M.

Seccion Fisiologia v Genética Bacterianas, Facultad de
Crencias, Montevideo. Urnguay,

Las microcinas son antibidticos peptidicos de sintesis
ribosdmica producidos por cepas de enterohacterias, Su
espectro de accién se reduce a bacterias Gram-negativas.
La microcina H47 i MecH47 ), codificada por el cromosoma
bacteriano, se simtetiza como un péptido precursor de 73
residuos aminoacidicos que luego sufre una modificacicn
postraduceional por la que adquiere un grupo catecol,
Finalmente. ¢l péptide modificado se exporta al medio
extracelular a través de un aparite secretor de tipo I,
proceso durante el cual la molécula pierde sus 15 residuas
N-terminales. La microcing madura puede entonces
interactuar con células susceptibles, sobre las que ejercerd
suaccion antibidtica. Dicha accion dependeri de las dos
clisicas etapas de gue consta el mecanismo de accinn de
tado antibidtico: i} captacidn y il efecta téxico final por
mteraccion con la estructora celular diana, La MccH47.
gracias al catecol gue porta. utilizard la via de captacién de
los catecoles para mgresar en las bacterias, En Escherichia
colt KIZ esta vig estd constituida por tres receptores. Cir,
Fiu v FepA, y por ¢l complejo TonB. Interaciuando con
cuitlguiers de estos tres recepteres. la MecH47 atraviesa la
membrana externa gracias a la energfa provista por TonB ¥
llega ai espacio periplismico. Prohablemente no requiera
alcanzar el citoplasma para ejercer su accidn final puesto
gue todo indica que el canal protanico de fa ATP sintasa es
su diana. Considerando gue este canal estd embebido en la
membrana citoplasmatica, el antibidtice podria alcanzario
desde el periplasma.

Cemrdndonos en ¢l mecanismo de accion aatibidtica de
It MecH4T. nuestros resultados indican gue cada una de lus
dos etapas del mismo se corresponde con una porcisn de la
maoléeula: la captacidn con el grupo catecdlico v la
toxicidad con Ja porcion peptidica. Nuestra presentacian
versara sobre estos aspectos,
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§13.3 BIOLOGIA DE LA MICROCINA J25, iThe
biology of microcin 1235}

Raul Salomon

Departamento de Bioguimica de la Nutricién, INSIBIO
{(CONICET-Universidad Nacional de Twcumin), San
Miguel de Tucumdn, Argentina.

salemon@ fhqf.ont.edw.ar

La microcina J25 (Mccl25) es un péptide
antihacteriano de 2,107 Da codificado por un plismido de
Escherichia coli, v activa contra cepas de E. coli,
Safmonella v Shigellu. Surge de un precursor de 58
aminoacides, del cual un péptido lider de 37 residuos es
removide por una pepridasa adgn no sdentificada. La
maduraciin del péptido remanente de 21 aminodcidos
reslla en una estructura extraordinaria e inusual. Los
primeros oche aminodcidos de la regiom amino ternuanal
forman un anillo, mientras gque la “cola” restante de trece
residuns se pliega sobre si misma v su extremo pasa a
través del anillo. donde queda atrapado estéricamente. La
Meel1s es secretada al medio extracelular por un complejo
formado por un exportador ABC especializado y la proteina
de membrana externa de £. coli TolC. Este sistema provee
immunidad a la célula productora al mantener los niveles
intracelulares del! antibidtico por debajo de un nivel taxico.
Yaoijl. un exportador ABC indigena de E. caill. cuya funcidn
biolégica es desconocida. también puede bombear la
MeeJ23 al medio externo. La entrada de la Mccl25 en las
células sensibles depende del receptor de membrana
externa FhuA v de las proteinas de la membrana mterna
TonrB, ExbB, ExbD y SbmA. El pépudo inhibe la
transcripeion in vive ¢ in virre uniéndose a la RNA
polimerasa, su blanco de accién, en la que ocluye el canal
secundario, impidiende el trifico de los sustratos
nucleatidos hacia el sitio active.

S14. HACCP 1" Parte.

Carlos Pavletic
Chile. Coordinador.

S14.1 NUEYO ART. 69. VISION DE LA AUTORIDAD
SANITARIA.

Dra. Carmen Gloria Piiones O, Ximena Torres Pivet.
SEREMI Region Metropalitana, Chile.

El ohjetive principal de la madificacidn de fa
legislacion sanitaria. especificamente el Art. 69 del

D.S.977/946, fue establecer un sistema de inspeccion de
alimentos homologado con los paises con gue nuestro pais
tiene intercambio comercial de ¢stos productos, entre otras.

Para ello se formdé una swbcomisidn de trabaje del
Reglamento, la cual sesiond desde lnes del afo 2004,
integrando mesas de trabajo lideradas por el MINSAL v
con la participacidon de entidades como Empresas.
Asociacion de productores. Universidades. otras Seremis
del pais, etc.

La modificacion del Art. 69, s¢ tradujo en normar el
cumplimiento de BPM en todos los establecimientos de
produoccicn. elaboracion, preservacidn y envasado de
alimentes en forma sistematizada v aoditable, Ademds, en
aquellos en gue la awtoridad sanitaria determine, deberdn
implementar las metodologias de HACCP: basado en la
Morma Chilena Oficial N* 2861. otorgande plazes
definidos v directrices para su aplicacion.

Esto ha significado un gran esfuerzo en capaciticion de
técnicos v profesionales de las Seremis de Salud del pais v
en la fiscalizacion de diches establecimientos,
especialmente en la R.M_, si se considera gue las
Instalaciones de mavor volumen e produccidn se
concentran en esta Region.

Se¢ ha capacitado a profesionales v técnicos del
Subdepartamento Calidad de los Alimentos de la Seremi
R.M.
Afio 2005 - 27 prafesionales en HACCP general

- 3 en Auditeria de HACCP
Afo 2006 - 6 profesionales en 2f extranjero (1 Auditoria)

- 2 diplomados en gestion HACCP

- 35 profesionales en HACCP,

Herramientas otilizadas:

Confeccion de listas de chequeo

Aplicacidn, auditoria v modificacion de estas listas,
514.2

Luz Catalin
SEREMI ¥V Region. Chile

Resumen ne dispenible,

514.3

Claudio Baez
SEREMI V111 Regidn. Chile.

Resumen no dispenible.
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§15. SIMPOSIO LATINOAMERICANO Y
DEL CARIBE DE TUBERCULOSIS Y
OTRAS MICOBACTERIOSIS, SESION
11I: EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR.

CARACTERIZACION MOLECULAR DE
AISLADOS CLINICOS MDR DE Mycobacterium
tuberculosis EN CHILE. {Molecular
characterization of MRD clinical isolates of
Myrobacterivm tnbereniosis in Chile)

sl
—
[l
-

Jorge Ferndndez. Araya P.. Aguvilar F.. Velasea M.

Instituto de Salud Piblica de Chile.
jfernand®@ispeh.cl

La wberculosis es considerada en la actoalidad una de fas
enfermedades de mavor causa de muerte en el mundo. deb:de
a su heterageneidad epidemioldgica, a la coinfeccidn con VIH
y al incremento de la resistencia a antibidticos. En este trabajo
se analize la secuencia nucleotidica de fos locus asociados con
la multiresistencia v ademads se determind si existia alguna
relacion clonal entre las cepas chilenas de Mycobacterinm
tubercadosess (MDR) mediante RFLP v MIRU, Se analizé un
total de 30 aslados clinicos de Mycobacterinm tubercadosis
obtenidas de diferentes lugares del pais. En veinncimeo
aislados resistentes a rifampicina se secuencid el gen rpof
donde el 365 (14) presentd mutaciones en el codén 531, 1645
{41 en gl coddm 526, 16% {4} en el coddn 516, En 21 cepas
resistentes o isoniacida se secuencid el gen katG donde el 29%
(&) presentd mutaciones en el codan 315, 199 (4) presentd
deleciones en los codones 450, 484 v 490, 5% (1) en el codin
381, En 12 aislados resistentes a iseniacida se secuencio el
gen fnhd, el 17% (27 presentd transicion de C por T rio arriba
del putativo sitio de union del ribosoma. Siete sislados
resistentes a ciprofloxacing se secuencid el gen zvrd donde
T2% (5) presentd mutaciones en el codon 95, La tipificacion
de fos aislades MDR por los métodos RFLP vy MIRU fueron
concordantes, El analisis de los patrones de ADN demostra
gue 12 aislados clinicos presentaron un patrdn idéntico ¥ otras
cualee estdn estrechamente relacionadas.

En este tribajo se encontri mutaciones en los genes
rpoh, kGl y gyrd sinulares a los descritos, en el gen
omb no se encontrd mutaciones Jo gque puede indicar que
otrg mecanismo de accidn esta actuando. Par otra parte, la
tiptficacion mediante RFLP v MIRLU. permitio identificar
un clan de M. rwbercalosis MDR entre los afos 2000-2004.

§15.2 ECOLOGIA EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR
DE CEPAS DE Mycobacteria tubercalosis EN
VENEZUELA.

Howard Takiff*, Abadia E.'. Ortega D2, Sequera M7,
Rojas Y.!, Jaspe R, Da Mata 0., Escalena AF, de Waard 13
ICMBC., IVIC, Caracas, 1020A. *CAICET, Puerto
Ayacucho. *UCGELLaBDEL Univ, de Carabobo.Valencia
e *Instituto de Biomedicina, Caracas, Venezuela.

Veneruela tiene una incadencia moderada de twberculosis,
pero las tasas mis altas se encuentran en algunas poblaciones
Amenndias. Come parte de un estudio de la diversidad genética
de M. wberculosis en el pais. 574 aislados clinicos fueron
obtenidos de cuatra regiones de Venezuela —dos urbanas v dos
rurales con grandes poblaciones indigenas, ¥ analizadas por
Spoligotypimg . Aislados con el mismo spoligotype fueran
considerados “clustered™, 424 (74%) de los mishudos estaban en
44 “elusters™, 372 {659 ) de ellos en 22 clusters con > 4 cepas.

79 de los patrones de speligotvpes encontrados habian sido
identificado previamente como “Shared-Types (3T) dentro del
International Spoligotype Database (SpolDB4). Sicte ST fueron
los mis comunes: 17 (LAM2) 20% del total: 43 (LAMS) 7%
A2 (LAMS) 6% 55 (T 5% 605 (U) 4%, 50 (Haarlem3) 2% , v
20 {LAM1) 2%.. Se encontraron varios patrones goe no estaban
dentro de SpolDB4. Unos spoligotypes nuevos se encontraron
dentro de vna sola region rural. Parece que hay transmisidn v
diseminacién activa de otra cepa que ¢std muy poco
representado en el SpolDB4. Algunos aislados mostraron el
patrom de La familia Beijing,

S153 MOLECULAR EPIDEMICLOGY OF
Mycobacterium, bovis IN CHILE,

Ama Maria Zirraga'., Mancilla M.', Palavecino C.'.
Rehren G.!, Araya C.. Noli C.. Villarroel M., Rodriguez
E.. Monirdez V.3, Rivera A, Leén G.

'Facultad de Ciencias, Instituto de Bioguimica.
Universidad Austral de Chile, Casilla 567, Yaldivia, Chile.
Servicio Agricola vy Ganadero de Chile. “Instituta
Nacional del Tarax, Santiago. Chile,

anamariazarraga@ uach.cl

Bovine tuberculosis is endemic in Chile. We show the
aenetic profiles of prevalent M. bevis strains using 1S6110-
RFLP and spoligotyping. The strains, grown in Stonebrink and
wlentified by PCR, were from herds with registered prevalence
and peogeaphical locations. Out of 136 strains spoligotyped.
129 were from bovine, 2 from caprine and 4 from human.
Gelcompar 11 analysis grouped the profiles in 14 different
spoligotypes, The spoligotype SBOEM) represented 2 713 %
followed by SB1186 with a 10.3%, SBO920 with a 5.1% and
SBOOS4 with a 29%. Comparatively, the patterns SBO990,
SBOI20, SBOZOZ contributed with 1.5% each, Except for the
spaligetvpe Sph (1.5%) the strains Sp¥, Sp8, Sp9 and Spil
averaged 0.7%. We named with the code Sp the spoligotypes
not found at Mbovis.org. Noteworthy, we detected four cases of
zoonosis, with the pattern SBO920, SBOZ69 and SBIOTI. Maost
of the genetic variations among the spoligotypes wene found
within the first 16 DR spacers, SBO140 carried the minimal
number of spacer delevon, afier SBO920 and SBO124. the
BCG-like strain. Thus, heing SBO140 the most prevalent. it
may represent one of the earliest strains at Chile.

Of the 134 strains, 68 were further analyzed by 1Se110
RFLP and formed 13 different clusters. The vartant [IS2A
was Tound from the I¥V™ to the X™ region and represented
47% of the Chilean M, boviy strains, This patterp showed 2
copies of 156110 compared 1o the 3 copies of [S3A (51%). 2
variants of M. bevis, isolated from mediastin and prescapular
node of the same cow, were differentiated by fingerprint
analysis with the code IS2H and ISIB, respectively. Both
striins exhibited the same SBO140 pattern. Accordingly, the
Simpson’s diversity valoe showed a higher discrimmatory
pawer for RFLP-156110 as compared to spoligotyping. The
spoligotype techmigue is the most suitable technique for the
fast sereening of genotypes.

Worldwide. the spoligotype SBDI4D 15 prevalent in
Argentina and it is found in 30% of the UK catle. The
spread of SBO140) along the country might be a consequence
of the high mability of cartle along these regiens, In fict, the
current bovine tuberculosis program is voluntary and has
heen focused in the identification of PPD reactors herds and
in the identification at the slaughter house. of granulomatose
tissue compatible with tuberculosis. Currently, we are using
MIRUs 1o amalayre a larger number of strains 1o get a
ceneral view of the M. bovis clonal spread.

Funded by FONDEF DO2IL11].
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§154 GENETIC DIVERSITY OF Mycobacterium
tuberculpsis IN SAQ PAULO CITY BASED ON
SPOLIGOTYPING, VNTR AND RFLP.

Butuemn 1.V_!, Riley LW 2, Telles M.A.S.!, Lucilaine
Ferrazoli.'

nstitete Adolfo Lutz - Sio Paule-Brazil
niversidade da Californiz — Berkeley-USA.

Genelic fingerprinting of chnical isolates of
Mycobacterium tubercwtosis using 186/ /0-Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) method is of great
value in studying tuberculosis epideminlogy. However,
svstematic fingerprinting of bacterial isolates by RFLP
analvsis remains cumbersome. Spoligotyping method was
proposed as an alternative 10 RFLP. However. as the
spaligotyping used alone overestimates the number of
epidemiclogical links, it was suggested that it should be used
in association with another rapid methed: The aim of the
present study was o evaluate the spoligotyping and YNTR
typing methods as an alternative strategy to RFLP for
molecular epidemiological studies on tuberculosis and
compare the results of the spoligotyping with the international
darabase SpolBB4. A total of 213 isolates of M. mberculosis
isnlated from patients with pulmenary tuberculosis attended at
Zona Norte of Sio Paulo City was chamacterized by RFLP.
Spoligotyping, VNTR typing and the discriminatory pawer for
cach methed or the combination of methods was compared by
calculating the Hunter-Gastor: Discriminatory Index (HGDI)
Seventy fve different spaligotypes were identified. groupmg
171 of the isolates (T8 4% ); 78% belonged to three of the
most frequently eceurring families m the database. 400.4% of
LAM, 22.5% Haarlem, and 15.1% of T. Two new-shared
types were identified mn this study. An additional 24
spoligotypes were identified that did net match any existing
database pattern. The comparison of RFLP. Spoligotyping and
VNTR methods showed that RFLP was the most
discriminatory method (HGDI= 0.990), followed by
Spoligotyping (HGDI=0934) and VNTR (HGDI=UI856).
Although the association of Spoligotyping and VNTR was
more discriminatory when compared with the methods
isolated, 3t was lower than the RFLP. The results obtained i
this study suggest that the RFLP methods should be used as a
strategy for typing M. abercudosis in studies carried out in
Sio Pavlo City.

S16. HACCP 2* Parte.

Manuwel Espinoza
Chile. Coordinador.

$16.1 METODOLOGIA DE IMPLEMENTACION DE
SISTEMAS HACCP ¥ SU MANTENCION ¥
EVOLUCION EN EL TIEMPO A TRAVES DE
AUDITORIAS Y REVISIONES.

Enrigue Schwember N.
Chile.

En la segunda mitad de la década de 1990 se comenza a
aplicar en algunas empresas de alimentos chilenas una
metodologia de implementacion del sistema HACCP.
requerida por una multinacional estadounidense a sus
proveedores de mayor riesgo sanitario (licteos, cirnices —
vacuno/pollo- ¥ de hortalizas procesadas), v asi avanzar
estructuradamente hacia la meta propuesta. Esta metodologia,
se upoya en ctapas secuenciales de desarrollo del plan

HACCP, por producto y/o linea productiva. Hamadas:
Escritura; Implementacion ¥y Venficacian, Herramientas comao
firma de carta de compromiso por la direccién de la empresa.
asesoria en la formacién del Equipo de Trabajo HACCP,
entrega de listas de verificacion —generales y especificas- ¥
modeles de planes HACCP de lineas productivas similares,
fueron de gran utilidad para iniciar el preceso descrito. Fue
novedoso que esta metodologia promoviera trabajar ¢n
paralelo los Programas de Pre Reguisitos HACCP (PPR-H1.
dando énfasis a la capacitacion mterna referente a inocuidad ¥
a lu puesta en marcha de Procedimientos de Limpieza ¥
Sanitizaciom (SSOPs) estructurados seguin normas 1SO o
similar, Es relevante sehalar que las no conformidades
reiterativas detectadas en los primeros meses de monitoree de
los puntos critices de control {PCCs), obligaron al Equipe
HACCP a reforzar el trabajo de Jos PPR-H para lograr mayor
efectividad del sisterna en vias de implementacion. Luego de
los primeros 6 a 12 meses de trabajo, se incorporaron neevas
herramientas, ajustadas a la idiosincrasia local, enfocadas a
entregar & la direccion de la empresa indicadores de avance v
asi lograr la real implementacion de los documentos. En
general los planes HACCP evolucionaren simplificindese ¥
disminuyendo el nimero inicial de PCCs como consecuencia
de la revision periddica del sistema. El apoyo de la direccion
de la empresa - pieza clave en el éxito del HACCP — pas por
su convencimiente de contar uma ventaja comercial y de
gestion derivada de la imcorporacién de un efectivo sistema
HACCP en sus actividades diarias.

§16.2 IMPLEMENTACION DE SISTEMA DE
ASEGURAMIENTO DE CALIDAD (HACCP)
EN CENTRAL DE PLATOS PREPARADOS.

Ximena Fuentes
Chile.

En las dltimas décadas, las industrias de alimentos v
las instituciones gubernamentales gue controlan y regulan
el contral de alimenios a nivel mundial, han promovido fa
aplicacion del sistema de Andlisis de Peligros v Puntos
Criticos de Control (HACCP) a la gestién de inocuidad de
los alimentos, sistema que debe estar armonizado con la
aplicacién abligatoria de Jos Principios Generales del
Codex de Higiene de los Alimentes ¥ los Programas de
Pre-Requisitos, que incluyen entre otros sub-pragramas. fas
Buenas Pricticas de Manufactura (GMP).

Alimentos v Servicios S.A., filial de D&S S A, fue
creada en 1993 con el firme proposito de abastecer de una
zama completa de platos preparados a los grandes centros
del Retail de nuestro pais (Supermercados, Tiendas de
conveniencia, ete. ), generando un surtido equivaiente a 195
platos diversos v 13,500 raciones diarias que se distribuyen
a Casinos.

Ha implementade nuevas ¥ modernas tecnologias
culinarias en lo que se refiere a procesos de pasteurizacion
(Cook & Chill, Sous a Vide), ¥ un importante soporte de
frie aplicable a sus procesos productives. almacenamiento
y distribucion; lo gque permile en su conjunto. asegurar ¥
garantizar a los clientes, un dptimo Servicio ¥ Calidad en
sus preparaciones.

Por la envergadura del surtido de platos preparados,
fue necesario establecer 3§ familias de productos en
funcidn de las operaciones unitarias implicitas ea sus
procesas productivos, para realizar los Andlisis de Peligros
correspondientes.

Alimentos v Servicios S.A.. ha validade €] Sistema de
Aseguramiento de Calidad, HACCP, a través de la
certificacion oficial del Servicio Agricole Ganadero (SAG)
v la centificacidn privada de BVQIL.
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5163

Carolina Aravena

Resumen na disponihle.

S517. GENOMICS., PROTEOMICS AND
METAGENOMICS OF ACIDOPHILIC
MICROORGANISMS.

David Holmes

Chile. Coordinador.

517.1 HIGH THROUGHPUT DIFFERENTIAL
EXPRESSION PROTEOMICS FOR THE
STUDY OF SULFUR METABOLISM IN THE
CHEMOLITHOAUTOTROPHIC
Acidithiobacillus ferrooxidans.

Valenzuela L. . Chi A%, Beard 8!, Shabanowitz 1., Hunt
D2, Carlos Jerez.

Labaratory  of  Maolecular  Microhiology  and
Bivtechnology. Depastment of Biology, Facnity of
Sciences. University of Chile. Santiaga, Chile and
*Deparmen: of Chemistry, University of Virzinia.
Charlottesville, U S. A,

Aciderhiobaeillvy fervooxidons ablains its enerzy from
the oxidation of ferrous won or partially oxidized sulfur
compounds. Its ability to solubilize metal sulfides is
seecesfully applied in Biomining aperations, To further
study some of the components involved in sulfur
metabolism, differentizl expression proteomics of total
periplusmic preteins was dene by high resalution LTQ-FT
wn trap MS, OF over two-hundred proteins identified in the
periplasm, several of them changed their levels of synthesis
during growth of A. ferrocvidans ATCC 23270 in
tosulfate. elemental sulfur or ferrous aron. Thirey four
percent of them carresponded to unknown protems. The
genomic context around severzl af these cenes suggests
their involvement i sulfur metabolism and possibiy in
sulfur oxidation and formation of Fe-S clusters, Some of
the proteins upregulated by growth in sulfur compounds
were the exported putative thiosulfate sulfur transferase
protein P21, the putative thiosulfatessnlfate binding
proteins ModAl and ModAZ2, and sulfide:quinone
oxidereductase. The differential expression ut the mRNA
level of meny of these genes was confirmed hy using DNA
macroarravs. Many of the proteins changing their
capression dering growth in selfur compounds may have
important roles yet to be described in the sulfur metabolism
of this acidaphilic microorgzanism.

Valenzuela L.. Chi A., Beard S., Orell A, Guiliani N..

Shabanewitz J.. Humt D.F. and Jerez C A {2006)

Biotechnol. Adv. 24: 197211,

Supported hy: FONDECYT 1030767

§17.2 COUPLED GENOMICS AND PROTEOMICS
OF NATURAL MICROBIAL COMMUNITIES
INVOLVED IN ACID MINE DRAINAGE
FORMATION.

Jill Banfield', Denef V', Verberkmoes N2, DiBartolo G,
Goltsman D', V.. Tyson G_ !, Shah M2, Hettich R,
'Department of Earth and Planetary Science. UC Berkeley.
CA. USA. “Chemical Sciences Division, Ozk Ridge
National Laborators, Oak Ridge, TN, USA.

Microbial  communities underpin  numerous
ceochemical transformations, including iron and sulfur
axidation. processes that lead 1o the fermation of acid mine
drainage (AMD}. Although much is known about the
diversity organisms that populate low pH, metal-
contaminated AMD environments, much remains to be
learned about the way these organisms function, especially
a5 multi-species consortia. Given that the vast majority of
witat we know about microorganisms comes from studies
of isolated strains, another important gap in knowledge
relates to the roles of organisms that have, to date, defied
cultivation. We are addressing the combination of issues
through coupled genomic and protenmic studies of biofilms
in their natoral environments. Our research focuses an
naturzl censortia growing in pH 0,5 — 1.5 acid mine
drainage that is forming in the subsurface associated with
the Richmond Mine pyrite-dominated ore deposit at Iron
Mountain, near Redding, CA_ The biofilms are dominated
by Leprospiritfum group 11 iclosely related to £
ferripliilom), Leprospivilium aroup 111 (L.
ferradiazerrophom), and o range of archaea, including
Ferroplasma species and other archaeal organisms in the
Thermoplasmurales lineage.

We have obtained significant amounts of shatgun
gemomic sequence from two AMD biofilms. bath of which
are dominated by Leprospivithon group I1. and have
reconstructed genome sequence for two closely related
Lepraspirilfom group 11 species, Leprospiriflum group 111,
Feeroplayma types 1 and 11, and partially reconstructed the
Lenome sequence for Gplasma. This has provided
information ahout gene content, genome organization. uand
the partitiening of function amongst community members,
Sequence data have been wsed For comparative genomic
analvses of population dynamics, evolutionary processes,
and selection. Currently our focus is on the use of genomic
data o enable proteomic analyses. In the first phase we
identified over 2,000 proteins from a single biofilm, with
high confidence. Recently, we demonstrated that it is
possible to distinguish, genome wide, the closely related
proveimn variants derived from the twe Leptospirdlum group
Il species {average sa divergence of ~ 5% and used this
approach to map the genome structure of a new
Leprenpiritiue group 11 population, revealing thar is a
recomdinant of the two types sampied in the genomic
dutasets. This opens the way for high-resolution ecological
studies of microbial activity, in situ.
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§17.3 INSIGHTS INTO THE IRON AND SULFUR
OXIDATION MECHANISMS OF THE STRICT
ACIDOPHILIC CHEMOLITHOAUTOTROPHIC

BACTERIUM Acidithiobacillus ferrooxidans.

Appia-Ayme C.!, Yarzibal A.'2, Bruscella P!, Denis Y.'.
Ratouchniak 1.'. Jedlicki E*. Quatrini R.*, Holmes D. §.°.
Bonnefoy V.!

IC.N.R.S.. Marseille, France. bonnefoy@ ibsm.cnrs-mrs fr.
Ipresent address: Universidad de Los Andes, Mérida,
Venezucla. ‘present address: University of Texas Medical
School. Houston. Texas., USA. “Universidad de Chile.
Santiage, Chile. ¥ Andrés Bello University. Samiago.
Chile.

Mine drainage constitutes an exlreme enviranment
characterized by an acidic pH, a low content of organic
substances #nd a high concentration of metals.
Aciditiiohacilivs ferrooxidans thrives there and takes
advantage of this harsh biotope to gam energy required for
its growih, mainly by the aerobic exidation of ferrous iron
or various reduced inarganic sulfur compounds. This
ahility is responsible for its bioleaching properties, that is
the extraction of metals from ores. To study this peculiar
energetic metabolism. we have followed reverse genetics
and inverse PCR to search for genes of interest. Their
expression was studied by Northern blot hybridization,
guantitative RT-PCR andior weslern immunodetection
experiments. A penome-wide microarray transcriptome
profiling analysis was also initiated. Several penes
encding redox proteins were characterized, Redundant and
alternate electren pathways for iren and sulfur oxidaton
have been proposed. Genes encoding protems involved in
iron oxidation are mare transcribed in ron than in sulfur-
grown cells and vice-versa and in the presence of both
substriates, Af. ferroaxidons oxidizes iron first suggesting
complex regulatory pathwayvs,

Work supported by ECOS/ICONICYT. CNRS/CONICYT.
Fondecyt 1030663, CNRS programs “puces 4 ADNT. and
“Geomex”, “Biomine” European praject {6'" PCRD N°
NM2-Cr-2005-5(K)132%9)

S174 INSIGHTS INTO THE BIOGEOCHEMICAL
CYCLING OF METALS AND NUTRIENTS IN
EXTREMELY ACIDIC ENYIRONMENTS
REVEALED BY COMPARATIVE GENOMICS.

David Holmes'. Valdés 1. !, Pedroso L 2, Quoatrini R
Jedlicki E,

ICenter tor Bininformatics and Genome Biolegy,
Fundacion Ciencia para la Vida. MIFAB. Andrés Bello
University, Santiagn. Chile. *University of Suntiage and
*Umiversity of Chile, Santiago. Chile.

Whereas progress has been made in understanding how
micreorganisms can transfer electrons from cells to reduce
external solid mineral substrates, less is known aboul the
reverse process — the biological oxidation of minerals as a
source of electrons and energy: yet it is important 1o
understand this phenomenon in order to complete our
knowledge of the bivgeochemical cyveling of metzls and
nutrients in the envirenment. especially in acidic
cenditions. It is also important to investigate the
fundamental biological interactions between bacteria and
minera! surfaces because they are eritical for understanding
the intricacies of interfacial biochemistry. biofilm
formation, bacterial recognition of mineral surfaces and the
dispersal of microorganisms in the environment.

We have used genome sequencing and annotation Lo
reconstruct genome-scale metabolic networks in several
acidophilic eamma-proteohacteria such as Acidithiobacilius
ferrooxidans, A. raldus and A, thivoxidans, This
infarmation has been coupled with published information
derived from several other microorganisms including
Leprospirillum spp.. belonging 1o the deep-branching
Nitrospirae phylum., and the Archaea Ferroplasma spp. and
Merallospheraera spp.. in order to generate novel insights
into the biological underpinnings of iron and sulfur
oxidation, iron homeostasis, biofilm formation and nutrient
recyeling in extremely acidic conditions.

Common biological threads, as well as significant
differences. that connect the opposed processes of mineral
oxidation and mineral reduction have been discovered.
leading to an initial understanding of associated metabolic
and genome evolution and an appreciation of the role that
microorganisms have played in malding the ecophysiology
of acidic environments over billions ol years. Such
knowledge also has far-reaching implications for
understanding how acidophilic micreorganisms can be used
in commercial bioleaching of copper and other minerals sa
impartant in Chile.

Acknowledgements: Fondecyt 1050063 and a Microsolt
Spensored Research Award.
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S18. CELULAS DENDRITICAS E

INFECCION.

Stella Maris Gonzilez-Cappa
Argentina. Coordinador.

S18.1 LA INFECCION POR Trypanosoma cruzi
AFECTA LA MADURACION Y
FUNCIONALIDAD DE LAS CELULAS
DENDRITICAS. (Tripanosoma crazi infection
alters maturation and functionality of dendritic cells)

Catalina Alba Sote, Poncini C., Solana M.E.. Gonzdles
Cappa §.
Dto. Microbiologia, Facutad de Medicina, UBA, Buenos

Aires. Argentina,
catalinaalba@ hotmail.com

La alteracién de la funcionalidad de lus eélulas
presentadorss de antigeno (CPA) podria constituirse en un
mecanismo emplesdo por Tryvpancsoma crazi (T, crazi)
para evadir la respuesta inmune antiparasitaria, Nosatros
demostramos en la infeccion experimental murina con dos
cepas de 7. cruzi -con diferente grados de virulencia,
tropsme ¥ capacidad de dafo- que la infeccién altera |z
funcionalidad de las CPA de maners cepa-especifica. La
cepa de baja virvlencia K98 estimula o preserva la
expresiin constitutiva de CMH clase 1 en macréfagos
peritoneales. linfocitos B y células deadriticas (CD)
esplénicas, mientras que la cepa de alta virulencia RA
reduce o inhibe la expresion de estz moléculy en superficie
fas mismas.

Al analizar la funcionalidad de CD esplénicas aisladas
de ratones infectados con RA encontramos una disminucién
de la capacidad de estas célutas para activar la respuesta
alogénica de LT CD4 y LT CDH. Los cultivos linfocitarios
mixtos indicaron que las CD de ratones infectados con RA
producen. o inducen la produccién, de factores que limitan
la proliferacion de linfocitos T, Asimismo, la infeccion con
RA disminuye la capacidad de estas CD para estimular la
respuesta Ferwzi-gspecifice por parte de linfocitos T
CD4+. Por otra parte estas CD en cultive presentaron
signos morfoldgicos de escasa maduracién comparados con
su contraparte normal como son la escasa formacidn de
clusters homotipicos,

Evaluamos entonces el efecto de la infeccian sobre
diferentes subpobluciones de CD en el ganalio satélite al
sitio de la infeccidn y encontramos gue la infeccion por 7.
crpzd no modifica sustancialmente fa distribucion de los
subtipns de CD  principales CD1lc+CD1Ib+ v
CD11e+CD8ae+ en ganglio satélite ¥ bazo. Cuando
segregamaos las CI segiin su nivel de expresian de D¢
encomtramos que RA también alters le expresion de CMH
clase 1 de las poblaciones de CD maduras (CD CDH 1¢ 45
desde lus 12 horas post-infeccion en ganglio satélite y 72
horas en bazo. Asimismo, en ganglin
independientemente de la cepa empleads, la infeccion
altera la expresicn de CMH clase 11 de wna subpoblacicn de
CD semimaduras (CD CD1 le ™3 durante tedo el periodo de
infeccion estudiado (90 dias). Esta poblacidn es
responsable de la produccion espontdnea de IL-10; fa
produccion de esta ciloguina auments en los drganos
linfordes estudiados coincidentemente con la disminucicn
de la expresian de CMH clase 1 por parte de las CD. E!
anilisis fenotipico de estas CD CDIllc¢ ™ (CD45RB-.
productoras de IL-100 las acercaria a lay CD descritas
recienternente coma leleragénicas (Wakkach v col, 2003,
Immunity, 12:605-617).

satélite,

La desregulacion de la presentacién amtigénica por
parte de las CD en particular tiene consecuencias
impoertantes en la evolucion de la enfermedad de Chagas
puesta que contribuve a la persistencia parasitaria ¥ podria
estar relacionada con la génesis temprana de eventos
autorreactivos observados en la fase crénica de la
enfermedad ¥ relucionados con li presencia parasitaria.

C. A. 5. v C. P.son becarigs ¥ §. M. G, C, es investigadora
CONICET, Este trabajo ha sido financiado por FONCYT,
UBACYT y CONICET.

S182 CELULAS PRESENTADORAS DE ANTIGENOS:
PARTICIPACION EN CRIPTOCOCOSIS Y
FASCIOLOSIS. MECANISMOS DE APOPTOSIS,
tAntigen-presenting  cells:  Participation  in
cryprococenss and fasciolosis. Apoplosss mechanism)

Diana Masih, Chiapello L.5., Serradell M.

CIBICI-CONICET. Dpto. Bioguimica Cliaica. Facultaé de
Ciencias Quimicas. Universidad Nacional de Cérdaba.
Cordoba, Argentina,

dmasih@ feg.one.edu.ar

Con ¢l fin de investigar los mecanismos
inmunamodulatorios inducidos par componentes fiingicos v
parasitarios en macrofages v eosindfilos. en nuestro
laberatorio hemos purificado dos compuestes. un
pelisacirido fingico de alto peso moelecular constituvente
principal de la capsula de Cryptococcus neoformans,
denominado glucuronoxilomanano (GXM), el cual es
liberado por ¢l hongo durante su replicacion. El otro
compuesto es un conjunto complejo de antigenos proteicos
v glicoproteicos de excrecién-secresién (AES) del
trematodes Fasciola hepdiice, Ambos antigenos insiden
directamente en la respuesta inmune, en la criptococosis
experimental demostramos que GXM se acumula en
macrafagos tisulares. induce apoptosis de estas células y un
pertil Th2 en células de bazo, favoreciendo la diseminacion
fungica, Por otra parte. AES suprime la linfoproliferacién,
la produccion de axido nitrico por células peritencales ¢
induce apoptosis de eosindfilos in virre, Las vizs de
activacién de macréfagos pueden ser inkibidas o
“desactivadas”™ por moléculas microbianas, células
apopraticas. glucacorticaides, citoguinas antiinflamatorias
(IL-110, TGFbeta, M-CSF) o por lz acumulacion de
maléculas poco degradables en los lisesomas, Estos
estimulos producen en macréfagos disminucian de la
expresion de MCH 11 v moléculas coestimulatorias (CD#D,
CD86). [a liberacidn de TGFbeta. 1L-10 ¥ prostaglandinas
{PGE2). Otro mecanismo de desactivacién de CPA que se
estid estudiando intensamente s la expresion de la enzima
indolemina 2.3 dioxigenasa (1IDOY. Esta enzima catabaliza
al riptdlana en varios productos denominados kinureninas.,
lo que genera un ambiente local inmunosupresor capaz de
controlar la homeostasis de las células T ¥ la tolerancia a lo
propio durante la inflamacién. Durante los procesos
inflamatorios. 1DO es rapidamente sobreexpresada en
ciertos tipos celulares por INFgamma v suprime la
activacion de CPA. disminuyenda la expresin de MCH 11
(mediante I inhibicion del transactivadar de MCH 11 clase
I, CHTA}, CD40, CDBO v CD 86 y dirige la diferenciacidn
de linfocites T al pecfil Th2 o T regulatorias que liberan
IL-1k. También, las funciones proinflamatorias de los
macrdfagos pueden ser anuladas por la induccion de muerle
celular programada. La apopiosis es un mecanismo de
muerte regulado genéticamente y bioguimicamente
diferente a la necrosis. Naturalmente implicade en la
regulacion del sistema inmune y asociado a pérdida de
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funciones efectoras durante enfermedades infecciosas.
Diversos microorganismos han desarroflado estrategias que
inducen o suprimen la apopiosis de la célula huésped.
modutando o inhibiendo la respuesta inmune contribuyendo
a la diseminacién v sobrevida del patégeno. La apoptosis
de macrofagos puede ser inducida por diferentes moléculas
virales, bacterianas o parasitarias. Sin embargo. existen
muy pocos reportes de apoptosis de macrdfagos inducida
por maléculas filngicas o derivadas de helmintos, Por otra
parte. en los dltimos afios se ha puesto mucho interés en las
interacciones colaborativas existentes entre linfocitos ¥
eosinéiilos. Diversos estudios sugieren que los zosinofilos
pueden actuar vomo células presentadoras de antigenos con
capacidad de internalizar rapidamente antigenos y
transportarlos hacia los nodules linfiticos. Experimentos o
vitre mostraronp gue los Eps presentan antigenos, expresan
MCH 11, CD20, CDE6 e inducen la proliferacion de
linfocitos cuando son estimulados con GM-CSF, IL-5 o IL-
1. En este ptrabajo consideramos que la inhibicidn de la
capacidad de presentacion antigénica probablemente
representa un mecanismo importante para controlar los
procesos patoldgicos mediados por Eos. Ademids, se
desconoce st moléculas microbianas pueden modular la
funcidn de presentacion antigénica de estas células,

S18.3 EL LIPOPOLISACARIDO DE Bordetella
bronchiseptica: UNA MOLECULA CLAYVE EN
LA MODULACION DE LA RESPUESTA
INMUNE DEL HOSPEDADOR. (Borderelia
hronchisepiica Lipapolysacchande:determinant role
in host immune response modulation}

Federico Sisti', Fernindez 1.', Millis K.'. Hozbor D.!

LIBBM. Dto. Cs. Bioldgicas. FCE. UNLP. La Plata,
Argentinga, “Immune Regulation Research Group, Trinity
Collage. Dublin. Irlanda,

Federico@biol.unlp.edu.ar

Bordetella broanchisepiica es agente causal de
enfermedades respiratorias en ung gran variedad de
mamiferos incluido al hombre. A diferencia de olras
cspecies del género, este patdgeno es capaz de inducir
infecciones cronicas. S hien esta etapa ha sido la menos
estudiada. s¢ ha podido observar que las bacterias para
alcanzar dicha fase parecen modificar la expresion de
factores de virulencia no sole de naturaleza proteica sino
también a nivel del lipopalisacirido (LPS1, componente no
proteico de la membrana externa. Esta wvariacidn en la
expresidn de componentes ha planteado la posibilidad de
que la misma se corresponda con un mecanismo de evasion

de fa respuesta inmune del hospedador. Para avanzar en el
esclarecimiento de esta hipdtesis resulta importante
profundizar en el rol de los componentes bacterianos gue
cambian en la indvccion de la respuesta inmune. En
relacién al LPS ha sido descrito que la forma lisa
caracteristica de la fase aguda protagoniza la induccion de
la respuesta Inmune innata @ través del receptor especifico
TLR4 presente en ¢l hospedador. Mas adn, las scfiales que
induce el LPS resultam criticas para la limitacion de la
infeccion. A pesar del grade de avance alcanzado gquedan
aspectos atin sin resolver. en particular respecto a la accion
de las estructuras rugosa‘tugosa profunda observadas
durante el periedo crénico.

Con ¢l fin iniciar ¢l estudio sebre ung posible relacion
entre la estructura del LPS de B. bronchisepiica y el tipo
de respuesta en el hospedador, hemos realizado ensavos
con células dendriticas de médula dsea de ratdn. Estas
células participan durante la respuesta innata ¥ e¢n la
regulacién de la inmunidad especifica que se desarrolla
can la aparicidn de la infeccidn, Esta regulacion se realiza
a partic de la secrecion de diferentes interfeuguinas en
respuesta a la presencia de componentes del patdgena.
Los ensayos realizados involucraron precissmente el
andlisis de estos perfiles ¢n presencia de LPS de 5.
bronchiseptica con estructuras diferentes v provenientes
de aislamientos obtenidos de diferentes hospedadores. Los
resuitados indicaron por un lado que sin su porcian distal
(LPS rpgoso/rugoso profundo). el LPS aumenta la
secrecian de interleuguinas inflamatorias tales como IL-6,
TNF-¢¢ ¢ IL12p40, En particular en este ltimo caso se
ehservaron niveles mavores que en las células tratadas
con LPS lisos caracteristicos de la fase aguda de la
enfermedad {193=33 ng/m! con LPS rugosas vs 100+9 ng!
ml con LPS lise p<0,01). Diferencias en el misme sentido
se observaron en la interleuguing modulatoria 1L-10
{244=4 pg/ml con LPS rugosos vs 11426 paiml con LPS
liso p<00003). Este mavor nivel de la IL-10 secretado en
presencia del LPS rugosoe avalaria la hipdtesis respecto al
cambio de expresion bacteriana como mecanisma de
regulacion de fa respuesta inmune del hospedador para
lograr la cronicidad de la infeccion, Por otro lado. se
ohservaron diferencias segin el origen del aislamiento.
Los LPS lisos de bacterias aisladas en humanos indujeron
niveles menores (2,3=0,1 ng/ml de TNF-a. 157224 pa/ml
de IL-1[) gue aguellos de cepas aisladas de animales
(3.01=0,1 ngfm! de TNF-a. 921295 pg/ml de IL-1). Esto
indicaria gque la bacteria es capar de adaptarse induciendo
diferentes perfiles inflamatorios segin el hospedador a
infectar. Este es el primer reporte en Borderella acerca del
significado de un cambio estructural en el LPS sobre ¢l
posihle desarrollo de una infeccion.
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519. CANDIDIASIS INVASIVAS,

Victor Silva
Chile. Caardinador.

S19.1 BIOLOGIA Y TAXONOMIA DE Cendida.

Dr. Luis Zaror

Chale.
lzaror @uach.cl

Las levaduras del género Candicda pertenecen a la clase
Hemiaseomyceres, orden Saccharemyveerales con |2
familias, entre cllas Candidacene gque agrupa géneros
anamarficos. Algunas especies tienen su teleomorfo en 13
géneros. Caracteriza al género la presenciz de células
fevaduriformes. con produccion de pscudohifas. excepio €,
glabrara: son células glebosa. elipsoidales. cilindroidales o
elongadas. repreduccidn por yemacién. Pared bilaminar del
tipo ascomiceto. No forman artroconidins ni balistosporas,
No producen almiddn. Reaccidn DBB Negativa, Especie
tipo: Candeda viedparis,

Existen aproximadamente 167 especies de Candida,
alrededor del 10% han sido aisladas de micosis en el
hombre. La biologia de estas levaduras permite entender,
sus mecanismos de patogenicidad v resistencia amifingica.
La pared esta tnvelucrada en la adhesion v la respuesta
antigénica {(serotipos A v B de C, albicans y resistencia a
5-FCiy es sitia diana de nuevos antifingicos. Los mansnos
son producidos, en la fase levaduriforme, yue no expresa
patagenicidad. Enzimas como aspartil proleinasa v
fosfolipasa esuin implicadas en ¢l dafo en tejidos v es
posihle su use diagnéstico. El pH condicions la biologia
nichoecoldgica de C. afbicans. La adaptacion a pH
diferentes le permite producir vaginitis o fungemias. La
transicicn de levadurs a pseudehifa v filamento ¢s pH
dependiente.

El conocimiente de su bioguimica ¥ fisiologia faciling
el aislamiento. disefanda medios selectivos, diferenciales
de diagnistico e wdemificacion. La biologia molecular de
Candida ha permitide descubrir noevas especies. seguir el
camino de la infeccion intrahospitalaria, disefiar cebadores
para su identificacion, entre otras aspectos de su estudio,

S19.2 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA Y
DIAGNOSTICO DE LAS CANDIASIS
INVASORAS.

Dr. Yictor Silva

Chile.
wsilva@med. uchile.cl

Desde la década de los "80. se ha derectado un
aumento progresiva de las infecciones invasoras por
especies del género Candide spp. en especial las del
torrente sanguineo. La incidencia de candidemia varia
entre 5 a 253% presentando letalidad entre 30 a 80% segiin
el grepa de paciente ¥ el centro asistencial,
convirtiéndose en los terceros agentes mds frecuente de
sepsis en unidades criticas. Los principales grupos
susceptibles son  prematuros, inmunodeprimidos,
especialmente newlropenicos ¥ pacientes crificos,

Estas infecciones son principalmente de origen
nosavamial endageno. siendo responsables los sgentes que
farman parte de la microbiota del propio paciente.
principaimente por translocacion intestinal o o través de

catéteres. Estus fevaduras son cosmaopolitas v viven
colonizando principalmente mucosas del tracto intestinal
del hembre ¥ animales. asi como cavidad oral, vaginal v en
mezer proporcicn la piel de personas en la comunidad. Sin
embargo. la  colonizacién de manos  aumenta
significativamente en los trabajadores del drea de la salud,

Otre fenomeno observado es el cambio en el patrén
etinldgico. A nivel global, la principal especie es C,
albicans, respaasable actual de la mitad de estas
infecciones. variando fa frecuencia de las otras especies del
género eatre drea geogrifica v periodo de tiempo
estudiado. Asi en EEUU v Canada, C. glebrafe es la
segunda especie prevalerte, en cambio en Chile o es €,
parapsifosis,

El diagndstico de candidiasis invasora es considerada
dificil, debido principaimente o la dificoltad para oblener
una muestra representativa del site de infeccidn v por el
rendimiento con los médos alternativos de hemocultivo y
seroldgicos, vislumbrindose camo alternativa futura
estrategias de biologia molecular.

RESISTENCIA A LAS DROGAS ANTIFUNGICAS
EN LEVADURAS DEL GENERO Candida.

5193

Dra. Cecilia Tapia

cetapiat®@®med uchile.cl

El aumento en la incidencia de infecciones fingicas.
fundumentalmente oportunistas, ha Hevado a un mayor uso
de droges antifingicas, lo cual, en determinadas situaciones
clinices se ha ssociado a la aparicidn de resistencia en
hongos previamente susceptibies.

Existen escasas drogas antifingicas debido a que los
biances de accion encuentran homologia en la célula
mamifera ¥ por lo general presentan toxicidad para el ser
humuno, Li mavoria de las drogas antifingicas actian
inhibiendo lx sintesis o vniéndose a un componente
esencial de membrana. el ergostersl (alilaminas, aroles,
palienost Otras drogas actian inhibiendo la mitasis a nivel
de los micratibulos (griseofulving) o inhibiendo la sintesis
de DNA v RNA {5-Flueroeitosing). Otro grupo de drogas
de Gluma generucidn, sctdan selectivamente sobre la
sintesis de betaglucanos de la pared celular Ringica
fequinocandins .

La emergencia de resistencia a drogas en los hongos. es
un proceso evolutive v que depende del cardcter fungicida
o fungistatico de la droga, siendo mas frecuente la
aparicion de resistencia secundaria en el dltimo caso,

Existen numerosos mecanismas de resistencia descritos
gue incluyen alteraciones en la importacion de la droga,
degradacién yio maodificacian de los compuestos
antiféngicos al interior de la célula. alteraciones vio
sobreexpresidn del [a ensima blanco v expulsidn de
compuestos i traveés de bombas de eflujo gue se encrentran
sobreexpresadas.

El conocimienta cabal de la estructura fingica v del
comportamiento adaptativo de los hongos frente @ los
antifingicos {evoluciin de la resistencial, constituyven
nerramientas impartantes para la wdentificacion de nuevos
blancos terapéuticos, mas selectivos v el desarrollo de
estralegias para evitar la aparicion de resistencia.
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S194 FACTORES DE VIRULENCIA EN CANDIDIASIS
INVASORA.

Dr. Germian Hermosilla

ghermosi@ med uchile ¢l

La tasa de monalidad atributble a infecciones fOngicas
invasoras (1F1} ha sumentado en los dltimos 26 anos. Condida
spp. Tepresents el tercer grupo de sgentes mids frecuentes en
sepsis nosocomiales del torrente sanguineo (candidemial. Las
IF] por Candide spp. frecuentemente se dan en pacieates
criticos o inmunodeprimidos. lo gue convierte & estos agentes
en patdgenos apertunisias, Sin embargo, lejos de lo gue esto
podria indicar, en Candida spp. s¢ han deserito rasgos
binligicos que participarian como factores de virulencia. La
mavor parte de los estudios de factores de virulencia
asociados a candidiasis se han realizado en C. albicans, la
especic mas prevalente del género a mvel global, tanto en
micosis superficiales. como mvasoras.

La habilidad de C. albicans para reconocer variados
epitelios de organos profundos del hospeders ha demostrado
tener una bueni correlacion con su virolencia, por lo que la
adhesidn ha sido reconocids como un imporiante
determinante de virulencia, Varios genes codificariun para
prabables moléculas adhesinas, como MNTILINTI, C5P37 v
HWPI. Por otro lade, C. albicans tiene la habilidad de
cambiar su morfologia desde un prganisme uniceluiar
(levadurad @ uno filamentose (pseudohifuas o hifas), Genes
asocisdos 4 esta habilidad son TUPY, RBTT. HYR! vy HGCI.
Ademis, son parte de este procese de morfogénesis las vias
de transduccion de sefinles MAP kinasa y AMP ciclico.

La cvapacidad de prodecir v secretar enzimas
degradativas son factores complementarios de patogenicidad
en €. afbicans. Asi se han descrito Y isoenzimas aspartil-
proteinasas secretadas. codificadas por la familia génica
SAP_junio a diferentes enzimas con actividad fosfolipasas,

La patogénesis de este agente no depende de un factor
de virulencia dominante, sino mis bien de la expresion
coordinada de maltiples genes. gue facilitan la
proliferacion. la invasién ¥ el dafo tisular, en un tiempo
determirado v una regidn anatomica especifica. Medanie
estudios de microarregios se ha analizando los cambios
wranscripoionales que experimenta O, effbicans durante su
interaceidn con sangre. con @l fin de entender como esta
regulecion acurre durante la candidemia.

S20. SIMPOSIO LATINOAMERICANO Y
DEL CARIBE DE TUBERCULOSIS Y
OTRAS MICOBACTERIOSIS, SESION
IV: RESISTENCIA A DROGAS Y
NUEVAS DROGAS.,

Ernesto Montoro
Cuba. Coordinador.

S20.1 PIRAZINAMIDASE TEST COMPARED TO
THE BACTEC MGIT 960 AND PROPORTION

METHOD AND SEQUENCING pned GENE.

Giampazlia C.M.S.'. Maria Allice Telles'. Brito AC.,
Latrilha F.O.', Geremias A.L.', Redrigues ¥.F.8.7, Oliveira
R.S.". Martins M.C.

Nupstituto Adolfo Lutz - 8. Paulo, Brazil. *Fundagio Estadual
de Produgiio e Pesquisa em Saade. Porto Alegre. Brazil.
atelles® ial sp.gov br

Pyrazinamide {PZA) is one of the most effective drugs
in twberculosis treatment due 1o 11s action against bacilly
inside macrophages, Susceptible strams of Moruberoniesis
{MTB1 can metabolize pyrazinamide into pyrazinoic acid
by amidase action, whereas pyrazinamide-resistant strains
are not capable of deing so. The conventional
pyrazinamidase (PZAse) method determines the presence
of enzyme activity in a culture of MTH. The identification
and detection of mutation on gene pncA <an develop
methods to rapidly detect PZA resistant strains. Mutation in
this gene causes lack of enzyme activity and the sirain
becomes resistant to PZA. The objective of this study was
10 evaluate the conventional PZAse Wauyne method
compared with the Proportion Methad {gold standard}, the
BACTEC MGIT 960 PZA kit and the presence of gene
mutaticn hy sequencing the pneA gene. OF the 32 tested
strains. 10 were susceptible and 22 resistant 1o PZA.
Concordance among the 4 methods was found in 27 strains,
while discordance was found in 5 strains. PZAse showed a
sensitivity and specificity of 100%, the BACTEC kit
shawed a sensitivity of 100% and specificity of 90%  while
pneA sequencing showed sensitivity of 81 8% and
specificity of 100%. Both methods based on culture
correlated well with the gold standard. The BACTEC kit
falsely classified one siramn as resistant, whereas the
malecular method falsely classified 4 sirains as susceptible.
The Wayne method needs 3 days for results while the
BACTEC kit has a of 85 davs, The Wayne method is the
mosi inexpensive bul needs a celture with abundant
growth. The BACTEC kit has the disadvantage of being
MOre expensive.

S20.2 MDR-TB DIAGNOSTIC: CLINICAL UTILITY
OF RAPID METHODS IN COMPARISON
WITH CLASSICAL TECHNIQUES.

Nora Morcillo' Imperiale B.', Pontino M., Di Giulio B2

‘Dr. Cetrangolo Hospital. ¥, Lopez, B. Aires; P, V. De
Cordero Hospital, San Fernando. B, Aires, Argentina.
nora_more illo@ fullzero.com ar

Obsective: o evaluate the clinical performance al rapid
and low cost methods to detect multidrug-resistant
Mycobacterinm ubercniosis IMDR-TB) strains. Methods:
In a clinical trial involving 480 isolates, colorimetric MTT
and resazurin (REMA) methods and the nitrate reductase
assay (NRA. only for rifampin) were tested using the
following anti-tuberculosis drugs: rifampin (RIF3. isoniazid
{INH}. ethambutol (EMB). streptomycin (SM) and
levoflosacin (LX), The results were compared to those
obtained by the conventional proportion method (PM; on
Liéwenstein-Jensen and the automated MGITH60 (BD
Argenting). Sensitivity (8). specificity (SP). accuracy snd
predictive values of these methods were also calenlaed by
ROC curve analvsis. The agreement between resulls
chtained by PM and MGIT960 was 100%. Results were
obtained in an average of 8§ davs with the rapid technigues.
The ROC curve method showed excellent S and 5P resufts
{more than 97 0%) mainly for RIF, INH and LX, EMB and
SM still need more standardization. Conclusions: NRA for
RIF. MTT and resazurin assays are very pramising and
accessible new alternative methods especially for low-
resource settings for rapid detection of MDR-TBH.

We want to acknowledge Marcelo Mazza, Daniel Cardinali
and Juan €. Donato for their excellent work. This study
was financed by the Evropean Cammission. INCO Project
No: [CA4-CT 2001 -1 87
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8203 EXPERIENCIA EN EL USO DE NUEVOS
METODOS PARA DETECCION DE
RESISTENCIA EN Mycobacterium tuberculosis.
(Experience in the use of new methods lor detection
of resistance in M. fuberculosis)

Ernesto Montore!. Lemus D.'. Yzguierde S.L.',
Echemendia M.'. Martin A%, McNemnev R 5. Portaels F2,
Paloming 1.C 2

nstituto de Medicina Tropical Pedro Kouri {IPK). La
Habana, Cuba. “Instiute of Tropical Medieine, Antwerp,
Belgium, ‘London School of Hygiene & Tropical
Medicine. London, United Kingdom.

emontoro®@ipk sld.cu

Objetiva: Evaluar los métodos répidos para la
deteccion de resistencia en M. neberenlosis.

Metedologia: Se estudio un totel de 542 cepas de M.
ruherculoags,

Se determind resistenciz a rifampicina mediante los
ensavos colorimétricos (MTT y resazurina), método de
mitrato reductasa (MNR}, INNO-Lipa. MGIT, BACTEC
4641 v el ensayo de amplificacidn de fagos.

Se evalvaron los ensayes colonmétricas (MTT y
resazurimal v ¢l MNR para detectar resistencia a las 4
drogas antituberculosas de primerz linea (isoniacida,
estreptomicina. etambutel ¥ rifampicinal.

Se empled el Método de las Proporciones come
referencia para la interpretacion de Jos resultados en cada
una de estas investigaciones,

Resultados: La sensibilidad fue > 90.0% al evaluar las
4 drogas antituberculosas por cada uno de los métodas. La
especificidad resultd superior al 96.0% al evaluar la
iseniacida ¥ la rifampicina.

Conclusiones: Los métodos ridpidos para la deteccian
de resistencia en M. rwbercwlosis, constituven una
allernativa para ser wtilizada en laboratorios de paises de
CRCUSDS TeCUrsas ecnnﬁmicns.

Financiamiento: Provectn INCO-Accidn Concertada ICA4-

CT-2001-10087.

NUEVOS ANTITUBERCULOSOS, ESTADO
DEL ARTE.

S04

Pedro E. A, Silva
Fundagio Universidade Federal do Rie Grande RS Brasil.

A cada afdo, diee millones de personas presentan
tuberculosis (TB) v dos millones mueren, Ya pasaron
cuprenta afes desde gue se introdujo el dltmo fdrmaco
especifice para la terapia anti-TB. Actualmente, el
tratamienta  disponible establece un régimen de
mutifirmacos. con un minimo de seis meses de duracién, lo
gue todaviz no aserurs la eliminacidn completa de la
infeceiin. Asociado o esto. en los altimas afios. el mimera
de casos de TB con cepas multidroga-resistentes (MDR) ha
aumentado en casi todo el mundo. Frente a este coniunto de
factores, queds claro que la bisqueda de nuevos farmacos
anti-TB es wrgente ¥ necesaria. Se encuentran hoy ¢n
estudio, por lo menas, once compuestos, en fase pre-clinica
o clinica de investigacion, como nuevas alternativas para la
terapia anti-TB. Muchos de estos compuestos son derivados

de antibacteriznos conocidos, lales coma rifamicinas,
iseniacida, quinolonas ¥ macrolideos. Sin embargo, hay
afgunas clases distintas de moléculas gue también estin
sienda investigadas, PA-824 es un nueve compuesto, que
actia comoe un pro-firmacoe ¥ cuyo mecanismo de accidn s
inhibir Ju sintesis de proteinas y lipidos, El PA-§24
presenta actividad buctericida contra cepas semsibles, asi
camo las rifampicings resistentes. ademds de reducir el
ttempo de tratamiento, Otre nuevo compuesto es la
diarylguinelina, R207910, que tiene como diana la ATP
sintetasa v presenta actividad bactericida para M.
tubercaloyis sensible v resistente u los anti-TB cldsicos.
Ademis de esas moléculas. otras substancias de distintas
Tuentes naturales tales como vegetales y esponjas marings.,
cstiin siendo evaluadas, Esas investigaciones estin siendo
reafizadas en consorcios que reunen entidades privadas o
publicas, estableciendo un esfuerzo global para el
desarrollo de nuevos firmacos que puedan mejorar ¢l
control de la TB.

S20.5 SYNTHESIS OF MYCOLIC ACID IN
Mycobacteriwm smegmatis: CHARACTERIZATION
OF A TEMPERATURE-SENSITIVE MUTANT
HYPER-SENSITIVE TOQ DRUGS.

Ricardo Morbidoni

Catedra de Microbiologis, Facultad de Ciencias Médicas, v
Consejo de Investigaciones, Universidad Nacional de
Rosario, Argentina.

morbiatny@ yahoo. .cam

The mycobacterial cell envelope is an extremely
complex structure composed of several components. and s
i key player in the low cellular permeability displayed by
these micro-organisms. One of these components are the
mycolic acids, long-chain fatty acids grouped in two
families: non-oxygenated and oxvgenaled ones.
Oxvgenated mycolic acids, such as keto- and methoxy-
mycolic acids. have shown to be invelved in cell
permeability and virulence. Based on this infermation, we
have searched for chemically induced mutants vsing the
non-pathogenic fast growing mycobacteria M. smegmatis,
and selecting for hyper-sensitivity to hydrophobic
antibiotics and dyes. Several mutants were characterized
for growth at 42°C (nop-permissive temperature),
narrowing the search to mutations affecting essential genes.
One of such mutants displayed a drastic growth reduction
at 42°C, a5 well as growth arrest at 42°C. Cell envelope
alterations were suggested by a mild hyper-sensitivity 1o
drugs. alteration in Congo Red binding and sliding
matility. Analysis of its mycolic acid composition showed
the spectlic loss of the (oxygenated) epoxi-mycolic acids
with no slteration in the amount of a and ac non-
oxiygenated mycolic acids. Revertants able 1o grow at 42°C
regained the synthesis of epoxi-mycolic acids as well as the
stiding ability. indicating that a single mutation was
resporsible for the phenotypes. Taken together these
results andicate that exyegenated and non oxvgenated
mycolic acid synthesis follow different pathways, and
suggest an specific role for epexi-mycelic acids.
Understanding of these pathways is critical for
identification of aovel essential genes with potential @s
targets for drug development,
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$21. MICOLOGIA DEL VINO.

Eugenio Reyves
Chile. Coordinador.

521.1 CONTAMINACION MICROBIOLOGICA EN EL
VINO: EL CASO DE Brettanomyces bruxellensis,

Dra. M. Angélica Gangas. Dr. Clandio Martinez.

Departamento de Ciencia ¥ Tecnologia de los Alimentas.

Facaltad Tecnoldgica. Universidad de Santiaga de Chile.

La presencin de Brenaneniyvees druxellensis es asociada
a camhios sensariales negativos en el vino. Para detectar
tempranamente esta especie v poder tomar las medidas para
disminuir su impacto en la cabidad del producio es necesario
contar con metodologias de deteccion ripida. Actualmente
para su deteceion es utilizado en primer lugar un crecimiento
en placa con medio selectivo, en donde después de 10 dias es
posible aislar colonias de microarganismos. gue
posteriormente son sometidos 2 un segundo cultivo con el
fin de confirmar la presencia de levaduras del Género
Brettanomyees, tardande esta iltime 10 dias mds, Si bien se
trata de uma técnica simple, €sta no siempre resulta clara, va
que otras especies de levaduras, presentes en el mosto,
también pueden mostrar caracteristicas similares a las
entregadus por el Género Brewanomyees. Es por ello, que
nuestro grupo ha trabajado en la implementacion y
desarrollo de técnicas biotecnelogicas para identificar
gspecificamente este microorganisma, asi como disminuir
los tiempos de respuesta. Inicialmente, a partir de colonias
aisladas implementamos la técnica de amplificacion del
segmento ITS y posterior digestion con enzimas de
restriccion, entregando resultados en 11 dias. 51 hien. nos
permite identificar a la levadura. resulta ser una técnica
compleja para un laboratorio de andlisis rutinario. Es por
ello. que hemos logrado definir zonas del DNA especificas
para 8. broxellensis, que nos permiten amplificar esie
segmento, mediante Ix técnica de PCR, desde colonias
obtenidas en las placas de cultivo selectivo, disminuyendo ¢
tiempo a séle 10 dias, siendo ademids una técnics simple de
realizar, Sin embarge, considerando lo dindimico de este
sector productivo, se ha desarrellado un nuevo protocolo,
usando i1 metodologia de PCR en tiempo real. la que
permite detectar al microorganismos direclamente desde el
vino en solo 4 dias.

$21.2 MICOTOXINAS EN LA
VITIVINICOLA.

INDUSTRIA

Maria Teresa Calderdn
Chile.

Resumen no dispoenible.

§21.3 PROYECCIONES EN EL DIAGNOSTICO DE
P:\Tf}GENOS FUNGICOS EN LA INDUSTRIA
VITIVINICOLA.

Ms Microbiologia Ph Dic) Eugenio Reyes Arenas

Alumno Doctorado del programa de Doctorado en Ciencias
v Teenologia de Alimentos de la Universidad de Santiago.
Laboratario de Biotecnologin de la Fundacion Cientifica y
Tecnaldgica de la Asociacién Chilena de Seguridad,

Chife.

El reine hongo lo componen actualmente noeventa y
cinco mil especies. Sin embargo, se proyecta que ¢l Reina
Hongo la compondrian 1.250.0000 especies. Estas se
caracterizan por presentar una gran variabilidad,
asimilando nutrientes orgénicos {heterotréfice). Son
microorganismos vitales en la descomposicion de material
orgdnico, presentando  relaciomes  con atros
microorganismos del tipe comensalismo, mutualismo ¥
parasitismo. siendo ademds descritos como agentes
causales de miiltiples enfermedades tanta en el ser humano
coma en animales ¥ vegetales. En el caso de la industria
vitivinicala, ha sido asociade a la pudricidn dcida coma a
la produccion de metabolitos indeseables como es ¢l caso
de las micotexinas y compuestos fendlicas que alteran las
caracteristicas organoclépticas,

El diagnéstico tradicional se basa en las caracteristicas
macroscépicas de las colonias de estos hongos
filamentesos, los que arientan al género y en conjunio con
las carncteristicas microscopicas, es decir, la presencia de
microconidios, estructuras sexuadas, como la vtilizacion de
algunas pruehas hinguimicas. En el caso de las levaduras,
la identificacidn de las caracteristicas macroscopicas en
general som de poco aporte en la identificacidn.
Actualmente, la tendenciz es a utilizar las llaves de
clasificacidn especificas para cada género, estas se basan
en el conocimiente previa de las estructuras de
fructificacién  sexuvadas vio asexuadas. Ademds.
actwalmente. la utilizacion de las téenicas inmunoldgicas ¥
moleculares han mostrado en forma creciente la utilidad
para el diagnostico de infecciones causadas por esies
microorganismos en Ia indostria vitivinicola.

8214 ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD EN LA
INDUSTRIA DEL VINO.

Rodrigo Rojas A.

Tecndlogo Médico Especialista en aseguramiento de la
calidad U. de Chile. Chile.

El aumento de la produccion y comercializacion de
vinos ¥ mostos a nivel internacional ha influide en el
desarrollo y fortalecimiente de organizaciones regienales e
internacionales cuyo propésite ha sido por un lado la
estandarizacién de los procesos de produccion, y por otra
el establecimienta de requisitos cada vez mis exigentes de
calidad ¢ inocuidad. La expresion mas evidente de esto es
el trabajo conjunto O.1V. ! Codex.

Lo anterior ha crecido de la mano del desarrollo
tecnoldgico v Ia investigacién cientifica relacionada. lo
cual a su vez ha entregado un valieso conocimiento schre
base cientifica de los fendmenos hioquimicos ¥
microbioldgicos involucrados en el proceso. Son
precisamente estos conocinientos los que permiten aplicar
de forma eficiente los sistemas de aseguramiento de la
calidad higiénica aplicados en otras dreas de la industria de
alimentos (BPM, POS, HACCP, 1SO 22000). coma también
los especificos del rubro como “Las Pricticas Enoldgicas™
de la CE v el “Cédige Internacional de Prdcticas
Enologicas™ de la O1.V.

Chile no estd ajeno a esta realidad, y aunque de manera
mds irregular ¥ diferida va que algunas vifas han
implementado BPM y HACCP dependiendo de los
volimenes de exportacion y les mercados de destino, pero
también existen muchas atras que recién se estdin
planteanda la posibilidad de certificaciones, en todas ellas
sin embargo, la necesidad de un apoyo de mayor
conocimiento cientifico es un claro desafio para
investigadores. instituciones de transferencia cientifica v
tecnalogica v arganismos gubernamentales.
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COURSE
PHYLOGENETIC APPROACHES INVOLVING
INFECTIOUS MICROORGANISMS

Dra Flora Maria de Campos Fernandes

Bimnformatics, Biomedicing course, Bahiana Medicine and
Public Health Scheol. Fundagae Bahiana para o©
Desenvalvimento das Cigneias. Fundagho Oswalde Cruz.
Salvador. Bahia.

Phylogenetics is the science of estimating relationships
among species. incleding all levels of the biological
hierzrehy from kingdoms and phyla down to individual
organisms, populations, and specific genes. As such.
phylogenetics prevides a crucial evolutionary framework
from which all other areas of biology benefit. Direct
conceptual and methodological conmections exist hetween
phylegenetics and medicine, agriculture, conservation
hiolegy, biodiversity and population genetics. The last
three decades have brought simultancous revolutions in
phylogenetic methods. maolecular technology, and
bicinformatics. In this course, the fundamental
phylogenetic principles will be discuss, mainiy: molecular
evalution concepts. evelutionary processes and patterns.
classification systems. Markov models of nucleotide
substitution. algerithms and criteriz of maximum
likelihood., recombinant genome analysis, the principles of
the coalescent theory. and an introduction 1o
bioinformatics. The goal of this course is able the students
to understand the basis of phylogenetic analysis, mainly
involving infectious microarganisms.,

Ti. WORKSHOP: ANNOTATING AND
INTERPRETING COMPLETE MICROBIAL
GENOMES,

David 5. Holmes, Valdés I.

Center for Bioinformatics and Genome Biology . Fundacion
Ciencia para la Vida, MIFAB, Andrés Bello University,
Santiggo, Chile.

The ohjective of this workshop is to provide the non-
specialist with an understanding of recent advances in
whole genome annotation and to highlight the most current
scientific advances that have emerged from genomics and
comparative genomic approaches. With over 400 complete
micrabial sequences publicly available. genomic
sequencing and analysis continue in exponential growth
and provide a rich tellectual resource for microbiologists.
The availability of entire genome sequences marks a new
age in hinlogy. because it has the polential to open
innovative and efficient research avenues.

The importance of correctly identifying open reading
frames (ORFsp will be discussed and basic similarity-based
technigues for predicting gene function will be
demonstrated, However, a substantial number of ORFs are
nat annotated by such similarity-hased approaches and

remain of hypothetical function. Defining their functions is
a major undertaking, and any clues derived from
computational predictions will help guide experimental
design for studying their functions. Towards this end,
cutting-edee non-homology-based methods for functional
annotation of hypothetical proteins will be discussed.
Approaches for linking gene function predictions with
whaole metabolic teconstruction will be presented and
techniques for identifying regulatory elements such as
promoters and transcription factor binding sites will be
discussed.

Finallv the power of comparative genomics 1o suggest
gene function and genome evolution will he presented.
What Darwin saw as a tree of life descending in a linear
fashion. is now more accurately seen as a tapestry of life,
an anastomosing network, with important fateral transfers
of heritable elements among paraliel lines of descent.
These transfers range in complexity from small insertion
sequences, to whole genes, gene islands. and portions of
whole genomes which may he combined in symbiogenesis,
shedding light on phenomena such as micrebial
pathenagenesis and recruitment of novel metabolic
capacities and allowing us to delve into the evelutienary
past.

[t 15 hoped that participants will gain an appreciation of
the rich opportunities for gaining new knowledge from
genomic approaches and will he able to apply techniques
and approaches learnt in the workshop to their own
research.

Acknowledgements: Fondecyt 1050063 and a Microsoft

Spensored Research Award.

T2. MICROBIOLOGIA, BIOTECNOLOGIA Y
DESARROLLO SUSTENTABLE.

Ricardo Badilla
BIOSIGM A,

Resumen ne disponible.

Alfredo de Ioannes
ASEMBIO.

Resumen na disponible.

Manuel Espinoza

Saciedad Chilena de Microbiologfa e Higiene de los
Alimentos,

Resumen no disponible.

Michael Seeger
Sociedad de Microbiologia de Chile,

Resumen no disponible.
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1. FACTORES QUE AFECTAN LA
ESTRUCTURA DE COMUNIDADES DE
BACTERIAS EN SUELO. (Factors affecting the
soil microbial commaunity. The case of a
chloroaromatic degrading bacterium}

Manzane M., Ganzilez B.

Depto. de Genétice Malecular y Microbiologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas. & CASEB, P, Universidad Catdlica de
Chile.

mmanzano@hio_puc.cl

En el suelo existen miiltiples especies de bacterias que
se organizan en comunidades, altamente estables 2 las
perturbaciones. No se¢ conecen bien los mecinismos gque
estructuran estas comunidades pero se supone gue estarian
relacionados con ln entrada de nutrientes especificos en
cada hibitat particular ¥ por las interacciones entre ofros
microorganismas del suelo, En este trabajo se estudiaron
dos procesos dindmicos relacionados con la estructurs de
las comunidades bacterianas: la introduccion de cepas de
laboratorio en un suelo native v la repoblacidn de un sucla
irradiada. La estroctura de las comunidades de bacterias v
la subrevida de las bacterias introducidas se estudid en
microcosmaos de suelo mediante T-RFLP (Polimerfismos de
los largos de los fragmentos de restriceidn terminales), una
téenica  moelecular  independiente  de  cultivo.
Particularmente. se estudid el efecto de la adicion del
herbicida ¢loroaromitico 2.4-D. un compuesto gue ¢s
utilizado por algunas bacterias del suelo v en especial por
la cepa C. necator IMP134. como dnica fuente de carbono.
El impacto de los microorganismas eucariontes fue
evaluado tratando los suelps con cicloheximida, un
inhibidor especifico de la sintesis proteica en eucariontes.
Cuando se introdujo la cepa JMPI34 y otras dos
(Escherichia coli DH3o, v Pyeudomonas puiida KT2440)
en ¢l suclo se observd una baja sobrevivencia en el tiempo
y ninguan efecto en la estructura de la comunidad
bacteriana, La adicion de 24-D a los microvosmos solo
favorecid levemente la sobrevida de la bacteria introducida
¥ no afectd a la estructura de Ja comunidad bacterians. Bajo
las condiciones de ensayvo, el 2.4-D fue degradado
completamente. La sobrevida de las tres cepas fue mucho
mavoer en suelos previamente irradiados. o en aquellos
pretratados con cicloheximida, sefalando gue factores
hidticos, en especial la microbiota eucariotica, afectan
fuertemente la introduccion de bacterias en suelos. En este
contexto se guiso estudiar el efecto del repoblamiento de
un suelo irradiado. Al cabo del primer dia de colonizacién
se enconlré un rdpide repoblamiento del suele. Sin
emburgo, la estructura de la comunidad originada fue
distima de la observada en el suelo del cual provenia la
poblacicn introducida.

Este estudio sefala gque diversos factores pueden influir
en la introduccion de microorganismoes en los suelos, lo que
tiene implicancias tanto en el use de microorganismos en
procesos de descontaminacion ambiental, como en el
entendimiento de la dindmica normal de las comumdades
microhianas en suclos.

Financiamiento: [CA4-CT-2002-10011 (ACCESS)
Comunidad Europea; FONDECYT 1030493 FONDAP-
CASEB (proyecta [501-0001, programa 7). y el Niclen
Milenio EMBA POS/POOT-F

12, MECANISMOS DE FLJACION DE CO, EN
BACTERIAS BIOLIXIVIANTES NATIVAS.
(CO. Fixation Mechanisms in  Indigenouns
Bioleaching Bacteria)

Parada P.', Ehrenfeld N.'. Levicin G.', Badilla R

!Area Biotecnologia. BioSigma S, A., Santinge, Chile.
pparada@biosigma.cl

Microorganism community composition present in
mineral ores can make a big difference in efficiency of
metal recovery in bioleaching processes. We have isolated
and sequenced 3 differemt bioleaching bacteria;
Leptospirillum ferrooxidans type 11, Acidithiobacillus
Serraoxidans and Aciditiobacilfus thioaxidans, shawing
high ferrous and sulfur oxidation properties. useful for
industrial application. Atmoespheric CO. fixation
mechanism in these 3 autotrophic microorganisms,
property of BioSigma, was inspected by bininformatics
tools and by microarray expeniments i ane case, The study
showed that both Acidithiobacillus species can incorperate
CO, by Calvin Cycle; A. ferrooxvidans having 2 genomic
copies of the gene encoding for Rubisco form [ and 1 copy
of the gene encoding for Rubisco form [I. while A,
thinaxidans 1s having onlv one copy of each forms 1 and 11
of genes encoding for Rubisco. By microarray experiments
we saw that the 2 copies of Rubisco type | of A,
ferrooxidans are differemtially expressed depending on the
growing conditions of the cells. In the strain of L.
Jervaoxidans analysed, there was no canonical Rubisco
gene annotated, but there were found genes coding for a
pyvruvate:ferredoxine oxidoreductase, ] 2-
ketoglutarate-ferredoxine oxidoreductase and a citrate
lyase. which are key genes of the Reductive Three
Carboxylic Acid cycle (RTCA): an alernative pathway of
CO- fixation mn organisms where Calvin Cycle is absent.
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13, CARACTERIZACION DE Pseadomonas sp. B4
INCAPAZ DE ACUMULAR POLIFOSFATOS
INORGANICOS. (Characterization of Pseudonionas
spr. B4 unable to accumulate inorganic polyphosphates)

Chivez F.P., Jerez C A,

Labaratorio de Microbiologia Molecular v Biotecnnlogia,
Departamente de Biologia, Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile.
Ipchavea@ gmail.com,

El polifosfato ipeliP) es un biopolimero importante
para las células bacteriznas ¥ su metabolismo es esencial en
la regulacidn de la respuesta frente a cambios ambientales
¥ estres, En Psewdomonas sp, B4, este polimero se acumula
en prandes cantidades cuzndo lz bacteria crece en bitenilos
¥ otros derivados clorados. Teniendoe en cuenta la toxicidad
de los PCBs para las bacterias que los degradan v el papel
de los poliP en los ajustes celulares a las condiciones de
carencia v estrés, estudiamos los cambios en el
metabolismo de los poliP y su influencia en procesos
celulares importantes para la bioremediacidn de los PCB
coma la motilidad, la quimiotaxis v la formacion de
hiopeliculas en esta bacteria. Para esta. se obtuvieron
células recombinantes incupaces de acumular este
biopolimera  debido 2 la  sobreexpresién de la
exopolifosfatasa (PPX 1) de Saccharomyces cerevisiae
mediante el uso de dos vectores de expresion de amplio
especiro. La sobreexpresion reguluda de ta PPX] nos
permitid contar con células incapaces de acumular poliP
(poliP ). Estas células resultaron deficientes en numerosos
procesos celolares, comao la motilidad v la guimiotaxis y
también en la capacidad de formar biopeliculas v en la
division celular. Finalmente., v para tener un estudio
preliminar a escala global de la funcién de los poliP en
Pseudomonas sp. B4, analizamos comparativamente los
cambios que tienen lugar en el proteoma de las bacterias
paliP™ con respecto a las celulas controles. Los resultadaos
nos permi:icmn enconlrar aspecios importantes gue se
refreren tanto & la funcidn energética como regulatoria de
los paliP en estas bacterias.

Financiamiento: DAAD, Provecto [CM POU-031-F

4. REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE RfaH
¥ SU EFECTO SOBRE LA PRODUCCION DE
LIPOPOLISACARIDO EN Salmonella Typhi.
{Transcriptional regulation of RiaH and its eifect on
lipopolysaccharide production in Salwienella Typhit

Alvarez S.. Salas R.. Zamorano A Altamirane F..
Caontreras, 1.

Fac, de Cs. Quimicas v Farmacéuticas. Universidad de
Chile. Santiago, Chile,

salvarez@ wehile.ct

Salmonella Tephi es el agente etinldgico de la fiebre
tifoidea en el hombre, Durante su ciclo infective. I
bacteria enfrenta diversas ambientes a los gque debe
adaptarse para produocir una infeccidn exntosa. Nuoestra
investigacion se ha centrado en estudiar los mecanismos
implicades en la modulacién de la produccion del
lipopolisecirido (LPS) v conocer de qué manera este

polimero contribuye a esta adaptacién v, en consecuencia. a
la virulencia, Recientemente. demostramos que diferentes
dominios del LPS de 8. Typhi participan en la invasidn del
epitelio intestine] v en la resistencia al suero. sugiriendo
que la modulacidn del LPS seria relevante en distintas
etapas de la infeccion. Asimismo, demostramos gue la
prodeceidn del antigeno O del LPS varfa durante el
crecimiento  bacteriano. siendo mdxima en fase
estacionania. Este fendmeno es dependiente del factor de
elongacion RaH, cuva expresidn es, a su vez, regulada por
los factores sigma RpoS y RpoN. La transcripaion de rfadd
s¢ nicia desde dos promotores, siendo wno de ellos (P
constiturive ¥ el otro {Py) regulado, Ensayos de EMSA
muestran que RpoN ¥ RpoS regulan indirectamente la
expresion de rfafl, no obstante, se aislaron algunos
pulipéptidos que s¢ unen especificamente a Pa, Se evalud ¢l
efectn de condiciones ambientales similares a las
prevalentes en ¢l intestine (anacrobiosis vio alla
asmoiaridad) sobre s produceidn de LPS y la participacidn
de los reguladores globales de respuesta For ¥ OmpR en
esle proceso.

Fondecwt 1040562

15. REALCE EN LA TRANSFERENCIA DE
PLASMIDOS ENTRE CELULAS ACTIVAS DE
FPseudomonas EN PRESENCIA DE PIRUVATO,
{Enhancement on plasmid transfer among active
cells of Pseundomonas in presence of pyruvate)

Jorquera M.!, Yamaguchi N2 Tani K.2, Nasu N2

ostituto de Agroindustriz, Universidad de La Frontera.
Temuco, Chile. “Graduate School of Pharmaceutical
Sciences, Osaka University, Osaka, Japan.
mjorguers@otra.cl

La potencial importancia del estado fisiologico de las
células bacterianas v la presencia de compuestos orginicos
{glucosa, glutamina v piruvato} sobre la transferencia de
plismidos entre Pseadomeonas fue estudiada durante
conjugacion a cortos periodos de tiempo. La densidad
bacteriana v la frecuencia de transferencia de plésmidos
fueron estimadas a través del uso de recuento selectivo en
placas ¥ un nuevo métode independiente del cultiva
bacteriano  (método  DVC-FISH-GFP).  Células
transconjugantes fueron detectadas después de 2.5 h de
conjugacion por el método DVC-FISH-GFP vy la frecuencia
de transferencia de plismidos fue mayor en al menos 3
veces después de 5 h de conjugacion con células activas de
Pseadomonas en presencia de glucoss mds piruvato,
comparado con sile glucosa. Se propone gue la presenciz
de un compuesto prgdinico especilico, presente en hibitats
naturales como rizdsferas. no sélo puede ser usado por las
bacterias para incrementar su actividad metabdlica sino
tambi¢n podria realzar la transferencia de plasmidos
independiente del crecimiento bacteriana.

Financiamiento: ISPS (Japan Society for the Promotion of
Science) Grant-in-Aid for Scientific Rescarch (A
15201006,
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16. FACTORES DE ADHERENCIA ADICIONALES
A LA PROTEINA INTIMINA EN CEPAS
CHILENAS DE Escherichia cali
PRODUCTORAS DE TOXINA SHIGA (STEC).
{Adherence factors different to intimin in Chilean
Shiga Toxin Producing Escherichia coli ISTEC)
strains)

Vidal M. Prada V.7, Vidal R.?

18eccinn Microbiologia, Laboratorio de Salud Ambiental.
SEREMI SALUD R.M_. “Programa de Micrabiologia.
Facultad de Medicina-1ICBM. Universidad de Chile.
Santiago, Chile.

maricel.vidal @asrm.cl

Fscherichia coli productares de toxina Shiga [STEC)
constituven un grupo de patdgenos intestinales, Un aspecto
clave para la colonizacién y desarrollo de enfermedad por
STEC. es la capacidad de adherencia a células
eastrointestinales. La expresicn de la proteina intimina
codificada por el gen eae. permite a las cepas adherirse a
células epiteliales. En este trabajo se estudid factores de
adherencia distintos a intimina en cepas STEC eav
negativas, Se compard la adherencia a células HEp-2,
determindndose que la cepa STEC 472-1 presentaba la
mavor capscidad de adherencia. Mediante hibridacion
sustractiva se obtuvieron secuencias especificas de la cepa
STEC 472-1 v se¢ confeccionaron mutantes para dos de
estos penes. La cepa STEC 472-1. tiene una capacidad de
adherencia dos logaritmos mayer a la cepa contral ECEH
eae positiva. fenotipo que podria estar asociado a genes
especificos, que tienen identidad nucleotidica con genes de
un fzgo de la familiz P4, Dentro del fago P2 existe una
region de hipervariabilidad. en donde existen 3 ORFs
tedricns. Las cepas mutantes para los genes saa ¥
fragmento psw-int presentaron disminucién en la
adherenciz de la cepa STEC 472-1. ko cual sugicre la
presencia de un factor de adherencia adictonal.

Financiamiento v Agradecimientos: Proyectos Doctarado
Conicyt AT- 403131 y DI INC 03/04 Universidad de Chile.

17.  CHIP-ON-CHIP GENOMIC MAPPING OF FUR
BINDING SITES IN  Acidithiobacillus
ferrpoxidans. {Mapeo genético de cajas Fur
analizando Chip-on-Chip en A. ferrooxidans)

Quatrini, R.'. Lefimil C.', Herrera 1.7, Jedlick E, Holmes
D.S.!

ICenter for Biomnformatics and Genome Biology.
Fundacién Chilena para la Vida MIFAB, Andrés Bello
University, “PUC. *ICBM. University of Chile. Santiago.
Chile.

rquatrini@ yahoo.com.ar

Acidithiobacillus ferrooxidany (AL 15 an importani
companent of a consartium of microorganisms mvolved in
bioleaching. Tt grows at pH 2 in environments where ic
exposed o an unusually high concentration of soluble iron
(Fel thar poses a severe threat for cell survival. It also
oxidizes Fe as an energy source. It is proposed that Af
homeostatically controls the assimilation and use of Fe as a
micronuirient YErsus an energy source via genetics
networks repulated by the transcriptional factor Fur. In
arder to evaluate this hypothesis, we have used chromatin

immunoprecipitation in comhbination with microarreys 1o
identify promoter regions to which Fur binds in vive. This
data, combined with global transcriptional profiles. get
shift assays and bioinformatics. has permited the
sdentilication of genes that are predicted 1o be regulated by
Fur and has allowed as to construct @ preliminary model of
the genetic and regulatory pathway involved in aron
assimilation and homeostasis. The model suggests how AF
bhalances Fe utilization as & nutzient for basic metabalism
versis ifs utilization as an energy source in oxidative
metabalism and how it might coordinate these processes
with the homeostatic regulation of other metals including
capper.

cknowledgements: Fondecyt 1030063

18. SULFATE-REDUCING BACTERIA
PROKARYOTES IN SULFUR-RICH PEATS:
INFLUENCE OF DEPTH AND MOISTURE
CONTENT.

Yaiez C.*. Bruns M_A .. Martinez C.E.

Department of Crop and Soil Sciences. The Pennsylvamia
State University, 116 ASI Building, University Park, PA
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We study peat deposits that overlie a minerzl bed of
Lockport Dolomite in Western New York State (LSAL
These peat soils contain elevated concentrations of some
metals {Zn and Cd) and sulfur. In this wark, we report the
variability in bacterial microbial community, enzymes
involved in sulfate respiration, and sulfur redox species as
a function of soil depth and moisture content. Intact soil
cores were collected in Western New York in July 2002
{dry season) and March 2004 (wet season). The soil
calumns were collected along & gradient (visual inspection)
starting in an area where there was no plant (onion} growth
(78"6.146"W . 43" 470°N) and maoving eastwards for about
10 meters {second core), and for zbout 13 additional meters
(third core. typical growth), The undisturbed soil columns
were kept at 4°C and then ¢ut open and sectioned (5 cm
intervals) for analyses. DNA was extracted from the sub-
samples and ribosomal intergenic spacer analysis (RISA)
was used to study bacterial communities. The dissimilatory
suffite reductase gene (dyrABY, 2 key enzyvme in sulfate
respiration (reduction of sulfite to sulfidel, was amplified
by PCR to assess the presence of sulfate-reducing
prokarvotes (SRPI. Clane libraries for dsrAB genes were
constructed in selected samples. Bacterial communitics
differed along the transect Jocation and between seusons,
The d5rAB genes were detected in suh-samples deeper than
43 e¢m. Furthermore. S-XANES analyses show that 40-8U1%
of the total sulfur in these soils exists in reduced forms
(e.g., sulfides andlor thio]l groups) and 3-20% exists n
oxidized forms (e.g.. sulfate), Clone libraries demonstrated
that novel sequences of dsrAB genes are present in soil
samples. Our results suggest the presence of unrecognized
SRP that may be specific to these metalliferous
environments, The distribution and activity patterns of SRP
may be relevant to understanding biogeochemical processes
occurring in these metal- and sulfur- rich organic soils.
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Pl. MODULACION DEL ESTRES OXIDATIVO EN
BIOFILM DE Acinetobacter baumannii.
(Modulation of stress oxidative in Acinetobacter
bagomannii biofilm)

Barnes A.', Aiassa V., Albesa L.

'Departamento de Farmacia Facultad de Ciencias
Quimicas. UNC. Cardaba. Argentina.
aiassa®@ fog.unc.edu.ar

Objetivos: Investigar los efectos de sustancias
estresantes como generadoras de especies reactivas del
axigeno (ERO) en células de biofilm de A_ baumannii solas
v asociadas @ Imipenem (Imp).

Materiales v métodos: La capacidad formadora de
biefilm se determiné por cultive en Caldo Tripteina soya
(CTS) en placas multiwells ¥ posterior lectura
espectrafotométrica, Se recuperaron células de biofilm ¥ se
las tratd con Menadiona (50 pug/mL), N-Acctil- Cisteina (2
mg/mL) ¢ Imp (16 pg/mL). La cuantificacién de las ERO
se realizo por quimioluminiscencia (CL1 amplificada con
lucigenina

Resultados: En hiofilm no se abservé aumento de ERO
en presencia de Imp. Menadiona incrementd el estrés
oxidativo en biofilms 3.7 veces v la asociacion Menadiona-
[mp no mostrd efecto sinérgico. La potencia para
incrementar ERO es 5.8 veces mds alta en N-Acetil-
Cistefna asociada a Imp en relacién a la produccidn de
ERO por fmp en biofilm.

Conclusiones: Menadiona, wn estimulante de la
actividad de los citocromaos incrementd la produccidn de
ERO en células del biofitm, N-Acetil-Cisteina aumentd en
mayor proporcian el estrés oxidative. Estos resultados
obtenidos con Menadiona v N-Acetil-Cisteina sobre la
estimulacion de ERO en bacterias conducen a la necesidad
de continuar los estudios de spstancias estresantes en
biafilm.

P2, A NOVEL METHOD FOR FINDING DISTANT
FUNCTIONAL RELATIONSHIPS AMONG
PROTEINS IN PROKARYOTES. (Un nuevo
método para encontrar relaciones funcionales
distantes entre proteinas en prociariotis)

Veloso F.AL!, Halmes D!

'Center for Bioinformatics and Genome Biology. MIFAB,
Andrés Bello University, Santiago. Chile.

freeloso@ bionovacl

Until now, a major route for identifving protein
function has been based on amino acid conservation
deduced from multiple alignments and motif recognition.
In this work, we present & new technigoe that extracts the
amino acid composition from real proteins and compares it
ta the composition these proteins would show il it were 1o
depend only on the GC content of the genes that encode
them. This comparison can be expressed mathematically as
information content in real proteins.

This content was calculated (in bits) by amino acid. by
protein and by organism in 213 genomes (660,04 proteins
approx. ), from archaea and bacteria.

The information-richest amino acids are Cys, Arg, Glu
and Ser, whereas Gin. Thr, Asn and Val show the least
information content. This ranking differs from that found in
the BLOSUM and PAM substitution matrices that are used
by many scientists to carry oul protein identification via
BLAST. In addition. our strategy reveals a novel
relationship between protein function and the caleulated
single amino acid information content. This approach (i)
provides a new wav to identify functional similarity among
proteins where no sequence-relationships have heen
detecred, (ii) highlights the need to recalibrate the BLAST
substitution matrices and (i1} suggests a new parameter for
finding protein relationships in comparative genomics,

P3. EL OPERON FIMBRIAL stg DE Salmonella
TYPHI PARTICIPA EN LA INTERACCION
BACTERIA-CELULA HOSPEDERA. (Sig
fimbrial aperon of Salmenella Typhi participates in
the bacteria-host cell interaction

Berrocal L.!, Mora G.!, Bittner M.

"Waiversidad Andrés Bello, Facultad de Ciencias de la
Salud, Departamente de Ciencias Bielogicas. Laboratorio
de Microbialogia. Repiiblica 217, Santiago, Chile.
Lberrocal @ sandresbello edu

Salmaneila enterica sevovar Tyvphi es el agente causal
de la fiebre tifoidea en el ser humane, su tnico hespedero.
Dentro de los primeros factores de virulencia que actian
para el establecimiento de la interaccidn bacteria-
hospedero se encuentran las fimbrias. Los genomas de
distintos serovares de §. emterica han mostrado
aproximadamente una docena de eperones fimbriales
distribuidos diferencialmente. Con ¢l objetivo de evaluar el
rol del operan fimbrial sigABCD en patogénesis de 5.
Typhi, se obtuvo una mutante que carece de sigABCD a
partir de Ia cepa silvestre STH2370, mediante la técnica de
intercambio alélico descrita por Datsenko v Wanner, En
ensayos de proteccidn a gemtamicina en lineas de cclulas
epiteliales HEp2 v monocitos U937 se mudieron niveles de
invasion y de proliferacidn. En la primera se observié una
disminucion de la proliferacion de la mutante con respecto
a la cepa silvestre v en la segunda, una disminucion en la
internalizacion ¥ en la proliferacidn de la mutante. Estos
resultados sugieren una participacién importante de la
fimbria putativa Stg en la interaccidn de la bacteria con el
epitelio o con células fagociticas durante el desarrolla de la
enfermedad.

Agradecimientos: Provectos FONDECYT 1060999 y
UNARB D-1 3404
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P4. ROL DE LA SECUENCIA C-TERMINAL DE
LA PROTEINA OmpC DE S5.TYPHI EN LA
INSERCION EN MEMBRANA EXTERNA Y EN
LA FORMACION DEL TRIMERO, {Role of the
C-terminal sequence of the protein OmpC of S.tuphi
in the insertion in external membrane and the
formution af the trimer)

Cabezas F.. Bruce E., Venegas 4.

Dpto. de Genética Molecular y Microbologia, Faculiad de
Ciencias Bioldgicas. Universidad Catolica de Chile,
Santiago. Chile.
fecaheza@uc cl

La membrana externa {ME} de bacterias Gram
negativas posee entre 10y 20 proteinas diferentes. Algunos
estudios demuestran gque en la region C-terminal existirian
algunos residuos conservados en posiciones especificas,
numeradas desde el dltimo aminodcido. Se piensa que las
posiciones importantes son: | (F). 3 (YY), 5.7 v 9. Estudios
estructurales sugieren que el residuc F seriz importinte en
la insercion en ME v formacion del trimere. El objetive de
este Irabajo es determinar el rol de la region C-terminal de
OmpC en ia insercidn en ME ¥ formacién del trimero. Se
construyeron mulantes que carecen del dltimo (phel. los
iitimos dos o los dltimos diez residuos. Estos muotantes se
expresaron ¢n E. colt UH302 (OmpC- Ompf-|. y se evalud
fa destinacion & ME v su ensamblaje. mediante Western
Blot, prepuracion de ME, trimeros, infeccion con fago
PH31 ¢ inmuncensizye con oro coleidal. Se comprobi que
OmpC deficiente en | y 2 residuos se rasloca a ME y
forma trimeros. mientras que OmpC -10aa no seria
traslocada ni formaria trimeros. Esto demuestra gue las
posiciones 1 v 2 no son esenciales para la traslocacion de la
proteina ni la formacicn del trimero ¥ derriba el dogma de
Iz importanciz del residuo F terminal en la destinacion de
proteinas a ME.

P5. EL MARCO DE LECTURA STY3280 DE LA
ISLA DE PATOGENICIDAD 8 DE S, Typhi ES
UN FACTOR DE VIRULENCIA. (The 5. Typhi
STY3280 open reading frame found in the
Salmopnella pathogenicity island 8 is a virulence
factor)

Castro DAL, Fuentes J.A.!, Retamal P!, Monnt C.F.

Castillo M'. Mora G.C?

'F_ de Ciencias Biolégicas, PUC. Stgo., Chile. °F. de

Ciencias <le fa Salud, Depro. de Cs. Bioldgicas. UNAB,

dleastro@puc ¢l

SPI-8 es uma regidn gendmica descrita como isla de
patogenicidad, sin embargo no existen antecedentes
experimentales hasta el momento que avalen esta
afirmacion. En nuestro trabajo previo se establecidé que la
falta tanto de la 1sla completa camo del marco de lectura
STYA280 (40% ideatidad con bacteriocina tipo DNasa de £,
coli) dificultaba la proliferacion en células HEp-2, la

resistencia a estrés oxidativo v a pH deido. En este trabajo
s¢ evaluaron estas condiciones ambientales comao
moduladoras de la expresion de STYI280. La expresian de
STY2286G fue evaluada mediante fusion fac frente a
distintos inductores de estrés oxidativo {metilvioldgena v
H:05) v pH dcido, condiciones asociadas a distintas etapas
del proceso infectivo. Se encontrd que ¢ pH dcido
muodifica la expresion de STYIZ80 aumentando al dable.
Este cambio también se observé en el tratamiento con
metilvioldgeno (inductor de estrés oxidativo intracelular)
pere no se registraron diferencias en el tratamiento con
H:O: {inducter de estrés extracelular). Estas resuliados
indicarian que STY2220 formaria parte de un mecanisma de
resistencia a esirés oxidativo aun no descrito en S. Typhi.

Agradecimiento 4 Dra, Claudia Saavedra
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P6. ROL DE LAS MUTACIONES EN LOS GENES
parC Y parE EN LA RESISTENCIA A
FLUOROQUINOLONAS DE BACILOS GRAM
NEGATIVOS AISLADOS EN HOSPITALES
CHILENOS. iRole of mutations in parC and parE
gene in the fluoroguinelone resistance among
Gram-negative bacilli isoluted from Chilean
hoespitalsy

De la Fuente M.'. Bello H.!, Dominguer M.', Mella S7,
Sepilveda M7, Zemelman R 7, Gonzilez G.!

'Depra. Micrabiologia. Seccidn Antibidticas. Fac, Cs.
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En este trabajo se investigd el rol de las mutaciones en
los genes de la Topoisomerasa IV en la resistencia de
bacifos Gram negatives hospitalarios a fluoroguinelonas
(FQ1. Se incluvd 89 cepas de las especies Escherichia coli,
Klebyiella preumoniae. Aciretobacter Baumannii ¥
Pseudomonas aeruginosa aisladas en 24 hospitales
chilenos. Se determind la CMI de ciprefloxacina (CIP),
levotloxacina ¥y moxifloxacina. Se investigd mutaciones en
el coddn X0 {parC) v los codones 420 y 445 (park; por
PCR ¥ RFLP. Para parC se encontrd 19 cepas de E. colf
con mutacion ([CMlpp 8-256 pgimi) v 4 sin mutacidn
{CMIgyp =0.03-0.5 peiml); 16 cepas de A. bawmannii con
mutackin (CMIgp 32-512 ugiml v 8 sin mutacion (CMigqp
0.253-32 ug/mliz en P, aeruginora 11 con mutacian (CMigp
16-128 ngiml) v 14 sin mutacion (CMIgp €.25-128 paiml)
¥ no se detecta mutacion en K, prewmoniae (CMIgp 0.125-
512 ugiml). En part no se encantrd mutacidn. Se concluye
que la mutacion en parC se relaciona con [a resistencia a
F(} en £, eoli ¥ A, baumanniis en cambio, las mutaciones
en parf no serian relevantes en el mivel de resistencia de
las cepas.

Financid FONDECYT 1040482
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P7. MALEILACETATO REDUCTASAS ¥ SU
PARTICIPACION EN LA DEGRADACION DE
COMPUESTOS XENOBIOTICOS EN Cupriavidus
necator JMP134 (PJP4). (Maleylacetale reductases
and their participation in degradation of xenobiotic
compounds by C, necaror IMP134 (pIP43)

Donoso R.!. Sinchez M.A.', Gonzilez, B.'

"Depro, Genética Molecular y Microbiologia. Fac. Ciencias
Biolégicas. P. Universidad Catdlica de Chile. Santiago,
Chile.

rndonoso® puc cl

Se sabe que las maleilacetato reductasas (MAR) poseen
un rol importante en la degradacidn de compuestos
aromiticos; va que catalizan la conversién de
maleilacetato, v sus derivados sustituidos, a 3-oxoadipato.
Se conocian dos genes gue codifican MAR en C. necaror
IMP134 (pIP4)_ ofdFI y tfdFIE Tocalizados en agrupaciones
tpe operén en el plasmidio pJP4. e involucrados en la
degradacion de cloracatecoles. Recientemente, la secuencia
gendmica completa de C. mecarer IMP134 (pIP4) reveld
cuatro secuencias adicionales que coedificarian por
putativas MAR, las cuales se fes denomind (repid, papD,
HrE v mepE). Con estos datos, se generaren mutantes en
cada una de estas posibles secuencias MAR, mediante
inactivacion insercional. ¥ se evalud su habilidad para
crecer en distintos compuestos xenobidticos, cuvas vias de
degradacion incluyen al maleilacetato como intermediario.
También se analizé la expresion de cada una de estas
posibles secuencias MAR. a través de RT-PCR, al exponer
células de esta bacteria @ distintos compuestos
xenchidticos. Los resultados mostraron que el gen fdf] es
el mis importante coande las cepas son expuestas 4
compuestos que producen clorocatecoles sustituidos (2 4-
diclorofenoxiacetate. 3-clorobenzoato, 2-metil-4-
clerofenoxiacetato) v en el compuesto 4-fluorobenzoato,
mientras que el gen (fdFI. seria importante solo a altas
concentracienes de los compuestos, Se observd que fopd es
importante en la degradacion de 2.4 .6-triclorofenol. pero a
concentraciones altas de este compuesto se obhservd una
contribucion del gen (ffFl. También se vio que mnpt
podria estar relacionado con la degradacion de 3-nitrofenol.
En cuanto a las otras posibles secuencias MAR {(pnpD) v
/¥, no se observd una contribucion significativa con los
compuestos amalizados, va gque no hubo efectos en el
crecimienta de los mutantes en estas secuencias. Es
importante destacar, que s¢ observd RNA transcrito para
tfdFE, prpD, ffrE v mapE en todas las condiciones
ensayadas. lo que nos podria revelar una expresion basal de
estos genes, muentras que se observé induccion de (f&dFI! en
todes los compuestos analizados que producen sostituidos
clorocatecales, ademis de 4-fluorobenzoato, v del gen repD
en el 2.4.6-triclorofenol,

Financiamienwy: FONDECYT 1030493 v Nicleo Milenio
EMBA P/04-007-F.
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The establishment of complex and stable micrabial
communities in natural environments requires a constant
crosstalk involving both prokarvotic and eukaryotic
microorganisms. Irrespective of evolutionary hierarchy, the
resultant dialogue can be advantageous or not for the
different members of the community. The basic elements
that mediate the communication are organic compounds
that are recognized in different ways and play different
functional roles. In some occasions {opporiunistic
pathogens}, elements that have been selected for playing a
given functional role in ron-human environments are also
relevant in infective conditions. In this work, we have
analvsed the crosstalk between bacteria and eukaryotic
cells in response to chemicals compounds produced by
dafferent lichenic asseciations, highlighting those elements
with a major rale 1n bacterial virulence. The chemicals
used were roccelic acid, and |-chloro-pannarine. both
obtained from lichenic associations recollected around of
Chile. The virulence characteristics studied were the
cyvtotaxicity. the ability to form biofilms and the production
af proteases by Piewdomonas aernginosa, & relevant
apportunistic pathogen. The cvtotoxic aclivity was
evaluated using the epithelial cells of breath carcinoma
AS4Y. The results obtained show that the presence of
roccelic acid (50 pgiml) reduced the cytotoxicity of P.
aeruginosa over AS4Y by 521%. At the same time, the
production of proteases was affected but the biofilm
formation was not reduced. In the other hand. the
cytotoxicity and biofilm production by P. aecruginosa
didn’t change with 1-chloro-pannarine (30 pg/ml). The
structure and functional homology of 1-chloro-pannarine
and roceelic acid with previously reported chemicals used
as signals by P, aeruginosa will be discussed.

Financial support: DIPUV-18-05, BIO2005-04278
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PY9.  SEPARATION AND DETECTION OF ACYL-

HOMOSERINE LACTONES FROM
Acidithiobacillus ferrooxidans BY THIN LAYER
CHROMATOGRAPHY.

Gallardo M.J., Banderas A . Cortés P., Castro M.,
Gonedlez A Ruie L., Jerez C AL Guiliani N.

Unidad de Comunicacién Bacteriana, Laboraterio de
Microbiologia Molecular v Biotecnologia. Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.
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CQuorum sensing is a cell-cell communication system mn
bacteria that vwses chemical signals to coordinate social
behaviour in a cell-density dependent manner. In many
proteobacteria these chemical signals consist of a set of N-
acyl homoserine lactone (AHL) molecules. All of the AHLs
described to date comtain invariant homoserine lactone
moieties and highly variable fatty acyl groups. These acyl
groups range in length from 4 1o 18 carbon atoms. The C-3
carben can be fully reduced or can bear hydroxy! or ketone
substituents. A, ferrooxidans was the first acidophilic
chemobithotrophic O-protecbacteria involved in biomining
in which # functional QS system has been identified. Two
previcus studies reported the presence of AHLs in A.
Jerrooxidans cultures. However, strong differences in the
number and diversity of the detected molecules by these
two groups make 1t essential to further clarify this point,
Bv using thin-layer chromatography (TLO) we determined
the profile of bivactive AHLs produced by A. ferraaridons
grown in different oxidizable substrates. Our results
confirm that 4. ferrooxidans produces several types of
AHLs suggesting the bacterium could talk a rather
sophisticated language 1n its bioleaching habitat,

Grant; FONDECYT 1040676

ANALISIS PROTEOMICO DE LA
CIANOBACTERIA PRODUCTORA DE
TOXINAS PARALIZANTES Cylindrospermaopsis
raciborskii. (Proteomic analysis of the paralyhe
toxins-producing cyanabacterinm,
Cylindrospenmopss racithorskis)
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Cvlindraspermapsis raciborskil ¢s una ciznobacteria
filamentosa de aguz dulce, cuvas cepas pueden ser
productoras de toxinas paralizantes (saxitoxina v analogas),
de cilindrospermopsina (CYL) o no producir toxinas, La
ruta de sinresis de saxitoxina {STX) se desconoce. La

comparacion mediante geles 20 del proteoma de cepas
productoras de diferentes toxinas permitiria identificar a
los complejos proteicos asociados a la biosintesis de STX.
Con este chjetive cptimizamos las condiciones de
extraccion v electroforesis para una cepa produciora de
STX (DY) v una productors de CYL (CS 5035).

Los protocolos de extraceitn utilizados para geles 2D
en cianabacterias, no resultaron eficientes en nuestras
cepas. Bajo las nuevas condiciones de extraccidn y
electroforesis, logramos cuantificar cerca de 90 spots para
cada cepa (pH 4-7: 6.5-175 kDal. Distinguimos
aproximadamente 10 proteinas exclusivamente presenies en
la cepa productora de STX. Nuestros praximos estudios se
enfocarin en la sdentificacidn de estas proteinas ¥ la
realizacion de estudios de expresion diferencial de acuerdo
i las condiciones de cultivo,

Agradecimientos: Provecto FONDECYT 1050433 Nicleo
Milenio EMBA PO4/007-F

Pl1l. EFECTO DE MEZCLAS DE PLANTAS
MEDMCINALES DE MEXICO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE Vibrio chelerae. |Effect of
Mexican Plant Extracts and Mixtures Over Vibrio
chaferae growth)
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En este trabajo determinamos el efecto de extractos de
plantas v mezclas de estas sobre el crecimiento de V.
choderas. Se realizaron extractos de 4 plantas contra 2
cepas de V. cholerae. Se determind individualmente v de
las mezclas la concentracion minima bactericida (CMB) v
el efecto sobre ¢l crecimiento de concentraciones
subinhibitorias de la CHB de los extractos. Las mezclas se
hicteron combinando el 25% de la CMB de M. brasiletia
con el 25, 50 y T3% de la CMB de los extraclos restlantes.
Las CMB determinadas fen mg/mLi parz las dos cepas
fueron: M. brasilesto 0.6=02 y P, flenxicawic 15=0.89, P,
rlandulora varic de 74+1.2 a 10} 89 dependienda de la
cepa y poara A farnesiana fue de 7.322 88 a 5.17=0.41. En
el andlisis del efectn subinhibitorio dz 1a CMB se observa
disminucién en el crecimiento bacteriano en las
concentraciones utilizadas de acuverdo a la planta. Cuando
se determind la CMB a las mezclas de extractos en algunas
de los casos se observd una CMB menor a [a mostrada por
el extracto individual, Con lo anterior, concluimos gue los
eatractos estudiados mostraron efecto bactericida contra las
cepas de V. cholerae. Las combinaciones H, brasilento, P.
fleaxicawle ¥y H. brasifecto- P, plandulose moestraron un
efecto sinérgico en la inhibicidn del crecimiento.

Esti investigacidn fue financiada por CONACYT. Mexico
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ROL DE LA PROTEINA CutC DE Enterococcus
faecalis EN EL METABOLISMO DE COBRE.
{Rale of CutC protein from Enterococcus faecalis
in copper metabolism).

P12.
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CutC, ha side descrita en E.coli como potencial
participante del almacenamiento de cobre {Cu). Por otro
lado, ¢! cristal de CutC (de 8. Texneri) posee un dominio
del tipo barril TIM. propio de enzimas gue usan el metal
comoe cofactor, Alincamicntos locales (Blasip) revelan la
presencia de un ortélogo en Enterscoccus faecalis (£f, aun
no caracterizado experimentalmente. Nuestro objetivo fue
determinar 2 rol de CutC en la homeostasis de Cu en Ef.
Para ello, mediante disrupcion génica abtuvimos una
mutante de catC de Ef (DewtC). El efecto de la mutacian
fue evaluada mediante ensavos de: concentracion minima
inhibitoria de Cu (CMI-Cu} en caldo v agar, curvas de
crecimiento ¥ sobrevida en presencia de CuS0,. Ademis,
en la cepa silvestre (WT), mediante PCR semicuantitativa
se determind cambios en los niveles de transerito de cwrC
en respuesta & Cu (4 h a 0.3 mM), Los resultades indican,
que WT v Deur(C presentaran igusles valores de CMI-Cu (3
mM:caldo ¥ 2 mM:agar), Asi también. entre ambas cepas
no s¢ observd cambios en la forma de las curvas en
presencia de Cu ni en los tiempos de generacion (0.5
mM:34 min y 1.0 mM:72 min). Los niveles del transcrito
no cambiaron en respuesta a Ce. En conclusién, nuestra
aproximacion no nos permite sugeric gque CulC participe ¢n
la homeostasis de Cu en £f, a diferencia de lo obtenido al
aplicar estos ensayos en la caracterizacion de otros
componentes del metabolismo de Cu. Futuros experimentos
incluirin la determinacion del contenide intracelular de Cu
v variaciones en los miveles de expresion de cwC en
mulantes de penes que participan en la homeostasis del
metal,

Fondecyt N 1030618; Fondef N” DO41-1257

P13. PERSPECTIYAS NOVEDOSAS DEL
REGULADOR TRANSCRIPCIONAL FUR DE
Acidithiobacillus ferrooxidans. (Novel Insights
into the transcriptional regulator Fur of A.

ferrooxidansi
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El regulader transcripcional Fur (Ferric Uptake
=
Regulator) es responsable de coordinar la asimilacién y el

almacenamiento de erro en bacterias. Este metal es un
micronutriente esencial para la vida pero en exceso produce
en las células estrés oxidativo. El extremdfilo
Aciditheobacillus ferrooxidans constituye un interesante
modeio para estudiar la homeostasis de este metal va gue
vive a pH 2 expuesto a altas concentraciones de hierro
soluble. Pretendemos profundizar en los mecanismos de
regulacion de la proteina Fur de A. ferrooxidans {Fury)
sohre sus propies genes blanco. Utilizando técnicas in virro
(EMSA. transcripeiin in vitro ) ¥ ensayos en E. coli (fusion
de promotores al gen lecZ, actividad [P-galactosidasa)
hemos demostrado que Furs, es capaz de reconocer v
unirse a secuencias de DNA especificas situadas en el
promotor de sus genes blanco reprimiendo su transcripeion
en respuesta a hierro, Resultados preliminares indican gue
Fur ., seria capaz de actuar también como activador frente a
ciertaos genes blanco, entre los que se cuentan genes
involucrados en la cadena de transporte de clectrones

Financiado por Fondecyt 1050063

Pl4. AEROBIC/ANAEROBIC
DEGRADATION: ELUCIDATION OF
MICROBIAL NETWORKS USING

MOLECULAR TOOLS.

TOLUENE

Martinez P."", Borve A.'. Lecce F.', Nijenhuis L2,
Kappelmeyer U.!. Heipieper. HJ.!

'Department Bioremediation, ‘Department [sotope
Biogeochemistry UFZ-Centre for Environmental.
*paula.martinez@ufz de

In the environment, plants provide the rhizosphere with
organic compounds that stimulate growth of the microbial
communily responsible for the biodegradation of organic
pollutants. Additionally, the plants transport oxyzen to the
roots stimulating acrobic processes.

The major objective of this work is to guantitatively
manitor the presence and activities of both aerobic and
anaerobic aromatics degrading bacteria under selected
environmental conditions as they occur especially in the
rhizosphere. Therefore, the activities of aerebic and
anaerobic toluene degraders under differenat environmental
conditions with respect 1o oxvgen (redox potential} will be
monitored.

A microbial model community consisting of the typical
bacterium capable of aerobic toluene degradation.
Psewdomones putida mi-2 {containing the TOL plasmid
pPWWI and the reference strain for anserobic toluene
degradation Thawera aromarica K172 was mvestigated. To
monitor and guantify geme expression in this svstem
catabolic marker genes for acrobic (xyiM and xv/E} and
anacrobic toluene degradation (hcsd and berd) were
selected. Additionally, FISH probes were established ta
allow cell separation as well as quantification of the two
strains in mixed cultures by flow cytometry.

Financial support of Paula Martinez by Marie Curie Early
Stage Training project AXIOM (Contract No. MEST-CT-
2004-8332) of the European Commission
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CORRELACION ENTRE LA DISTRIBUCION
DE GENES RIBOSOMALES Y EL FENOTIPO
TOXICO EN CEPAS DE Cylindrospermopsis
raciborskii, (Correlation between ribosomal pene
distribution  and toxic  phenotype  in
Culindrospermopsis raciborskil strains)

P15.
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En sistemas de agua dulce se han aislado vy
caracterizado clanabacterias praductoras de neurotoxinus v
hepatotoxinas convirtiéndose en fos ltimas 3 afios en un
serio problema de comtaminacian en lagunas v rios que
sirven de fuentes de agup parg consumo humano. En este
estudio se realizd un andlisis del mimero v la distribucion
de locus ribosomales para ® cepas de la cianobacteria
Cylindrospermopsis racibercksd (producteras ¥ na
praducteras de toxinas), con el fin de relacienar este
marcador evolutive con el fenotipo tdxico. Este andlisis fue
realizado mediante hibridacién por Southern blot, con una
sonda especifica para el gen 168 rRNA de C. raciborskii.
Adicionalmente. fos resultades fueron complementados con
ut drbol filogenético construide a partir de matrices
obtenidas por restriccidn de genoma total v andlisis por
electroforesis en campo pulsado. Los resultados muestran
que no existe una correlacidn entre distribucion en el
cenomi de los locus 165 v la produccidn de toxinas, y
tampoco existe una cerrelacion entre ¢l fepotipe toxico y
relaciones filogenéticas. Nuestros resullados sugiersn que
en O, ractberskii ¢l fenatipo téxico puede haber sido
adguirido por transferencia horizontal.

Agradecimientos: Provecto FONDECYT 1050433: Niicleo
Milenio PO4YOOT-F

Pl6. BUSQUEDA  DE  DETERMINANTES
GENETICOS INVOLUCRADOS EN LA
RESISTENCIA AL COBRE EN Suifelobus
metfallicus. (Search for genetic determinats
invelved in copper resistance in Sulfolobus
mietallicis)
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Sulfplobus mewallicus es un arquedn termoacidefilo
utilizado en la biolixiviacitn de minerales de cobre a altas
temperateras. Recientemente, hemos demostrado que §.
metailicas es capar de crecer en presencia de altas
concentraciones de CuSQO; (100 mM s | mM en otros
sulfolobales). Caon el fin de identificar los determinantes
genéticos involucrados en fos mecanismos de resistencia al
cobre, se analizd la expresion diferencial de proteinas de §.

metailicus, mediante electroforesis bidimensional en SDS-
PAGE, en presencia de 100 mM de CuSO,.

Se¢ encantraron 3% proteinas gque cambian su expresion
cuande ¢l microorganismo crece en presencia del metal. El
34% de ¢stas apmentaron su nivel de expresion. v el
andlisis de las manchas mediante espectrometria de masa
revela que varias de estas proteinas estin asociadas a
mecanismos generales de respuesta a estrés. A pesar de no
disponer del genoma de S, metalflicus, utilizando partidores
que amplifican una regidén conservada de la ATPasa de
eflujo de cobre (copA) de §. soffataricus, hemos
identificado en §. merallicus un ORF que codificaria para
esta proteina. Este es el primer estudio de fos determinantes
genéticos de resistencia al cohre en un arquedn
termoacidafilo expuesto a altas concentraciones de cobre.

Financiado por: Provecto ICM P-99-031-F, Beca
MECESUP UCHA407, Beca CONICYT

EFECTO DE LA ALDEHIDO
DESHIDROGENASA YQHD DE E. coli EN LA
RESISTENCIA A TELURITO DE POTASIO Y
ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO. iEffect
of the YghD dehvdrogenasa of E. celi in K-TeQ;
and ROS resistance)
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Hemaos determinado que el prodecto del gen yghid de
£, coli. exhibe actividad aldehido deshidrogenasa. La
sabreexpresion de vghd produce un aumento en la
resistencia a K;TeO; v a especies reactivas de oxigeno
(ROS 1. Se construyd una mutante de £, cofi AvghD la cuzl
presentd sensibilidad a KsTeO; y a generadores de ROS.
Un aniilisis de las concentraciones intracelulares de ROS
utilizando La sonda H:DCFDA determind que el tratamiento
con KaTeCs. H:O. o paraguat de la cepa Avghl? genera un
aumenta en ROS intracelulares superior al observado en la
cepu silvestre. Coincidentemente. la mutante AvghD
presenta un importante ncremento en la oxidacion de las
proteinas citoplasméticas aun en ausencia de los tdxicos,
resultado que no fue observado en la cepa complementada
con vghid. La proteing YghD de E. coli fue purificada a
hemogeneidad. La enzima presentd actividad aldehido
deshidrogenase en presencia de los siguientes téaicos
generados por lipoperoxidacién: butanal, propanal.
acetaldehido ¥ acroleina. La cepa E. coli AvghD presentd
clevados niveles de TBARS, tanto en presencia como
ausencia de los toxicos. Estos resultados sugieren gue la
proteina YghD posee una actividad antioxidante que actia
sobre el dafio generado por ROS al interior de E. coli,
posiblemente refacionado con la lipoperoxidacian de
membranas

FONDECYT 1060022
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P18. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD
CROMATO REDUCTASA DE Srrepromyces
MC1. (Characterization of chromate reductase
activity i Strepromvces MCL)
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El Cromo (V1) produce toxicidad agouda v crdnica,
neurotoxicidad, dermatotoxicidad. genotexicidad y
carcinogenicidad. siendo 1.000 veces mas taxico y
mutagénico gque el Cromo {1 La cepa de Strepromyces
MC1, aislada en nuestro laboratorio, mostré capacidad para
reducir el Cr ¢V} a Ce (111} en medios de cultivo liguide ¥
en muestras de suelo.

Nuestro objetivo fue caracterizar y localizar la
actividad cromato reductasa de Serepromyees MCI.

Se cultivé la cepa a 30C en medice minimo, con
agitacion, durante 7 dias. Se determind la actividad
cromato reductasa en sobrenadante, células enteras.
contenido intracelular v pared celular, @ pH 6.7 v K 25 ¥
0"C. en presencia y ausencia de NADH.

Se encontrd que la actividad cromato reductasa en las 4
fracciones estudiadas, siendo 209 mayor en las fracciones
de células enteras y pared celular. Por otro lado, la
actividad fue 30% mayor en presencia de NADH. No se
ohservaron diferencias significativas de actividad a 25 y
30°C. El pH dptimo de la actividad fue 7. sin embargo se
nhservaron niveles elevados a pH 6 ¥ 8,

Se determind que la enzima cromato reductasa de
Streptomyces MC1 puede actuar en un amplio rango de
condiciones ¥ estd activa en todas las fracciones, por lo
tante puede ser wiilizada en procesos de biorremediacion de
sistemas no compatibles con la reproduccion celular,
frecuentes en ambientes contaminados .

P19. EVALUACION DE DOS METODOS DE
CLASIFICACION PARA TRANSPOSASAS,
(Evalvation of two clustering methods for
classifying transposases)
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Simulacidn Maolecular, Talea, Chile.

griadi@utalea.cl

Las transposasas son las principales proteinas
responsabies por ¢l movimiento de secuencias de insercion
(181, La cantidad de IS conocidas es enerme {(cerca de
000, constituvendo entre 5-30% de los genomas
microbianos, Ellas son de muy dificil snotacion y sus
mesanismos de transposicion variados. Han tenido un
impacto enorme en la evolucion de genomas. Para entender

sus mecanismos de funcionamiento ¥ su evolucian es
necesario clasificarlas. El objetivo es encontrar una
clasificacion gue agrupe las transposasas de forma que sea
pusible identificar, en cada familia, dominios que predigan
pliegues estructurales v funcionales. Implementando dos
algoritmos de clasificacion Markov Clustering (MC) y
Clustering Espectral (CE). se encontré que MC resulto una
clasificacion mis compacta gue CE, agrupando las 1S en
aproximadamente 30 familias de las coales algunas
corresponden a4 estructuras v funciones conocidas. Dada
este  clasificacidn.  hemos  derivade modelos
computacionales (HMM) que permiten la identificacion de
nuevas IS v que mejora la anotacion de genomas nuevos.
La técmica de MC puede ser aplicable a la identificacion de
atras familias de proteinas.

FONDECYT 1050063, Microsoft Spomsored Research
Program

P20. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE
NITRATO SOBRE LA COMPOSICION
BIOQUIMICA DE LA CIANOBACTERIA
Nostoc LAUN 0015, 1Effect of nitrate concentration
an hiochemical composition of the cyanobacterium
Nastoe LAUN QO] 35
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El aislamiento v crecimiento de cepas de Nesroo de

ambientes hdimedos es de interés biotecnologica para su
caraclerizacitn en condiciones de laboratorio. Se reporta el
efecto de la concentracidn de nutrientes a B, 2, 4. 8 v 12
mM NO:Na sobre el crecimiento y produccion de
metabolitos de la cianobacteria Nostoc LAUN 0013, Los
cultivos en un volumen de 250 ml se mantuvieron en
aireacion. fotoperiodo de 12:12 h, 27 =2°C v 8 Klx. La
clanobacteria alcanzd se maximo peso seco a 8 v 12 mM
con 20 =030 y 207 =027 mg mL "', respectivamente; al
igual que los miximos de clorofila @ de 422 =170 v 392
+]1.,02; ficocianina de 2857 23,67 y 25.66 =R 08, ¥
ficoeritrina de 43.68 =349 v 4240 =527 mg mL',
respectivamente. El mayor contenido de proteinas se
alcanzd 4 12 mM con 476,76 =11.96 mg mL*' (p<.05)
mientris que a 0 mM se obtuvieron los miximaos valores de
carbohidratos totales y polisaciridos capsulares con 372.82
£1569 v 234 84 =422 mg mL! (p<0 15} respectivamente,
Utilizanda tincién negativa, se evidencio que la capa de
polisacarido capsular es mucho mayor bajo limitacion de
nitrato. Esta cepa de Neostoc puede ser utilizada como
fuente de pigmentos bajo suficiencia de nutrientes v de
polisacdridos capsulares en condiciones limitantes de
nitrdgeno.

Trabaje financiado por FONACIT-proyecto No Si-
2000MKITES
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P21. CARACTERIZACION DE UN AISLAMIENTO
DE Bacillus thuringiensis CON RASGOS
ATIPICOS. (Characterization of a Racillus

thauringifenyiy 1solate with atvpical features)
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Baciflus thuringiensis (Bt) se caracteriza por producir
proteinas llamadas Cry téxicas para larvas de insectos,
Estas se orgamizan en inclusiones cristalinas adaptanda
distintas morfologias ¥y tamanos. liberadas al medio junto a
fas esporas al finalizar la esporulacidon. En el presente
estudio se presentu la caracterizacidén parcial de un
aislamiento atipico de Bt que posce la caracteristica de
permanecer en forma de esporangio indefinidamente. Bi
INTA 77-10 se aislé a partir de una muesira de suelo
proveniente de la provinciz de Entre Rios {Argentinal,
utilizando agar nutritive suplementado con Mn®-, Se
ohservd que eéste aislamiento permanecid en forma de
esporangio durante su cultivo en medie BM durante 7 dias
a 28"C sin lisarse. Microscopicamente se identificd la
presencia de un cristal amorfo cuyo andlisis mediante
eleciroforesis en geles de poliacrilamida {SDS-pagel
sugiria que estd formade por al menos dos proteinas de ca.
210 v 130 kDa. Ademis. demostrd no ser téxico para
Epinoria aporema v Aedes aegvpri unlizando dosis altas de
un complejo espora:cristal. Owros estudios se llevan
actualmente a cabo para completar Ia caracterizacidn de
este aislamiento atipico de Bt.

P22, LA ARGININA 85 DE FisZ DE Escherichia coli
tEcFtsZ) ES ESENCIAL PARA  UNA
CORRECTA DIVISION CELULAR. (Arginine
BS of EcFtsZ is essential for a carrect cell division)

Shin J.Y.. Gureés AL, Lagos R, Monasterio O,

Laboratorio de Bielogia Estructural ¥ Molecular.
Departamente de Biologia, Universidad de Chile,

FtsZ es una proteina que polimeriza para formar el
anillo Z. estructura esencial para la division celular
bacteriana, FisZ. en presencia de GTP. polimeriza en
protofilamentes ¥ deble filamentos. estabilizados por
interacciones longitudinales y laterales. Se conoce poco
acerca de las caracteristicas ¢ importancia de la interaccion
lateral. Se sabe gue las regienes laterales del amino
terminal (NT) de des protofilamentos interacian entre
ellas en una orientacion paralela para formar los dobles
filamentos, donde las regiones carboxile terminal {CT) de
éstos intersctoan en forma antiparalela para formar
liminas. "Doecking”™ proteina-proteina y “scanning”™
computacional de alanina mostrd que la arginina 83 se
comporta coma un residuo indispensable para la
interaccion entre NT para formar los dobies filamentos.
Esta prediccidn  fue corroborada  mediznte  la
caracterizacion i wive ¢ fn o Jde la mutante puntual
RB3Q de ln EcFtsZ. In vivo. la expresion de esta mutante
afecta la division celular e e vitro. GTP indujo solo Ia
pohimerizacion de protofilamentos que en presencia de
caleio se asociaron en fibras diferentes a léminas
ordenados. Los resultados en su conjunto indican que la
arginina 85 participa en la interaccion lateral que seria
crucial para la viahilidad celular,

FONDECYT 1050677

P23. E. faecalis: RESISTENCIA A LA
FAGOCITOSIS, CAPACIDAD INFLAMATORIA
Y PATOGENICIDAD. (E. faccalis: phagocytosis
resistance.  inflammatory capacity and pathogenicity)

Sparo M., Castro M.*, Molina M., Ceci M., Ranne G.'.
Andrés M.C.!. Herndindez C.). Squiquera L., Manghi M 2

ICentro de Estudios Bioyuimicos. Tandil. 2Instituto de
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Margni, (CONICET-UBAj, Facultad de Farmacia y
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Las enterococes pueden causar severas infecciones en
pacientes inmunocomprometidos. Los polisacdridos
capsulares ¥ los Acs opsonizantes serian importantes en la
virulencia, En enterococos aislados de cultives mixtos de
liquidos de puncidn peritoneal v cuya patogenicidad fue
estudiada previamente en ratones BALB/c, se evalua la
resistencia al sistema mnmune del huésped asi comoe la
relacion con la actividad linfoproliferativa v la
praduccion de IL-12. Se analizaron las 11 cepas de £.
Jaccalis en estudio v como controles 4 ambientales v 1
probictica | patogena de coleccion, ¥ 4 de hemocultiva.
Pura medir la opsonofagecitosis en las cepas (Huebner
1999, se empled neutrdfilos, mezela de suero normal de
conejo. complemento. Empleando las cepas como
estimule, se medio la linfoproliferacidén (incorporacian de
FHT} en esplenocitos de BALB/c en cultive asi como la
produccion de IL-12 en los sobrenadantes {(ELISA). Los
valores de opsonizacidn oscilaren entre 0-96%. EI
probiotico ¥ las cepas ambientales mostraron un valor de
mortalidad = 80%. Las cepas de hemocultive v de
coleccidn. < 8%. Nueve de las 11 cepas de liguidos
peritoneales mostraron distinte grado de resistencia @ la
fagocitosis (4-54% ). Estas observaciones carrelacionan
con "los de patogenicidad en BALB/c, **la actividad
linfoproliferativa (p<0.001), v ***1a produccion de 1L-12
por macrofugos (p<d 151, Se podria asumir gue los
resultados de opsonofagocitosis estin en linea con la
presencia de cdpsuls que favoreceriz la persistencia del
patdgene en el torrente sanguineo. Para estas cepas de £,
faecalis, tanto la medida de la fagocitosis como capacidad
inflamatoria o produccidn de IL-12 son predictores de
patogenicidad.
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P24. ;FEs la microcina E492 un factor que le confiere
ventaja sobre una cepa no productora de
microcina? (Is microcin E492 a real advantage
factor over other nen-producing stram?)

Tello M. T, Kalter R.2. Monasterie ©. !, Lagos R,

"Lahoratorio de Biologia Estructural ¥ Maolecular, Facultad
de Ciencias, Universidad de Chile. *HMS, Harvard Medical
Scheol, Boston, MA_USA.

meg_tello@yahoo.com

Las bacteriocinas son una amplia familia de proteinas
que ejercen actividad antibidtica sobre otras bacterias. La
actividad antibidlica generalmente es determinada en
condiciones de laboratorie donde se utilizan un gran
nimero de células productoras de bacteriocinas
provenientes de wn cultive puro. Sim embargo. las
condiciones silvestres de crecimientos implican una ardua
compeiencia por un mismao conjunta de nUTFentes v espacio
fisico. Con el objeto de analizar si la microcing E492 es
capaz de conferir alguna ventaja sobre cepas no
productoras se desarroilaron experimentos de competencia
entre K. prewmonice RYC492 (productora de microcina
E492) v una cepa de £. coli formadora de bio-peliculas v
sensible a la microcina E492. Estos experimenios fueron
realizados en cultives en “batch” y las células de ambas
estirpes fueron medidas en el medio liguide ¥ en la
hiopelicula formada, Las células fueron distinguidas in sitw
mediante microscopia de fluorescencia y se cuant:ficaron
mediante conten directo ¥ por el mimero de ¢élulas viables
de cada estirpe. presentes en el medio liguido. Los
resultados de estos experimentos indicaron gue no hubo
diferencias importantes entre el nimero final células de K.
prewmeniae ¥y E. coli lo cual sugiere que in vive la
micrecina E492 no tuve wna gecidn antibiatica fuerte sobre
su competidora,

Financiado por provecto Fondecyt 1061128

P25. ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES TFD
EN CUPRIAYIDUS NECATOR JMP134
DURANTE EL CRECIMIENTO EN DISTINTOS
CONTAMINANTES CLOROAROMATICOS.
{Analysis of ifd gene expression in Cupriavidus
necator IMPI34 during growth in chloroaromatic
pollutants)

Trefault N., Godoy M., Gonzilez B.
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Cupriavidus necaror JMP134 degrada una gran
cantidad de contaminantes clorparomdticas gracias @ los
genes ifd, del plasmidie catabélico pIP4. Estos genes estin
organizados en tres maduolos. fdA, ofdC,0EF, ¥
tfd D CyEyF . Aunque han sido determinados los niveles

de transcritos de genes ¢fid durante el crecimiento de C.
necater en 2 4-diclorofenoxiacetate (2.4-DJ. no se conoce
s1 existen diferencias en dichos niveles ceando C. necator
¢rece en otre clersaromitico, ¢l 3-clorobenzoate (3-CB). ¢l
gue también es degradado por enzimas codificadas en los
genes tfd. Por ello, en este trabajo se compararon los
niveles de ranseritos de los madulos sfd inducidos con 2.4-
D v 3-CB en cultivos liguidas, mediante la metodologia de
RT-PCR en Tiempo Real, Para esto se cuantificaron los
transcritos de los genes del inicio v final de cada operdn:
tfdCy, tfdBy, tfdDy v tfdBy, y tfdA, el primer gen
involucrado en la degradacién del 2.4-D. Los resultados
demostraron gue existe ung diferencia en la expresion de
ambos madulos dependiendo del sustrato que se utiliza en
la indeccion v que, por lo tanto, los médules rfd no son
isafuncionales y que en cierto modo se complementan,

Financiado por FONDECYT 1030493 y Nicleo Milenio
EMBA PO4/PODT-F. N.T. es becario DIPUC

P26. EFECTO DEL TIEMPO, TEMPERATURA Y LA
CONCENTRACION SOBRE LA FORMACION
DE BIOFILM DE Candida albicans. (Effect of
time, temperature and concentration on biofilm
farmation by Candida alfbicans)

Arce Miranda J, Carignano LS. Barnes A, Albesa 1, Paraje
MG,
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Universidad Nacienal de Cordoba. Chrdeba, Argentina.
abarnes@feq.unc.edu.ar

El objetive de este trabajo es esclarecer aspectos gque
favorecen le formacion de biofilm en distintas cepas de
Candida albicans. evaluando cdmo afectan ¢l tiempo, la
temperatura v la concentracion en la formacion del mismao,

Se seleccionaron cinco cepas, tres de origen clinico
(1,2.3) v dos de coleccidn (4.5). Se realizaron cinéticas de
12-96 hs. a distintas concentraciones (0.1 a | 10" UFC!
mL) & 25 ¥ 37°C. Se determiné la capacidad de lormar
biofilm. por microtécnica en placas de elisa (96 well) v en
tuhos ciénicos de plistico v vidrio. Se colorearon con una
solucion cristal violeta, se eluyd con solvente v se
cuantificd espectrofotométricamente. En twbos conicos la
pruebha fue considerada como “positiva” cuando se observé
un film teAido con cristal violeta en las paredes del who.

Se ohservd gue las cepas de origen clinico mostraron
mayor capacidad de fermar biofilm independiente de la
concentracion del inéeulo imicial ¥ se formd mis rdpido a
37°C con respecta a 25°C, pero a temperatiura ambiental se
obtuvieron mayores valores de Formacidn del misma. La
cepa 2 fue la que mostrd mayor formacion de biofilm en
ambas superficies, pudiendo ver un anillo en la interfase
caldodaire ¥ otro anillo en el fondo (pellet).

El presente trabaje fue financiado con subsidio de SECYT-
UNC. La Dra. Paraje agradece a CONICET
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INCIDENCIA DE COMPUESTOS FENOLICOS
EN LA SINTESIS DE CITRULINA A PARTIR
DE ARGININA EN BACTERIAS LACTICAS.
1Effect of phenolic compounds en citrulline
synthesis from arginine by lactic acid bacteria)

P27.

Alberta M.R.', Arena M E°. Manca de Nadra M.C./ -

!CERELA y “UNT, San Miguel de Tucumin, Argentina.
memanca@ fhgfunt.edu.ar

El metabolisma de arginmina puede ser conducido por el
sistema arginina derminasa (ADI) formando como
intermediario citrulina, y liberando omitina, NH; v ATP.
Investigamos el efecto de compuestos fendlicos (CF) en
concentraciones normalmente presentes en vino. sobre el
crecimiento ¥ degradacion de arginmma por Lacrebacillus
Rilgardii XB aislado de vino, Arginina, citruling y arnitina
s¢ determinan por HPLC. El crecimiento ¥ consuma de
arginina incrementa en presencia de los favonoides rutina
¥ catequinia. Se abserva que e¢n presencia de rutina la
reacciom es favorecida hacia Ta sintesis de ornitina ¥ con
calequina se observa acumulacién de citrulina, En
presencia del no flavonoide, dcida protocatéquica,
disminuye el crecimiento v consumo de arginina siendo
inferior la sintesis de citrulina. Estos resoltados indican I
potencialidad de bberar ef precursor citrulina al medio, a
partir de arginina. por un microorganisma contuminante de
vinos en presencia de los diferentes compuestos fendlicos.
Los compuestos carhamilos con el etanol del medio
sintetizan el compuesto cancerigeno etilcarbamato, Por lo
tunto el dcido protocatéquico es el gue menos posibilidades
tiene de incidir en la sintesis del etilcarbamato.

Financiamientio: CIUNT, CONICET. Argentina

EVALUACION DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS Y DESINFECTANTES
SOBRE Lactebacillus plantarum. (Evaluation of
agents antimicrobials and disinfectants on
Lactobacilles planiaronm)

P28.

Alfaro B.. Carrascal A.K.
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En este trabajo se evaluaron diferentes concentraciones
de hipoaclorito de sodio ¥ dcido peracético; v los
antimicrobianes benzoato de sodio v sorbate de potasio por
separado v merclados. Ademds, se evalie una mercla de
dcido lictico y lactato de sodio sobre Lacrebacilius
plantaram utilizando para los desinfectantes la téenica de
siembra en estria schre agar ¥ para los antimicrobianos
inoculacion directs en producto. Los resultados mostraron
que concentraciongs de 140 ppm de hipeclorito no fueron

efiectivas a los 5 minutos de contacto. en el resto de las
concentraciongs destruyeron el 100% de L.plantaram. El
dcido peracético en una concentracién de 0.1% en un
tiempo de contacta de 5 minutes no destruyd el 1009% de la
poblacicn, pera al igual que hipoclorito, con el resio de las
concentracianes el porcentaje de efectividad fue del 1005,

Los antsmicrobianos tuvieron un comportamiento muy
similar excepie el sorbato de potasio al 0.1% en donde ne
se  detectd ningin  efecto  inhibidor sobre el
microorganismo. A diferencia de este. el resto de los
antimicrohianos ¥ sus mezcias lograron detener el
crecimiento de L. plamarwm por tres semanias. lo gue
demuestra que este microorganismo una vez en producio ¢s
una potencial alterador_afectande la vida il de éste,

Agradecimientos: a Quala S.A. por la denacidn de la cepa
de L. planiarom

PRODUCCION _DE  TIRAMINA POR
BACTERIAS LACTICAS AISLADAS DE
MANZANAS. (Tyramine production hy lactic acid
bacteria from apples)

P29.
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Las aminas biogénicas (AB), pueden causar
toxicaciongs alimenticias. En jugos de frutas las bacterias
licticas (BL) desarrollan mecanismos para protegerse de la
acidez del medio, siendo uno de ellos la produccion AB.
Investigamos la produccidn de tiramina (TIR) a partir de
tirosina (TYR) en BL aisladas de manzanas, en medio base,
contemenda peptona, extracto de levadura, glucosa. juga de
lomate, v verde de bromo cresol v en el mismo medio
adicienado de TYR, y piridoxal fosfato. pH 4,5, El
crecimienta se determina espectrofotométricamente a 36l
nm. La produccién de TIR, se determina por HPLC. Los
resultados indican que p.,, ¥ biomasa final incrementan en
Lactobacillus plantarwm 44 v Lactobacillus brevis 72 por
adicion de TYR. Ambos micronrganismos gue producen
TIR alcalinizan el medio con viraje proporcional del
mdicador, a partir del 5% dia de incubacidn, Lactobacilies
plantarum 38, no posee capacidad para producir TIR, Se
conlirma la produccién de AB determinando actividad
tirosina decarboxilusa, en extractos Libre de células, Fl
medio formulade es una herramienta rdpida ¥ simple para
una primera seleccion de cepas productoras de AB. La
potencialidad de produccion de BL es cepu dependiente.
Este caricter debe ser considerado en la contaminacion de
jugos de frutss v bebidas fermentadas a partir de manzanas,

Financiamiento: CIUNT-CONICET
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SEROTIPIFICACION DE CEPAS DE Listeria
manacytopenes AISLADAS DESDE ALIMENTOS
DISTRIBUIDOS EN LA CIUDAD DE TEMUCO,
IX REGION. [Serotyping of Listeria monocyiogenes
strains isolated from foods distribuited in Temuco.
IX Region)

P30,
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En Chile hay poca informacion sobre presencia de L.
menocytogenes en alimentos ¥ oo existe notificacién
obligada de listeriosis, por lo que no es posible establecer
nivel de riesgo de brotes ni determinar origen de
contaminacion. Es necesario serotipificar cepas aisladas de
longanizas artesanales y de hortalizas en Temuco para
aportar informacién de base gue contribuya a la vigilancia
de la listeriosis en nuestra Regidn v pais. Se serotipificaron
33 ¢cepas de L. monocviogenes mediante un antispero
comercial para Listerie (Denka Seiken Co.. Lidal)
compuesto por antisuers-0 v antisuero-H. Se siguieron las
instrucciones del fabricante para visualizar la aglutinacién,
Veintian cepas resultaron positivas a alguin antigeno O y 10
a los H, v solo 6 coincidieron con la nomenclatura de
ambos antigenos, correspondiendo 3 cepas al serotipo 4, |
al 1/2a v 1/2 b, ¥ una 4b. La serotipificacidon de L.
maonocytogenes es dificil en Chile porque no se cuenta con
antisueros especificos para nuestros hiotipos, necesarios al
momento de realizar estudios epidemioldgicos v de
seguimiento del origen de un posible brote ariginado por el
consumao de alimentos contaminados en auestra Region.

Agradecimientos a la Sra. Ana Maria Cordano.
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P31. PREVALENCIA DE Vibrio parahaemolysticus EN
MARISCOS CRUDOS ANALIZADOS EN EL
PERIODO DE VIGILANCIA AMBIENTAL DE
ENERO A JULIO DE 2(M6. i Prevalence of Vitirio
parahaemalyiicns  in  raw  seafood from
environmental surveillance from january to july
20006
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Vibrio parahaemolyticus es un patégeno humano que
produce cuadros de diarrea asociados al consumo de
mariscos crudos. En Chile, desde al afe 2000 s¢ han
registrado brotes de intoxicacidn alimentaria por mariscos
contaminados con esta bacteria. A pactir del ado 2003, el
Ministerio de Salud instaurd un Programa de Vigilancia
Ambiental a lo fargo del pais para monitorear la presencia

del microorganismo y prevenir & la poblacidn sobre el
consumo de estos alimentos. En este trabajo se estudid la
prevalencia de Vibrio parahaemalyticus en muestras de
mariscos bivalvos crudos. Se analizaron 228 muestras del
Programa de Vigilancie Ambiental {214) ¥y de mariscos
invelucrados en casos de intoxicacion [14). Las muestras
fueron procesadas segin la técnica descrita en el
Bacteriological Amalvtical Manual {BAMI. v las cepas
identificadas presuntivamente. fueron enviadas al Instituto
de Salud Publica para su confirmacion. En 25 (11%) de las
228 muestras analizadas se detectd V. parahaemolvticns,
todas provienientes de mariscos analizados en el periodo de
Enero a Marzo. lo cual concuerda con el periodo anual en
¢l que se han registrado brotes de intoxicacian alimentaria
asociados al consumo de mariscos crudos durante los
ltimes 5 afios,

Financiamiento y Agradecimientos: Programa de
Monitoreo Ambiental de Vidrio parakaemaolviicos
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BACTERIOFAGOS: BIOCONTROL DE
Salmonella EN AVES. (Buacteriophages: biocontrol
of Salmonella in poultry)
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En Chile el principal reservorio de S, enteriridis son
las aves comerciales. Debido a esto v a los altos niveles de
multiresistencia antimicrobiana gue tiene este paldgeno,
surge como  alternativa el biocontrol mediante
bacteridfagos liticos. El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto de una mezcla de 3 bacteriéfagos liticos de origen
aviar sobre la colonizacion intestinal de Salmonelia
eaterittdis en aves,

Pallites SPF de 10 dias de edad recibieron por via oral
una mezcla de tres bacteridfagos (10° UFP) v a las 24
horas. se desafiaron con §. emteritidis Nal® Rif (83x10°
UFCi. A los 11 dias se obtuvieron muesiras de intestino ¥
Grganas para reaislar y cuantificar la cepa desafio. Se
considers un contral de infeccidn v otro de fagos.

En intestino se reaisid un 60% y B0% para grupo
tratade y control respectivamente; par otre lada en drganos,
20.0% v 46.6% respectivamente. La mezcia de fagos
disminuvéd ¢l recuentoe intestinal de Safmoneila desde 3x10%
& 5x10° UFC/g. Los fagos fueron liticos para los serotipos
8. emteritidis, 8. heidelberg v 8. apona, pero no para
enterobacterias de flora normal. La mezela de fagos logra
disminuir la colonizacién ¥y recuento de 8. emteritidis en
intestino y drganos de pollos,

Financiamiento: Fondecyt N° 1060569
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P33. EVALUACION DE PRESENCIA Salmenella spp,
EN MUESTRAS DE HUEVO. CARNE DE AVE
Y VACUNO. (Evaluation ol presence Salmonella

spp in samples of eges. chicken and bovine meat)
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En la dltima década en Chile, la declinacién de la
fiebre tifoidea causada por la ingestion de alimentos ¥
hebidas contaminados con Safmonelia se debe a un
gumento en la fiscalizacitin de plantas productoras de
hueva y carne. El objetive fue mostrar la evolucidn de la
presencia de Salmenella spp en muoestras de carne fave ¥
vacone) ¥ huevos, vtilizados para la preparacion de
raciones alimenticias de casinos de las VI v [X regiones,
en ¢l periodo 20MK1-2005. La determinacion de la presencia
o ausenciz de Salmorella spp se verifict de acuerdo a lo
establecido en Manual de Técnicas Microbioldgicas para
Alimentos y Aguas del Ministerio de Salud de Chile, 1998,
De 30 muestras de huevos analizadas en un periodo de
cuatro afos ninguna resultd positiva, De un total de 70
muestras de carne de pollo solo 7 fueren positivas, En ¢l
caso de curne de vucuno de 2635 muestras, clasificadas
coma carne trozada (160 muestras) ¥ carne mobda (103
mueestras) foeron  pasitivas 16 v 17 muestras,
respectivamente. Aun cuando el nimero de muestras de
huevos analizadas fue bajo. fa ausencia de Saimonella spp
puede indicar que las medidas de contrel tomadas
[separacion fisica de las aves, manzjo de excretas. entre
otras) por la industria avicola, estdn disminuvendo lus
posibilidades de contaminacidn. Las muestras de carmne de
pollo ¥ de vacuno presentan una tendencia a la baja en la
aparcidn de casos positivas de Safmonelia gpp.

PRESENCIA DE BACTERIAS P.-\T(')GE.‘\!;}S
HUMANAS EN AGUA ¥ MOLUSCOS SEGUN
VARIABLES OCEANOGRAFICAS EN LAS
ZONAS DE MAYOR PRODUCCION DE
BIVALVOS DE LA X REGION. (Human
pathogenic bacterial from sea and shellfish in X
Region by oceanographic studies)
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La presencia de buacterias patégenas en las aguus ¥
meluscos hivalvos presenta un riesgo de intoxicacion
alimentaria para los humanos. Los moluscos bivalvoes,
organismos altamente concentradores de bacterias son un
verdadere reservorio de patdgenos mdicadores de higiene.
Se midi la presencia de colifermes, como indicador de
higiene de los efluentes y especies nativas de aguas saladas
coma Vibrie parahaemolyiicas, Este altimo ha demostrado
su capacidad de generar brotes alimentaries en la poblacicn
de todo Chile, especialmente la X region. Se midio Ia
concentracidan de estos patogenos en los bivalvos v

muestras de mar en relacidn al efecta de variables
oceanograficas como: temperatura del mar en su superficie,
temperatura a 13 metres de profundidad, salimidad. oxigeno
v movimienta de cuerpos de aguas. Las zonas muestreadas
fueron Calbuco. Seno de Reloncavi y Chileé. Se realizaron
dos planes de muestreo estacional, la semana del 16- 13
Junio 2004 v la semana del 16 de enero al 1 de Febrero del
2005, Se evaluaren dos tipos de muestras: Cuerpos de agua
en punios proximos & los emisarios domésticos ¥ muestras
de bivalvos en Centros de Cultive v Bancos Namrales de
las especies vuolnerables ya sea choritos en centros de
cultivo ¥ almejasichoritos en bancos naturales.

Para coliformes se observaron valores bajos y no
mayeres a 9200 NMP/g. Dos muestras gue presentaron
altos recuentos Teeron obtenidas desde los muestreos de
invierno en li superficie del mar.

Para el aislamiento de V parafaemalviicns se
evaluaron 125 muestras de las cuales 76 no presentaron
desarrollo en agar TCBS, agar Gold Srandard para el
aislamiente de vibrios y solo tres muestras contenian
Vibrie parahaemalvticus. Los resultados maostraron
recuentos bajos o ausentes paras los dos patdgenos, con
dificil asociacion a las variables oceanogrificas evaluadas.

Provecto Fondo Investigacion Pesquera FIP 2004:53

P35, DESCRIPCION MEDIANTE PCR-TTGE DE LA
MICROBIOTA LACTICA DE QUESOS
ARTESANALES DE CABRA. (Description of the
lactic microbiota of artisanal goat cheese by PCR-
TTGE)

Codriansky Y.. Romero I.. Navarrete P.. Falnder G..
Figueroa G., Gotteland M,

INTA. Universidad de Chile. Santiago. Chile.
yaclcodn @ yahoo .com

Se evalud la biodiversidad de la microbiota lactica
dormunante de guesos artesanales de cabra producidos en
valle v cordillera de la IV Regidn, Se extrajo el ADN
hacteriano total de 70 muestras de quesos de 15 ¥ 30 dias
de maduracion. Se amplificd el ADNr 165 mediante PCR
con partidores especificos para bacterias licticas y los
amplicones obtenidos fueran separados por electroforesis
en gradiente de temperatura (TTGE) Posteriormente se
secuenciaron las bandas de interés para su identificacion.
Se observiaron entre | v 3 bandas por muestras, El indice de
biodiversidad de Shannon no presenté diferencias
significativas entre muestras de 15 v 30 dias (061 = 0.08
vy L35 = D10} ni entre muestras de cordillera v de valle
(057 = 0,13 vy 058 = 0.11), Los géneros Lactobacilius v
Lewcanestoc se encontraron en todos los productos
analizados mientras que Enrerococcas y Welssella se
observaron solo en muestras de cordillera. Le microbiota
léctica presente en los gueses no varia segin la zona
geogrifica y permanece constante durante el proceso de
maduracion del queso,

Fuente de Financiamiento: Fondo para la Innovacidn
Agraria (FIA-P1-C-2004-[P-D4d)
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P36. IRRADIACION DE MATERIAS PRIMAS
PARA PRODUCTOS DIETETICOS Y
SUPLEMENTOS NUTRICIONALES. (Irradiation
of raw materials used for dietary foeds and
nutritional supplements )

Falco A.S.'. Rodriguer L.R.). Prieto EF. . Sevillano E.'.
Nufiez M.

‘Institoto de Investigaciones para la Industria Alimenticia,
*Centre de Aplicacion y Desarrollo de la Energia Nuclear.
Cindad Habana, Cuba.

silvial®@ jiza.edu.cu

En la actualidad, la necesidad de mantener un estado
nutritive adecusdo en los pacientes hospitalizados o con
deficiencias alimentarias y con vistas a poder contar con
afimentos variados v con una elevada calidad santaria sin
pérdida de las propiedades organolépticas v nutricionales,
han conducido al emplen de fas radinciones en productos
dietéticos v suplementos nutricionales.

El reconocimienta de los beneficios de esta teenologia
por parte de las autoridades médicas. wnide al
convencimiento de la inocuidad v la comestibilidad de los
alimentos irradiados: fragn como consecuencia gue se
gencralice esta practica vy se reconozea el papel de la
irradiacion como método eficaz para mejorar la calidad
higienica de los alimentos. El presente trabajo tuvo como
objetive estudiar la efectividad de las radiaciones en
materias primas destinadas o la elaboracidn de suplementos
dietéticos. Para esto se realizéd un estudio radiobiolégico y
fisico-quimica de las mismas v se concluyd gue dosis
inferivres a 10 KGy de radiaciones Gamma, aseguran el
mejoramiento de la calidad microbioldgica sin afectaciones
del valor nutricienal de Spirsdina. polen, miel de abeja.
fibra de soja v polvo de cartilago de tiburdn empleados
come materias primas en la elaboracion de suplementos
dietéticos.

CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES
TECNOLOGICAS DE BACTERIAS LACTICAS
AISLADAS DE QUESOS ARTESANALES DE
CABRA. (Characterization of the technological
praperties of lactic bacteria isolated from home-
made goat cheese)

P37.

Faindez G.'. Troncoso M-, Rivas P.2. Figueroa A=,
Gotteland M .2, Figueroa G.2

'Lab. Bioteenvlogia. UTEM. Santiago, Chile, 2Lab.
Microbiologia INTA, Universidad de Chile, Santiago.
Chile.

gustavo_faundez @ yuhoo.com

La microbiota lactica contribuye activamente 2 la
calidad de los guesos, Se caracterizaron las propiedades
tecnoldgicas de bacterias licticas aisladas de gquesaos
artesanales de cabra de la IV Regidn. Se aislaron 507 cepas
(143 Lactobaciliny mesofilos. 45 Lacrobaciling termifilos.

130 Emrerococcus, 79 Lactococcus, 49 Lewconostoc v 61
Streptococras). Se evalvaron las actividades: 1)
avidificante (titulacion de acidez total); 2) lipolitica
(liberacidn de dcidos grasos libres a partir de tributirina);
3) prateolitica (liberacion de aminodcidos libres a partir de
proteinas de leche al 10%); 4) productora de diacetilo
(medicion por cromatografia a partir de los sobrenadantes
de cultiva); 5) productors de exopolisacdride (EPS)
(méteda de fenol-deido sulfiirico); 6) antibacteriana frente
a Satmonella. 5. awreaus y E. coli (ensayo de inhibicion en
placa). De las 507 cepas evaluadas, 11 {2.2%} tuvieron una
alta actividad acidificante, 26 {5.1%) una fuerte actividad
lipolitica. 24 (4.7%) una ala actividad proteclitica. 6
(1.2%) fueron imporantes productores de diacetilo, 59
(11.6% ) mostraron altps niveles de EPS (350 ug/109bac) v
38 (7.5%) ejercieron un actividad bacteriana en contra de
uno o mds patégencs, Estos microorganismos podrizn ser
de interés a nivel agroindustrial.

Provecto: FIA-PI-C-2004- 1-P-040

PRODUCCION DE HISTAMINA EN
CULTIVOS PUROS Y MIXTOS DE
BACTERIAS LACTICAS AISLADAS DE VINO.
(Histamine production in pure and mixed cultures
of lactic acid bacteria from wine}

P38.

Aredes Ferndndez P.A' . Manca de Nadra M. C.'7

SCERELA y *Fac, Bgca. Qca v Feia, UNT. Tucumdn.
Argentina.
meminca @ fogfunt.edu ar

Se investiga la produccidn de histamina en culuvos
puros ¥ mixtos de Lactebacillus hifgardii 3w, proteolitico ¢
histidina decarboxilasa positive: Oenococcns oeni X,L.
protealitico vy Pediccoccus pentosacens 12p. no
proteolitico. Los microorganismos se cultivan en medio
jugo de wva pH 5.5, Histidina e histamina se coantifican
por HPLC. En fase exponencial de crecimiento, ¢n cultivos
puros, L. hifgardil consume histiding v praduce histamina:
. peni libera histidina al medio sin producir histamina y
P, perptosacens consume histidina sin producir histamina.
En el cultivo mixto, L. hilgardii - P. peatosacens, se
consume histidina y la produccion de histamina es 30%
inferior que en el cultivo puro de L. hifgardii coma
consecuencii de la menor concentracidn del precursor. gue
es consumide por P, pemtosacens, En el cultivo L. filgardii
- Q. oeni, se consume histidina e incrementa 27% la
formacion de hastamina con respecto al cultivo puro de L.
hiigardii (consecuencia de mavor disponibilidad de
histidina en el medio por la actividad proteolitica de smbos
oraanismos). En el cultive P pentasacens - O, oen, se
libers histidina ai medie por la accion protealitica de .
eeni sin produccidn de histamina.

Fuente de financiamiento: CIUNT. CONICET. Argentina
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ASOCIACION ENTRE PRODUCCION DE
SLIME EN ESTAFILOCOCOS COAGULASA
NEGATIVOS AISLADOS DE MASTITIS
BOVINA Y LA ADHERENCIA A CULTIVOS
CELULARES. (Association between slime
production 1n coagulase negative stafilococei
isolated of bovine mastitis and adhesion to cellular
cultures)

P39,

Abate 8.', Gentilini E.!
'Fac. Cs. Velerinarias
Argentna.

sabate@ fvel uba.ar

- UBA. Ciudad de Buenoes Adires.

Introduceidn: Los estafilococos producen mastitis
bovina (MB). La sintesis de shime por estafilococos
coagulasa negatives (ECN) se asocia a infeccianes por
cuerpos extraios ¢n medicing humana,

Objetiva: Estudiur ssociacion entre ln sintesis de slime
v la adherencia a cultives celulares de origen bovine.

Materiales ¥ Métados: Se usé un 8. oplasus aislado de
MB shime {+). ¥ su variantec shme (-) obtenida por
seleccién en #gar rojo congo. Células BOMAC se
cultivaron ¢n placas de & pocillos con un cubreahjetos
eatéril en el fondo. utilizande RPMI y estufa de CO, Los
cultivos se inocularon con las cepas en fase exponencial a
uni eoncentracion igual al wbo 2 de MacFarland en media
RPMI + HEPES v se incubaron s 37°C en estufa
convencional. Se realizd una cuenta viable de cada
sobrenadante luego de 1 hora de incubacidn, ¥ se tiferon
las cubreobjetas con aleian blue luego de 24 horas de
meubacion.

Resultado: Se observa microscopicamente la presencia
de slime en estafilococos asociados a las células BOMAC,
que pudo relacionarse con la adherencia segin diferencias
en el resultado de las cuentas viables de los sobrenaduntes
ip<0.03F) .

Conclusiones: El slime podria facilitar 1z formacian de
biofilm de ECN sobre célufas bovinas v favorecer asi la
eoloniziacion ¢ infecciones cranicis.

Subsidio UBACT V D20

P40. RENAL PENETRATION OF VORICONAZOLE
IN DISSEMINATED CANDIDIASIS IN RAT.

Araujo B.V.)'. Silva C.F. Haas S.E. Dalla Costa T\

"Programa de Pas-Graduagdo em Ciéncias Farmac@uticas -
UFRGS. Faculdade de Farmiciz - UFRGS - Porte Alegre,
Brazil.

bearauo @ vihoo . com

Ohjectives: The mam of this study was 1o evaluate the
relationship between total plasma (CP.) and free renal
concentrations {CT .0 of voriconazole (WORI), determined
by microdialysis (MDD, after oral administratzon of 40 (D1)
and 60 (D2} meke to nfected rats. Methodelogy: Protacol
approved by UFRGS Ethics in Research Committee (#
032004} The animals were infected by C. aldicans (n = 6/

groupl, by the inoculation of 10" CFU/mL via tail vein.
After 48 h. the animal wias anaesthetized with urethare. and
a MD (CMA 20} probe was inserted mio the renal cortex of
the left kidnev. The probe was perfused with Ringer's
solution at & flow rate of 2.0 pLimin for lh. VORI was
administered znd blood and microdialysate samples were
collected at pre-determined times. CP,,. and CTy,. were
determined by LC-MS and LC-UV respectively. employing
validated methods. VORI protein binding was determined
by ultrafiltration. Results: The antifungal penetration was
similar for both doses [{AUC  AUC ima = .34 = 002
D1y and AUC, o/ AUC 00, = D33 = 007 (D2))]. The
protein binding determined was (.66, allowing the
prediction of free renal levels. Conclusions: The resulty
showed that in C, albicans disseminated candidiases VORI
free renal and free plasma levels are similar and Cpy,.. can
be used 1w optimize the drug dosing regimens like it was
previously determined for healthy animals.

Supported hy: CNPy/Brazil

P41. CITOTOXICIDAD DE CEPAS DE E. coli
SHIGA PRODUCTORA DE TOXINA SHIGA
{STEC) ¥ DE LESIONES TIPO A/E (AEEC)
AISLADAS DE MASCOTAS EN ARGENTINA,
{Citetoxicity of Shiga toxin-producing Esclerichia
cali (STEC) and attaching-effacing lesion (AEEC)
isolated from pets in Argentina)

Bentancor A", Pistone Creydt V.2, Rumi V... Irino K75,
Cataldi A, Ibarra C°

'Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad de Buenos
Adres. Argentina. “Facultad de Medicina. Universidad de
Buenos Aires, Argentina. “INTA Castelar, Buenos Aires,
Argenting. [nstituto Adolfo Lutz, $do Paulo, Brazil®,

aben®@ fvel.uba.ar.

E. eoli productora de toxina Shiga (STEC) o gue
expresa el gen cae responsable de lesiones tipo A'E
[AEEC) estin frecuentemente asociados a enfermedades
severas del hombre v animales, Nuestre objetive fue
investigar la presencia de STEC » AEEC en animales de
compania, A partir de hisepados rectales de 450 perros ¥
149 gatos de la Ciudad de Buenos Aires, se aislaron cepas
de STEC y AEEC por PCR usando oligenucleotidos
especificos de Stxl. S1x2 ¥ ere. Los resultados mostraron
la presencia de 8 cepas S1x2+ y cac-. 18 cepas eac+ y Six2-
v | cepa Sta24 v eae+. Ninguna: cepa fue positiva para
Sex b, Ningin gislamiento O157:H16 fue shigatoxigénico.

Los aislamientos de cepas STEC v AEEC produjeron
dosis citotdxicas en eélulas Vere medida como DCg, entre
L0 » 1LI0% en la mavoria de los casos la citotoxicidad
pudo ser neutralizada con un anticuerpo moenoclonal anti
stx2B. Nuestros datos demuestran gque cepas aisladas de
mascotas expresan factores de virulencia debiendo
considerarse el manejo sanitario de las mismas.

Financiamiento: PIP 63556.
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CONTRIBUCION AL  ESTUDIO DE
SALMONELLOSIS EQUINA. (Contribution of
the Salmonellosis study in horses)

P42,

Cepeda 1.1, Maier L.'. Aburto R

Unidad de Micrabiologia, Facultad Medicina Veterinaria.
Universidad Santo Tomds'. Santiago. Chile.
Imaier@ust.cl

La salmonellosis es una de las causas de diarrea
bacteriana comién en cabailos adultos ¥ representa un
riesgo potencial de zoonasis. Los ohjetives del presente
estudio fueren determinar la freceencia de presentacidn de
Salmonella sp en heces de equinos mantenidas en
condiciones de confinamiento ¥ semiconfinamiznlo ¥
caracterizar los serotipos encontrados,

Metodologia: Durante aproximadamente un afo se
recalecturon muestras de heces de 90 caballos clinicamente
sanos: 45 muestras correspondian a equinos confinados ¥
otro nimero igual de muesiras a equines semi-confinados
provenientes de 3 criaderos de la V regidn. Las muestras de
heces frescas fueren suspendidas en agua peptonada v
tamponada, procesadas de acuerdo a la metodelogia
descrita en BAM.. 2003, Las muestras positivas [ueron
confirmadas en ¢l [.5 P.

Resultados: En los equinos mantenidos en
confinamiento no se identificaron muestras positivis a
Salmonetla sp. en cambio en las muestras procedentes de
equinos semi-vonfimados se obtuvo un 665 de muestras
positivas. Los seratipos identificados en las muesiras
positivas correspondieron a: Saimonella ryphimurinim v
Salmonella minnesora. Esta iltima variedad de Salmonella
es inespecifica ¥ exotica para Chile.

Conclusiones: La frecuencia de aislamiento de
Scilmonella sp oen caballas clinicamente sanos martenidos
en confinamicnta fue baji. similar a lo reportado en
estudios previos. Las especies identificadus fueron
inespecificas al huésped pero de riesgo potencial al hombre
v/'o animales.

Fuente de Financiamiento: Universidad Santo Tomis

P43. CAPACIDAD INHIBITORIA in vitre DE CEPAS
POTENCIALMENTE PRGBIGTIC.&SJ SOBRE
EL CRECIMIENTO DE ICTIOPATOGENOS
OPORTUNISTAS DE TRUCHA ARCOIRIS.
(Inhibitory capacity of probiotics potential strains
an growth of opportunistic icticpathogens for
rainbew trout)

Cofré J.1. Sanchez M.'. Gutiérrez P.'. Castro E.!

Laboraterio de Bacterias Ldcticas. Universidad de
Concepciodn'. Concepeidn. Chile.
eofre@udec.cl

Las bacterias ldcticas son reconocidas por las
propiedades de inhibicidn frente a otros microorganismaos,
Se evalud la actividad inhibitoria in vites de dos cepas
deido lcticas potencialmente probidticas aisladas del tracto
gastrointestinal de truche arcoiris sobre el crecimiento de
cepas de ictiopatigenos oporiunistas. Aeromanas

hvdraphila, Pyewdomonas fluorescens ¥y P. purida. Se
realizé ensavo de inhibicidn en placa con el método de
disco de difusién, utilizando sobrenadantes agotados de las
cepas Lactobacillus plapsarum LPTRT y Pediovccocus
damnosyy LPT32, También se realizé ensayo de inhibicidn
de los patdgenos en cultivos asociados, realizando cultivos
mixtos entre 15 2 20 °C por 26 horas en caldo LAPTg. En
el ensayo de inhibicidn en placa, la cepa LPT32 inhibid a
los tres patdgenos con halos de Y a |3 mm. en cambio la
cepa LPTST sélo inhibid a las cepas de Pseudomonas. En
los cultives mixtos. ambas cepas licticas tuvieron la
capacidad de inhibir el crecimiento de los ictiopatdgenos
en hasta seis ciclos logaritmicos. La inhibicidn de
patdgenos es fundamental en la elaboracidn de probioticos,
por 1o gue nuestros resultados sen promisorios y sustentan
la siguiente etapa de ensavos de desafio in vive.

Financiamiento Provecto Innova Bio-Bio 03-B 124511

P44. BACTERIAS SOLUBILIZADORAS DE
FOSFORO ORGANICO Y ACTIVIDAD
FOSFATASA ASOCIADAS A LA
DEGRADACION DE EXCRETAS DE BOVINO
LECHERO. {Organic-phosphorus-solubilizing
bacteria and phosphatase aclivity associated o
degradation of feces from dairy cattled

Fuentes B.!_ Jorquera M2, Mora M.L.7

'Programa de Doctorado en Cs. de Recursos Natuvrales,
Universidad de La Frontera, Temuco. Chile. “Instituto de
Agroindustria, Universidad de La Frontera. *Dpto. Cs.
Quimicas, Universidad de La Frontera.
bfuen(02 & pinhue.ufro.cl

Los microarganismos estdn integrados al ciclo del
fosforo (P a través de su capacidad de solubilizar y/o
mineralizar P desde fosfatos orgdnicas e inorgdnicos. La
hidedlisis de P orgdnico {Po) es mediada por enzimas
fosfatasas. En las excretas de bovino. el Po respecto del P
total (Pt) es un 42% . el cual es incorporado en suelos del
sur de Chile que se caracterizan por su alto contenido de Po
(56~62% de Pt). La presencia de bacterias solubilizadoras
de Po (BSPo) v la actividad fosfatasa fue monitoreads
durante ¢l proceso de degradacion aerdbica de excretas.
Durante la degradacion se detectd fa presencia de BSPo y
una continda actividad fosfatasa dcida y alcalina. con
promedios aproximados de 280 v 450 pmol p-nitrofencl gt
hl. respectivamente. La continda actividad fosfatasa y la
presencia BSPo sugiere gue este tipo de bacterins podria
contribuir @ esta actividad emzimdtica, en conjunto com
otros microorganismos, favoreciendo la solubilizicidn de
Po. Estudios enfocados a estimar la contribucién de BSPo
en la descomposicidn de residuos orgdnicos ¥ su
participacién en el ciclo de P en suelos de la zona sur de
Chile, se hace necesario desde el punto de vista ecoldgico ¥
AZroNGmIto.

AGRADECIMIENTOS: Provecto MECESUP FRO 0304,
Laboratorio Suelos de la Universidad de La Froniera
FINANCIAMIENTO: Beca de financiamiento de tesis
doctoral CONICYT AT-24060247
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P45. DETECCION DEL GEN flakR EN BACILOS
GRAM  NEGATIVOS AISLADOS DE
PISCICULTURAS EN CHILE. ( Detection of flof
gene in Gram aegative bacilli isolated from
freshwater salmon farms in Chilel

Fernindez C.'. Miranda C 7, Lépez Y.', Fuentes 0., Bello
H.!', Dominguez M.'. Gonzilez G_!

'Depta. Microbialogia. Fac. Ciencias Bioldgicas, U. de
Concepeion, Concepeidon, Chile. *Depto, Acuicultura, U,
Catélica del Norte, Coquimbo. Chile

ofuentes@udec ]

En este trabajo se investigd la presencia del gen fioR
{resistencia a flerfenicol (FL1 v cloranfenical {(CL)Y en
cepas aisladas de centros acuicolas del sur de Chile. Las
bacterias fueron aisladas de muestras de agua de juulas. de
vontenido intestinal y de mucus de alevines e identificadas
con ¢l sistema GN Microplate (Biolog Inc.). La actividad
de FLO v CL se estudid por dilucion serinda en agar
INCCLS, 2003) y por PCR se determiné la presencia de
JloR en las cepas resistentes. Se detectd el gen floR en 26
de fas 128 cepas recolectadas y la mavoria de las cepas
correspondid a2 enterobacterias (24): Enterobacier
ampigenus. Kluvvera ascorbaia, Cirrobacter frewndii. C.
voungae v Roowltella serrigena. Sélo dos cepas fueron
tdentificadas como  bacilos Gram negatives no
fermentadores (BGNNF), uma de la cuales fue
Sphingobacterivm multivoram. E1 nivel de resistencia de
estas cepas a florfenicol v cloranfenical fue elevado con
CMIs; ¥ CMIg, de 128 v >236 pgiml, respectivamente. Se
concluye gue este es el primer informe de la presencia del
zen floR en cepas aisladas de centros de cultivos de
salménidos en Chile. Ademds, esta es la primera vez que se
informa la presencia del este gen en las especies descrilas
v. mis atin, en cepas de BGNNF.

Fmancié FONDECYT 1440924

P46. DEGRADACION DE 24,6-TRICLOROFENOL
Y 24,6-TRIBROMOFENOL POR BACTERIAS
AISLADAS DESDE AMBIENTES PRISTINOS.
(Degradation of 2 4 6-tribromophenol and 2.4.6-
trichlarophenal by bacteria isoluted from pristine
environments)

Aguaye J.', Martinez M.

'Departamente de Microbiologian. Facultad Ciencias
Biolagicas. Universidad de Concepcitn,. Chile Casilla
160-C.

Joaguayve®@udee ol

La presencia de halofenoles en el ambiente se relaciona
con la actividad imdustrial, ain coando existen diversos
organismas capaces de sintetizarlos. Se investigd la
capacidad de bacterias de ambientes acuiticos pristinos.
para degradar 2 4 6-triclarafenol (244-TCP) v 24.6-
tribromofenol (246-TBP), Para esto, muestras de agua de la
Region de Avsén. fueron inoculadas con 246-TBP 6 246-

TCP (100 pgmL") e mcubadas & 4°C 6 20°C. Detectado un
consumo del halofenol de 50% se aislaron las bacterins.
Las cepas aisladas fueron cultivadas en solucién salina con
halofenol. como tnica fueate de carbono, o suplementado
con extracto de levadurs,

Las comunidades bacterianas degradaron 246-TBP v
246-TCP. Se aislaron 4 bacilos Gram negativos aerdbicos
no fermentadores que degradaron 246-TBP v 6 que
degradaron 246-TCP como dnica fuente de carbono, ¥
caracterizadas por sus propiedades bioguimicas. Los
resultados indican gue e¢n ambientes psicréfilos. sin
actividad industrial o de tipo antrdpico, existen bacterias
gue degradan halofenoles. Dada la similitud del
catabolismo de las bacterias estudiadas con las aisladas
desde ambientes contaminados, se propone gue los genes
mvolucrados en la degradacion de halafenoles, serian
similares.

Financiamiento: DIUC N® 205.036.030-1.0 v DIUC
Patagonia N* 205,036.036.0291SP

VARIACION DE LA MICROBIOTA Y
NUTRIENTES DEL SUELO Y SU RELACION
CON EL FENOMENO DEL NINO EN LA
ZONA ARIDA DE CHILE, (Soil microbiota and
nutrient variation and their relationships with El
Nino phenomenon in the Chilean arid zone)

P47,

Aguilera L.E." 2, Gutiérrez J.R 2

'Departamento de Biologia, Universidad de La Serena,
*Centro de Estudios Avanzados en Zonas Aridas {CEAZA).
La Serena. Chile,

laguiler ®userena.cl

Las variaciones hidroclimdticas interanuales asociadas
al fenémeno del Nifo afectan los ecosistemas dridos del
norte de Chile. Desde el afio 1997 a la fecha dentro del
Parque Nacional Fray Jorge, estamos monitoreando la
infeccion de raices por micorrizas, la abundancia de
bacterias aerdbias cultivables. la abundancia de hongos
filumentosos y levaduriformes v la fertilidad del suelo.
Esto nos ha permitido evaluar la respuesta de los
microorganismos v nutrientes del suelo a las variaciones
hidricas antes, durante v después del evento El Nifio 1997
2002, asi coma la relacidn entre la abundancia de
microorganismos ¥ las variaciones de la productividad de
la vegetacién. Hemos encontrado que la mavar
disponibilidad de agua asociada a los eventes El Nifio
afecta las relaciones simbidticas micorricicas por disminuir
el porcentaje de infeceién ¥ aumenta ¢! ndmero v fa
actividad de la microbiotn rizostérica, en comparacion a los
eventos La Nifda. Concomitantemente, la mayor
dispomibilidad de agua en los afios El Nifio penera una
mayor productividad primaria, sumentande los recursos
orginicos en el suelo. lo que tiene un efecto sinérgico sobre
ta mineralizacién de la materia orgdnica. aumentanda los
nulrientes asimilables para las plantas y microorganismos.

Financiamiento: Foadecyt N* 1030225
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P48. DIVERSIDAD DE LA COMUNIDAD
BACTERIANA Y BACTERIAS DEL CICLO
DEL NITROGENO EN SUELOS ARIDOS.
(Diversity of bacterial community and nitregen-
cyeling bacteria in arid soils)

Alfaro M., Bravo L.. Orlando 1., Carg M.

Facultad Ciencias, Universidad de Chile.
mearu@uchile.cl,

Estudios realizadoes en suelos del desierio de Atacama
indican que las comunidades microbianas son poco
diversas v con baja abundancia, También se sugiere gue los
grupos bacterianos que ciclan el nitrdégeno estarian ausentes
en estos ecosistemas. Sin embargo, las bacterias podrian
estar latentes debido a la falta de agua ¥ activarse con las
escasas precipitaciones. Para probar esta hipétesis se
estudio la comunidad bacteriana y [as bacterias del
nitrégeno en le rizdsfera de Calandrinia longiscapa que
crece durante el evento del “desierto florido™. La
comunidad bacteriana se caracterizé con perfiles de T-
RFLP del rDNA 168 y las bacterias del ciclo del nitrdgeno
mediznte clonacidin ¥ secuencia de marcadores moleculares
especificos (amedA, nifH v nirKy al inicio. durante v
después del “desierto florido™ del 2005. Los perfiles de T-
RFLP v valores de CFU/g de suelo (1-3 x 10" no
mostraron diferencias significativas durante las tres fechas
de muestreo. Sin embarge, para los grupos funcionales sélo
se obtuvo amplificacin del marcador ameA (bacterias
oxidadoras de amonio) al nicio ¥ derante la floracién. Los
clones obtenides se relacionan a bacterias del género
Nitrosospirag. Con la metodologia wtilizada, no se
detectaron bacterias diazdirolas mi bacterias desnitraflicantes
durante ¢l periodo de muestreo. Los datos sugieren gue
existe al menos el potencial de nitrificacion en estes suelos
aridos.

FONDECYT N° 04RO

P49, ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
BACTERIAS AISLADAS DESDE AMBIENTES
ACUATICOS PSICROFILOS. i Antibacterial
activity of bactenia isolated from psvchrophilic
aquatics environment)

Barros )., Silva I, Becerra I Martinez M.

Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad de Cencepcidon. Concepeidn,
Chile. Casilla 160-C.

javbarres@udec.cl

Las bacterias tienen diversas estralegias para competir
en su habitat. Entre estas la produccidn de sustancias
antibacterianas ha sido bien documentada en ambientes con
alta densidad celular. En este trabzjo, se estudio la
capacidad amtibacteriana de cinco cepas psicrofilas,
aisladas desde ambientes acudticos patagénicos (5171078,

J2°57°00 ¥ se le ensayd su actividad frente a catorce cepas
bacterianas aisladas desde el hombre o de ambientes
acuaticos, La actividad inhibitoria se determind mediante la
presencia de halos de inhibicién cn los cultives. Lucgo sc
evalud la actividad antibacteriana de filtrados de cuoltivos
liguwidos. ¥ se estudid su susceptibilidad térmica (50-
100°CY. Los resultados indican que tres cepas fueron
capaces de inhibir tanto a bacterias Gram positivas como
Gram negativas, sugiriendo una actividad de amplio
espectro. Los filtrados se inactivaron a temperaturis
iguales o superiores a S0°C. La deteccidon de actividad
antibacteriana en bacterias psicrifilas aisladas desde
cuerpos de agun patagdnicos sugiere gque estos ambientes,
podrian ser una interesante fuente de microorganismos que
sintetizan metabolitos can potencial aplicacion,

Financiamiento: Proyecto DIUC  Patagema N°
205036036 02915P v DIUC N* 205.036.030-1.0

P50. REMOCION DE LINDANO DE MEDIO
EXTRACTO DE SUELO POR Strepromyces MT:
EFECTO DE DIFERENTES CONDICIONES DE
CULTIVO. (Lindane renoval by Sireptomyces M7
cultivated in a liquid soil extract mediom: effects of
techniques of culture)

Benimeli C.8.), Gonzdlez AJ, Chaile A.P.2. Abate
C.M.' Amoroso M

'PROIMI -CONICET. Av. Belgrano y Pje. Caseros. *SAT,
*Fac. de Bgea, Qca v Feia, UN.T. San Miguel de Tucumin,
Argentina,

cabate® proimiorg.ar

El lindane, uno de los insecticidas mds utilizado en el
munde, es un compuesto muy tOXico ¥ persistente que
ocasiona graves problemas de centaminacion de agua y
suelo. Los streptomycetes poseen un considerable patencial
para la biorremediacion de este plaguicida.

El objetive de esie trabajo fue estudiar la capacidad de
Strepromyvees MT de crecer en medio extracio de suvelo
(ES). evaluando la remocion de lindano en el medio de
cultivo,

Sereptomvers M7 se cultivd en ES suplementado con
lindana (100 pe L' o diferentes lemperaturas (23, 30 ¥
353°Ch y a diferentes pHs (5, 7 ¥ 9). Se determiné el
crecimiento por peso seco v la concentracion de lindano
residual mediante cromatografia gascosa.

No se abservaron diferencias en la capacidad de
crecimiento a diferentes temperaturas, por lo gue
Strepramyeesy M7 se adaptd positivamente a estas
condiciones. Cuando se estudid el comportamiento de |a
cepa # distintos pHs iniciales se vie gue la biomasa
obtenida era ligeramente mayor a pH 7. No se observaron
diferencias significativas en la capacidad de remocidn de
lindana en las diferentes condiciones ensayadas. por lo gue
inferimos gue este microorganismo es apto para la
remediacian de distintos tipos de suelo.
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BUSQUEDA ¥ ANALISIS DE
MICROORGANISMOS HALOTOLERANTES ¥
HALOFILOS DEL DESIERTO DE ATACAMA,
CHILE. (Screening for Halotolerant and Halaphilic
microorganisms from the Atacama Desert Chile)

P5l.

Boehmwald F.'. Guzmin L2, Blamey L2, Blamey 1.2

Doctorado en Biotecnologia Universidad de Sannago de
Chile, *Fundacidn Biociencia. Santingo, Chile.
fhoehmwald @lavca usach cl. jhlamey @ hioscience ¢l

A current ingerest in microbiclogy is 1o search for new
species in extreme environments,

Research on the micrahial diversity of saline and
hipersaline environments has greatly added 1o our
understanding of microbial evolutionary relationships and
malecular adaptations under high salt concentrations.

The present work examines various samples from
several terrestrial saline and hipersaline arcas during a
scientific expedition to the Atacama Desert. Chile.

Enrichment attempis, carried under high sal
concentrations, revended the presence of halotolerant and
halephilic microergianisms,

Cultured samples were characterized microbiologically
on the base of shape wnd colour of the celonies and
biochemically on the base of metabolic characteristics.
Phylogenetic characterizations were also carried oul, using
their partial 168 rDNA sequences which were amplified by
PCR using Universal primer 1492R amd the specific
primers 271 and 21 1 for the Bacteria and Archaea domains,
respectively. Results on sequencing, identification and
clustering of these microorganisms will be presented.

Acknowledgements: Fundacion Biociencia, Universidad de
Santingo de Chile

P52, APLICACION DE PURINES DE ORIGEN
BOVINO EN SUELO DE USO AGRICOLA Y
EL CONSECUENTE EFECTO SOBRE LA
BIODEGRADACION DE ATRAZINA. {Dairy
manure application on agricultural soil and
consequent  effect above the  atrazine
biodegradation)

Briceiio G.', Palma G.', Demanet R.°

WUniversidad de La Frontera, Departamente de Ciencias
Quimicas . “Universidad de La Frontera, Departamento de
Produccion Agrepecuaria, Casilla 54-D. Temuco. Chile,
ehriceno@ufro.cl

Debido al alte contenido Jde nutrientes, los purines de
arigen bovino sen aplicades a suglos de vso agricola como
fertilizantes. Este nivel de nutrientes incorporades a través
de  esta enmienda podria  bioestimular a  les
microorganismos del suela para biodegradar herhicidas. El
objetive de este trabajo fue evaivar ¢l efecio de la
aplicacion de distintas dosis de purines sabre lu
biodegradacion de atrazina. La bicdegradacion de ires dosis
de atrazing se evalud por 8O dias a través de la evolucion
de €O, en sustratos enmendados con dosis cguivalentes o
100, 200 v 300 mil L/Ha de purin. Se observa. gue parz
todos los sustratos v dosis de atraziaa, la biodegradacion
presentt un nivel miximo luego de 20 dias incubacion ¥ en
forma proporcional i la dosis de atrazing aplicada. Por otra

parte. fue posible abservar. gue la aplicacién de purines no
es una condicionante para la biodegradacion de atrazima.
Sin embarge, el mayvor contenido de CO, liberado se
presentd cn los sustratos a los que se les incorpord una
dosis de 200 v 300 mil L/Ha de purin.

Financiamienta: Lahoratorio de Quimica Ambiental.
Universidad de la Frontera. Agradecimientos: Programa de
Dactorado en Ciencias de Recursos Naturales. Universidad
de la Frontera, Temuco, Chile

P53, DIVERSIDAD DE HALOCOCCUS SP.
AISLADOS EN NARINAS DE PARDELA

CENICIENTA (Calonectris diomedea).

Brito-Echeverria J.}!. Anton 1.7, Rossellé-Mora R

'Institwto. Mediterrineo de Estudias Avanzados (CSIC-
UIB). Departamento de Recursos Naturales. Laboratorio de
Microbiologia Marina. Istas Baleares. Espafia, “Division de
Microbiologia, Universidad de Alicante, Alicante, Espafia.
jocelvn brito@nib_es.

Caloreciris diomedea. comvinmente llamada Pardela
Balear es un ave migratoriz marina que habita desde el
Atlintico al Mediterrdneo y gue al igual que otras aves
marinas, pesee en su regian nasal ghindulas de secrecidn de
sales denominadas narings. Durante la prospeccion de una
colonia de Pardela con el fin de evaluar la capacidad
colenizadora de procariotas halafilos sobre estos Grganos,
conseguimos aislar un total de 8 nuevos haldfilos
procedentes de 4 aves distintas,

El estudio taxondmico incluyd el andlisis de ARNr
165, la medida del contenida G+C, hibridaciones ADN-
ADN. el estudio de la diversidad gendémica intragspecifica
{(ERIC. RAPD, RISA, MLST), asi como el amilisis del
fenotipe (pH, tolerancia a NaCl., Mg ¥ pruchas
biogquimicas APIZYM-API2ONE). Los resultados
mostraren gque los # aislados correspondian a Arciaen
afiliadas al género Halococcus, con las especies H.
morrhuae (Klebahn 19191 v H. dombrowskit {Stan-Lotter
2002 como los taxones mas cercanos. Sin embargo, estos
aislados no aparecen como um grupo laxondmico
independiente de las dos especies mas cercanas. Los
arslados. junto con las dos cepas tipe de las especies
cercanas forman un grupo genomico heterogénen con
valores de hibridacion superiores al 50%. A pesar de una
cierta diversidad fenotipica intraespecifica, los resultados
no nos permitieron obtener una propiedad fenotipica
identificativa entre los asslados. comao tampoco alguna
caracteristica gue pudiera discriminarlos de estas dos
especies ya descritas. Nuestros wislados, junto con las dos
especies mads cercanas, deberfan ser considerados coma uni
sela especie al no poder encontrar uwa fenotipo
discrinunativo para cada une de eltos. El presente rabajo
muestry por tanto gue las narinas son un hdbitat para
haloarchaeas del género Halocoecus., Por olra parte,
nuestros resultados panen de manifiesto como las especies
clasificadas basdindose en un solo aislado carccen de
suficiente informacidn sdlida v por lo tanto pueden ser
susceptibles de reclasificacin,

Financiamiento: Ministerio de Educacicn y Ciencia de
Espana
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE P,
alcaligenes ARSENITO-OXIDANTE DESDE
MUESTRAS DE ROCAS VOLCANICAS.
i[solation and caracterigation of P, afcaligencs
arsenite-oxidizing from vocanic rocks)

P54,

Campos V.'. Valenzuela C.', Zuror C.7, Yiiiez 1.7,
Mondaca M.A.

'Depte de Microbiologia, “Depto de Ingenieria Quimica,
*Depto de Quimica analitica. Universidad de Concepeidn,
Chile.

veampos @ udec ¢l

El arsénico es un semimetz]l altamente toxwo y estd
presente en concentraciones significativas en rocas, suelo,
apua. minerales v el aire. La oxidacion del As (I a As
(W) estd descrita como un mecanismo de detoxificacion. en
L que interviene und proteina periplismica encargada de la
oxidacion. El abjetiva del trabajo fue aislar ¥ caracterizar
una cepa bacteriana arsemito-oxidante desde rocas
volcanicas. Las rocas fueron cultivadas en un medio
minere] adicionado con arsenito {500 ug/ml) durante 7 dias
a temperatura amhiente. La cepa con mayor nivel de
tolerancia a arsenito fue seleccinnada e identificada
mediante el sistema Rapid™ NF plos, La capacidad de
oxidar arsénico foe reslizada mediante ensavos con nitrato
de plata, HPLC-HG-ASS y la deteccién de genes aox.
mediante RT-PCR. La cepa aislada fue identificada como
P. alcaligenes. capaz de tolerar concentraciones mayores
de & mM de As(Il). Los anilisis mediante RT-PCR
demuestran la presencia de genes sox. gue codifica para
una enzima oxidante que cataliza la oxidacién de As(IID a
AsiV), Los andlisis cromatogrificos demostraron que la
cepa fue capaz de oxidar el §7% de Asi(Ill), en 24 h de
incubacion. La capacidad de oxidar arsenito puede ser una
alternativa para tratamiento de aguas contaminadas con el
metalorde.

FONDECYT 1050088

SELECCION DE UN RESIDUO
AGROINDUSTRIAL PARA LA
INMOVILIZACION DE Anthracophyllum
discolor Y st APLICACION EN
BIORREMEDIACION DE SUELOS, (Sclection
of an agroindustrial waste to the inmovilization of
Anthracophvifum discolor and its application in
soils bioremediation)

Cea M., Donoso C.1. Tortella G 2. Diez M.C.!

'Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de La
Frontera. “Dactorado en Ciencias de Recurses Naturales.,
Universidud de La Fromters. Temuco, Chile.

Lz bicaumentacion se ha empleado para la remocidn de
cantaminantes en svelos wtilizando microorganismos fibres
o mmovitizados. El objetivo fue seleccionar un residuo
agroindustrial para la mmovilizacidn de Anthracopiylivm

discolor para su uso en remediacidn de suelos, Se utilizd
rastraojo de trigo picado (RTP) v entero IRTE}, aserrin (A).
trozos de celulosa (C1 v viruta (V) v se colocaren sobre
agar extracto de malta al 2%. Sobre cada residuo, sc
inoculd Aathracophyllion discelor v se evalud el
crecimiento del hengo. Los sustratos RTP, RTE ¥ € fueron
rapidamente colonizados mieniras V fue el menos mvadida.
Posteriormente, ¢l hongo inmovilizado fue colocado en
contacto con el suclo sin contaminanie v se midieron
actividades manganeso peroxidasa (MnP). lacasa (LaC) ¥
manganeso independiente peroxidasa {MniP) observindose
una mavor actividad cuando fueren wilizados RTP v RTE,
con mayor produccién de MnP. En ensayos con hongo
inmovilizado en RTE y seelo con pentaclorofenct (390 mg/
kgl fa actividad enzimdtica aumentd significativamente
siendo 168 y 73 wveces superior para MnP y MniP,
respectivamente, la actividad LaC permanecio constante.

Agradecimientos: Fondecyt N*1050614 v Fundacion Andes
Cl14055-28

P36. GENES DE VIRULENCIA EN Aeromonas spp.
AISLADAS DEL RIO LOA, II REGION,
CHILE. (Virulence genes in Aeromonas spp

isolated from Loa niver, 11 Region of Chile:

Cortés L' Araya J.2. Silva Avalos J.2
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Ciencias de la Salud. Universidad de Antofagasta.
Departamento de Teenologia Médica-INDES. Universidad
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En este dltimo tiempo se ha reconocido diversos genes
de virulencia en cepas de Aeromonas spp aisladas del
ambiente haospitalario. sin embargo es escasz la
informacian sobre factares de virulencia en cepas
ambientales. Se investigd la presencia de genes de
virulenciz en cepas de Aeromonas spp. aisladas del rio Loa.
En este estudio, se incluveron 40 cepas (35 aisladas del rie
Loa ¥ 5 de muestras clinicas) que fueron identificadas per
pruebas bioguimicas. Los genes de virulencia fueron
detectados por PCR. Se identificaron 4 especies; A.
Hudropiila. A. sobria. A. caviae v A. schuberti. En lodas
las especies de Aeromenas se detecto la presenciz de los
genes aerd (hemolisinal. fip (lipasa), GCTA (fosfolipido-
colesterol-acvltransferasa), Afed {serina proteasal ¥ dny
(nucleasa extracelulary. En las especies de ambos tipos de
wislamientos se detectaron los mismos genes de virulencia.
Se concluye que las cepas de oripen ambiental presentan
ung carga genética de factores de virulencia similar a las
cepas de origen clinico. sugiriendn por lo tanto gue el
ambiente acudlico es un reservorio de cepas de Aeromonas
spp con posible capacidad patogénica vy pueden constituir
un peligro para la safud publica,

Financiado por Provecto PROIM 1357, Direccion de
Investigacidn, U. de Antofagasta
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P57. INCIDENCIA DE ENTEROCOCCUS spp.
ANTIBIOTICO-RESISTENTES EN AGUAS
DEL ESTUARIO DE BAHIA BLANCA.
ARGENTINA. (lncidence of antibiotic-resistant
Enterococcus spp. in estuarine waters, Argentina)

Selzer P.. Baldini M.

Dpto. de Biologia. Bioguimica v Farmacia, Universidad
Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina.
mbaldini®@criba.edu.ar

La llegada al ambiente de bacterias antibidtico-
resistentes (AR) compromete su calidad higiénico sanitaria,
Esto se debe a Iz seleccidn gue se realiza desde Iz
introduccion de los mismos en la terapia y prevencion de
infecciones en el hombre ¥ animales. El caso de los
SALCFOCOCOS €5 prescupanie por su resistencia a condiciones
ambientales inhdspitas. su presencia en ¢l intestino de casi
todes los animales ¥ su importancia come productor de
infecciones intrahospitalarias. El objetiva del trabajo fue
establecer el rol de los efluentes cloacales crudos de Bahia
Blanca, en la dispersién de cepas AR en el ambiente, Se
recolectaron muestras entre abril de 2005 v mavo de 2006,
Se sembraron en medio KF (Biokar), 48 h a 33"C. Se
tipificaron bioguimicamente 1 cepas. Se aplicé la téenica
de difusion en agar psando los antibidticos: Yancomicina
{Van 30 pe). Genamicina (GenH 120 pg). Estreptomicina
(StrH 300 wg), Imipenem (Im 10pgi. Tewcoplanina (T 30
ug) ¥y Ampiciling (Am 10 pg). E. faecalis ¥ faecium fueren
las especies mds recuperadas (34%), coincidiendo con su
prevalencia en el intestino humano v de anmimales, Se
detectd un 2% de resistencia a la GenH. 2% SuH, 1% al
Im. No se hallaron cepas con resistencia a la Van, a la T m
a la Am. ni con resistencias miltiples. Se sugiere la
vigilancia epidemioldgica para prevenir la aparicién v
diseminacion de cepas AR,

PSE.  AISLAMIENTO DE HONGOS DEGRADADORES
DE HIDROCAREBUROS DE SEDIMENTOS DEL
ESTUARIO DE BAHIA BLANCA, ARGENTINA.
{Isolation of hydrocarbon-degrading fungal strains from
sediments of Bahia Blanca Estuary, Argentina)

Bianchinowi V. . Cubitto M.A Y. Gentili A'

'Dpto. Biologia, Bioguimica v Farmacia. Universidad
Nacional del Swr. San Juan 670, 8004 Bahia Blanca.
ICERZOS-CONICET . Bahia Blanca. Argenting.

vhignchi@ uns edu ar

El objetive de este trabajo fue identificar Jos hongos
presentes en sedimentos superficiales del estoario de Bahia
Blanca con capacidad de utilizar hidrocarburos como tnica
fuente de carbone ¥ energia. a fin de considerar su
aplicacion en el desarrollo de inoculantes para lz
biorremediacién de ambientes costeros de la regidn, Se

-

realizaron 3 muestreos en 4 sitios del canal principal

afectados por actividad portuaria e industrial, Las muestras
fueron analizadas mediante: a) siembra directa de alicuotas
de sedimento en medio sohido v bl enriquecimiento en
medio liguide y posterior mislamiento. En ambos casos se
utilizaron medies minerales con 0,05% de cloranfenicol ¥
petralen crudo como anica fuente de carbono v energie,
Todas las mcubaciones se realizaren a 25°C, La capacidad
de wtilizar hidrocarburos fue conlirmada por repigues
sucesivos a medios con petrdleo crudo ¥ kerosén como
Gnica fuente de carbono, Las cepas fueron identificadas por
ses caracteristicas morfologicas. Las especies flngicas que
demaostraron la capacidad de crecer a expensas de
hidrocarbures fueron Acremonium sp.. Aspergillins wstus ¥
Paecylomyces lifacinus. La aparicién de estas especies fue
consistente en todos los sitios ¥ muestreos realizados.

Financiamiento: SECYT-UNS (PGI 24/B115)

BIORREMEDIACION DE UN SUELO
CONTAMINADO CON PETROLEO CRUDO
POR BIOAUMENTACION CON UN
INOCULANTE BACTERIANO FORMULADO
CON QUITINA. (Bioremediation of a crude wil
polluted soil by bioangmentation with a bacterial
inoculant formulated with chitin)
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La biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos mediante bioaumentacidn es ambigua debida
a la escasa supervivencia de los microorganismos
moculados en el ambiente natural. El objetivo de este
estudio tue evaluar el efecto sobre la biorremediacion de
suclos de un inoculante desarrollado en nuestro laboratorio.
Este se formuld con upa cepa bacteriana autdéctona
degradadora de hidrocarburns, inmovilizada sohre escamas
de quitina obtenidas a partir de residuos pesqueros. El
ensavo se realizd en microcosmos de seelo con el agregado
de 4% de petrdlen crudo, simulando un landfarming. Se
prepararon: @) blancos: sin contaminar ¥ sin inocular; bl
controdes: contaminados, sin inocular ¥ ¢) bioaumentados:
contaminados v con 1.25% de noeculanle. Se tomaron
muestras periodicamente, sobre las gque se efectuaron
aislamientos. recuentos de bacterias hidrocarburoliticas
INMP) ¥ concentracion de hidrocarburos totales (HT)
mediante extraccion hexdnica. Luego de 90 dias se abservo
la supervivencia de la cepa inoculads y la reduccion del
40% de HT en los microcosmos inoculados v del 26% en
los controles. Ello demuestra gue el tratamiento aplicado
favarecid la biormemediacion.

Financiamiento; SECYT- UNS (PGI 22/B115)
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POTENCIAL DE DEGRADACIQN DE
H]DRD‘_CARBURDS AROMATICOS
POLICICLICOS (HAP} DE SEDIMENTOS
MARINOS DE LA PATAGONIA ARGENTINA,
{pah-degrading potential of marine sediments from
4rgentine patagania)

Pad.
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'PROIMI-CONICET (Planta Piloto de Procesos
Industrizles Microbioldgicos). S M de Tucumain.
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Los HAPs son un grupo de compuestas gue cansisten
en dos o mas anillos aromdticos fusionados. Alcanzan
ambiecntes marmnos a causa de derrames accidentales de
hidrocarburas v descarga de desechos industriales. Se
CAFRCISIIZAN POF SET persistentes. cilotGRicos. genotdnicos ¥
carcinogénicos. En este trabajo se evalud la capacidad de
las comunidades bacterianas naturales presentes en
distintos sitios de la costa patagdnica argentina de degradar
HAPs (naftaleno y femantrenol. Para ello se formulé un
medie minimo (MMYE) usando algune de esos compuestos
como dnica fuente de carbono y energia. El indeulo
utilizado Tue el sedimento intermareal de los distintos sitios
de muestreo, Los cultivos se incubaron con agitacidn en
ascuridad durante 13 dias a 20 “C. Se hicieron repigues en
placa con el fin de aislar cepas degradadoras y se extrajo ¢l
DNA totul de los coltivos para comparar los grupos
bacterianos predominantes mediante DGGE, Intentando
identificar wias catabolicas conocidas para estos
compuestos se ensayaron reacciones de PCR usando
primers degenerados destinados a amplificar ¢l gen de Ia
catecal 2.3 dioxigenasa y de la subunidad alfa de la
nafrtalena dioxigenasa y fue posible obtener
amplificaciones positivas en los disitintos enriguecimientos
por lo gque confirmamos la presencia de bucterias capaces
de degradar HAPs,

FORMULACION DE BIOPESTICIDAS PARA
COMBATIR LAS ENFERMEDADES DE La
PAPA PRODUCIDAS POR Rhizoctonia solana.
{Formulation of biopesticides to biocontrol potato
diseases caused by Rbizoctonia solani)

P6l.

Aguila P Costa M2 Ciampi L.". Figueroa, 1.*

"Tesista egresada carrera de Bioguimice. Universidad
Austral de Chile, Valdivia, Chile. *Institute de Ciencia y
Tecnologiz de los Alimentes. ICYTAL, Universidad
Austral de Chile, Valdivia, Chile. *Institnte Produccidn y
Sanidad Vegetal, Universidad Austral de Chile, Valdivia,
Chile. “Institute de Bioguimica, Universidad Austral de
Chile. Valdivia. Chile.

patriciaaguilat@ gmail com

La cepa F3, fue wilizada como agente de biocontrol de
Riizocrenic selani, honge gue afecta severamente al
cultive de la papa (Selanum tuberoswm). limitando su

calidad comercial. F3 fue aislada en la UACH, desde una
muestra extraida del ambiente natural en Valdivia. Se
identificd mediante pruebas bioguimicas que pertenece al
género Bacilfus y confirméandose, con vso de galerfas API
CHBS0 que corresponde en un 82 8% a Bacillus subtilis v
en un 16.7% a Bacilles amyloliguefaciens.

Con la finalidad de formular un biopesticida, se
determinaron cinéticas de crecimiento de F3 en medios
liguidos v de Ta actividad antagonista, Se produjeron
cantidades suficientes para su aplicacian en el campo y se
aislo ¥ purificéd parcialmente un metabolito secundario que
evidencid accidn amtagénica. La purificacion parcial se
logrd mediante una serie escalonada de olirafiliraciones y
diafiltraciones. tomando como pardmetros la concentracion
de proteinas v la actividad anmtagonista; finalmente se
estima el PM mediante PAGE Tris-tricina.

Tesis financiada por PROYECTO FONDEF D031 1140

P62. EVALUACION DEL Sulfolobus metallicus EN
LA BIOXIDACION DE H,;S GASEO0SO.
tAssessment of Swlfelobas merallicus in the
bioxidation of gaseous H-S)

Aroca G., Gentina J.C.. Lemus M., Arancibia J.

Escuela de Ingenieria Bioguimica, Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso. Valparaiso. Chile.
garoca@ pev.cl

El H.S es un contaminante presente en emanaciones
gaseosas de diferentes industrias, lo que genera la
necesidad de removerla, La biofiltracidn es una tecnologia
basada en la actividad celular, vilida para la eliminacidn de
este contaminante. Una limitacion la constituve el uso de
temperaturas mesiéfilas de operacidn, obligande el
enfrismiento de los gases antes de su tratamiento, En este
trabajo se evalida la altermativa de utilizar una arquea
hipertermafila quimiolitoautotrdfica azufre oxidante. con el
propésito de reducir la exigencia de enfriamiento de los
Lases.

Se uwsaron matraces sellados, con medio basal 9K sin
fuente de energia v una atmdsfera presurizada de aire v
CO,, pH imicial 2,5 v 70°C. Se irocularon 3 juegos de
matraces duplicades conteniendo el primero 5% v H,S fg).
el segundo 87 ¥ el tercero H;S (g). Se prepararon dos
hlancos duplicados conteniendo uno §° y H;S. ¥ el otro H,S
snlamente. Lua concentracidn inicial de H.S5 en la fase
gaseosa se encontraba en el range de 1015 v 1473 ppm,.
Luego de 24 horas de cultivo se observé la completa
remocion del H:S gaseoso en los matraces inoculados., una
disminucién del pH en el medio liquido, ¢l aumento en el
recuento de células v el incremento de la concentracion de
sulfato. La remocién en los matraces blanco (sin indculo)
no supero ¢l 35 %, por lo que se concluye que el 5.
metallicay tiene la capacidad de bioxidacién de H:S
Lase0s0.
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P63. EFECTO INHIBITORIO DE  ALTAS
DENSIDADES DE PULPA EN LA CAPACIDAD
BIOLIXIVIANTE DE Suifolobus metallicus.
{Inhibitory effect of high pulp densities on the
bioleaching capacity of Swifolobus merallicus)

Astudillo C.. Genzélez P, Gentina 1.C., Acevedo F.

Escuela de Ingenieria Biogquimica, PP Universidad Catélica
de Valparaiso., Valparaiso, Chile.
facevedo® ucy ¢l

Es sabido gue la actividad de los microorganismos
lixiviantes es inhibida por altas densidades de pulpa. Se
han citado diversas causas para ello: dano mecdnico,
msuficiente adaptacidn de la poblacion. estrés metabdélico y
fimitacidn por nuirientes. En un intento para discriminar
entre ellas, se llevaron a cabo experiencias en matriaces
agitados v en reactor de 3 litros con Sulfolobus metallicus v
un concentrado aurifero con 38% pirita. 16% enargita. 11%
calcopirita y 11% cobre gris con tamaie de particula entre
38 v 75 mm a 70°C ¥ pH inicial 1.8, Las densidades de
pulpa (dp) fueren 5. 10, 15, 20, 25 v 30% piv. La razon
Fe®*/Fe* se usd come indicador de inhibicidn,
correspondiende un valor 0 indicativo a plena capacidad
oxidativa, El Fe y Fe total fueron determinados por el
métado de la o-fenantrolina.

En matraces se ohtuva vator O de la razon para 5 v 10%
dp ¥ 040 v 1,18 para 15 v 30% dp. Dada que la agitacion
fue suave, estos resultados apunian a estrés o limitacidn por
nutriente coma posinles causas, En reactor se obtuvieron
vilores (0 de fa razén hasta 23% dp, Se concluye gue la
limitacién por ©, o CO; es la posible causa de la
inhibictdn. dado gue los cultivas fueron inoculados con
células adaptadas o 30% p/v y gue ¢l reactor presenta una
mayor capacidad de transferenciz de gases que los
malraces.

Este trabajo es parte del provecto FONDECYT 1020768

EFECTO DE LAS LIMITACIONES POR
FUENTE DE ENERGIA Y DE CARBONO
SOBRE PARAMETROS METABOLICOS DEL
CULTIVO CONTINUO DE Lepiospirillum
ferrooxidans. (Effect of the energy and carbon
source limitations on metabolic parameters of the
continuous  cultivation  of Leprospiriiium
Ferrooxidans).

Phd.

Bastias M.', Gentina 1.C.!

"Escuela de Ingenieria Broguimica. Pontificia Universidad
Catélica de Valparaise Valparaiso, Chile,

marcela pazrb@gmail.com

L. ferroexidans tiene importancia industrial al
participar en proceses de bialixiviacion de minerales. Al
ser gquimiohitoautotrdfico. sus fuentes de carbono vy de
energia son independientes. En este trabajo se cuantifica
por separado en un quimiostate. el efecto del crecimiento
limitado por una ¥ otra fuente (COy y Fed ), sobre
parimetros metabdlicos de la célula.

Las experiencias se realizaron en reactor de 1.25 L de
medio @ 33.5°C ¥ pH 1.8, Se usé medio KJ v se operd a
tasa de dilucion de 0.04 h''. 300 rpm v 2 vwm. Utilizando
selo aire se establecié que las células sufren doble
limitacidn, por carbono v energia. Para las condiciones de
operacian s¢ determind que estas limitaciones se [iberan
separadamente al eariquecer el aire con 4% de CO, v al
duplicar la concentracion de Fe?* en la alimentacian,

El rendimiento tedrice miximo de la fuente de energia
(Yt ¥ el coeficiente de mantencidon (m) cambian de
TL5*10°% a 21.9%107 geellgFe® v de 1,23 a 0,11 gFe¥
geelh al cambiar la limitacion de carbono a energia
respectivamente. Bajo doble limitacidn, el Yy qes 6.0% 11
geel/gFe® ¥ moes 2,48 gFe®iacel-h.

La bacteria se ve afectada de distinta forma
dependiendo cual es la fuente limitanie y crece mejor
cuanda na es limitada por lz fuente de carbona,

P63. HONGOS FILAMENTOSOS DEL ECOSISTEMA
DE LAS YUNGAS: POTENCIAL PARA
PRODUCIR ESTATINAS Y ENZIMAS PROTEO-
FIBRINOLITICAS. (Filamentous fungi from Las
Yungas ecosystem: Potential for prodoction of statns
and proteo-fibrinolytic enzvmes)

Cabral M.E.", Ravati I.I.'. Figueroa L.1.C.' 2, Farifia J.1.

[PROIMI-CONICET. Av. Belgrano y Caseros
(T4001MVB1 Tucuman. Argentina. “Microbiologia
Superior, UNT, Tucumdn. Argentina.

jifarina@ yahoo.com

El objetive de este trabajo fue la seleccion de honges
productores de estatinas (agentes hipocolesterolémicos) y'o
enzimes proteo-fibrinoliticas, La produccidn v extraccidn
de estatinas se realizo a partir de cultivos en medio scéhdo.
Previa extraccion con acetato de etilo. éstas fueron
detectadas por TLC v por formacian de halos de inhibicién
en céspedes de §. cereviviae ¥y C. wilis. Para enzimas
protenliticas. # partir de cultivas en medio sélido, se
obhtevo el  sobrenadante por  congelamientn ¥
centrifugacion, y se estudié la Formacion de hales de
clarificacion en placas de agar leche al 1%, La actividad
fibrinolitica fue testeads en placas de fibrina. La
metodologia desarrollada permitié poner de manifiesto, de
modo sencillo. con bajos costos. v suficiente sensibilidad,
la produccién de ambes compuestos, La deteccian de
estatinas mostrd ser ripida: | h por TLC v 12 h en ensavos
in vive con céspedes de levaduras. Para proteasas. fos halos
fueran detectados a las 2 h ¥ mostraron marcadas
diferencias entre los hongos cnsayados. Un nimero
significative de especies fungicas, seleccionadas a partir de
un ecosistema escasamente estudiado en su diversidad
microbiolagica, serd utibizado asi para la produceian,
recuperacion y caracterizacion de enmpuesins bioactivos
con alto valor agregado.

Subsidios: PICT [4496/03 BID 1728:0C-AR. CIUNT D-
311, PIP6202



POSTERS 87

Pe6.  EFECTO DE Serratia sp. SOBRE CRECIMIENTO
DE Phasmarhabditis hermaphrodita INEMATODA)
EN BIORREACTOR. (Effect of Serrata sp.on the
growth of Phasmarhabedris hevmaphradite (Nematoda)
in bioreactor)

Canales C.'*, Barra P.), Nancuches 1.5, Oyarzin P2,
Reves M.!. Frias 1. Zemelman R.2, France A*

! Universidad San Sebustidn, Concepeidn. Chile. 2 Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Concepeidn, Universidad
Arture Prat. ' Centro de Investigacién Hombre en el
Desierto. Departamento de Agricultura del Desierta,
Universidad Arsturo Prat. * Instituto de Investigaciones
Agropecuarias. INIA-Quilamapu, Chillan,

ceanales @ uss ol

Phasmarkabdizis hermaphrodita se cultiva en medio
liguide ¢n biorreactor para su masificacion v uso en el
contral bioldgico de la babosa gris. El efecto molusquicida
se debe a bacterias simbiontes transportadas par el
nemitodo v liberadas en el interior de la babosa. En este
trabajo se caracterizd un bacilo Gram negativo aislado del
tracto digestive del nemiétodo v se evalud su efecto sebre el
crecimiente de P hermaphivadita en biorreactor. La cepa se
identifica a mivel de género mediante pruchas bioguimicas.
El neméwdo se cultivd en caldo nutritivo en un hiorreactor
de tangue agitado Biotron de 3 L, con aireacian ¥ agitacion
1200 rpm). Se cuantificd el crecimiente del nemdtedo con v
sin cultivo bacteriano. La bacteria correspondic a una cepa
de una especie del género Serraria ¥ su presencia redujo la
fuse lag del nemitede desde 7 a | dia, y aumentd su
crecimiento desde 35,000 nem/mL hasta [30.000 nem /mL.
La productividad del sistema fue favorecida por Serratia en
las condiciones del ensayo.

Agradecimientos a INNOVA-Biobio {Provecto 03-B1-207
Lt

P67, FORTALECIMIENTO DE POBLACIONES
AMONIO OXIDANTES EN UN REACTOR DE
BIOPELICULA DE DISCOS ROTATORIOS
NITRIFICANTE, (Improvement of ammonia-
oxidizing bacteria populations in a nitrifying
biofilm rotating disk reactor)

Ciudad G.. Rodrigo G., Bornhadre C.. Antileo C.

Universidad de La Frontera.

Estudios tendientes a optimizar la remocion biolagica
de nitrégena, a través de nileificacion via niteite, fueron
realizados en un reactor de biopelicula nitrificante, El
objetivo de este trabajo fue desarrollar una estrategia de
operacion discontinua en un reactor de disco rotatorio
(RDR) nitrificante para fortalecer las poblaciones de
bacterias amonio oxidantes (BAO).

Se utilizé un reactor RDR de 8 L. El disco del reactor
se mantuve totalmente sumergido. Por aproximadamente
270 d ef reactor se alimentd mediante ciclos discontinuos,
con un cffuente sintético (130 mg N-NH4+/L). Durante
cada ciclo se midid ¥ cantrold en linea el oxigeno v el pH,
en rangos de (L6-50 mg O2L y 7.5-8.5, respectivamente.
Mediante estas condiciones se buscd limitar ¢ inhibir la
actividad de las bacterias nitrito oxidantes (BNO) v
fortalecer las peblaciones de BAO, La composicion
hacteriana se estudio mediante ARN6s,

Se realizaron 81 ciclos discontinuos. Mediante la
aperacion discontinug de un RDR se abtuvo una baja
actividad de BNO & todas las condiciones, sin embirgo la
actividad de BAO dependié fuertemente de la
concentracion de DO. Los andlisis microbioldgicos
indicaron gue los rangoes de pH y OD usados. pudieron
incidir significativamenie en la composicion bacteriana de
Iz biopelicula, en que predominaron las BAQ por sobre lag
BNO.

Este trabajo fue financiado por el proyecto Fondecwt
1030317

EVALUACION DE LA PRODUCTIVIDAD DE
AGAR OBTENIDO A PARTIR DE Gracilaria
verrucesa. (Productivity evaluation of agar
obtemned from Gracilaria verrucosa)

PGS,

Dulce M_', Montilla F.!, Trespalacios R.A,, Quevedo B.2,
Carrascal AK.°, Mercado M.!

'Grupo de enfermedades infecciosas. Pontificia
Universidad Javeriana, *Grupo de Biotecnologia Ambiental
e Industrial. Pontificia Universidad Javeriana. Bogotd,
Colombia.

alba trespalacios@ javeriana.edu.co

El agar-agar obtenide a partir de Gracifaria verrucosa,
utilizando tratamiento alcalino fue uwtilizado como base
pard a&gar nutritive v so productividad fue determinada
mediante el mérodo ecométrico utilizando 23 especies
bacterianas, de las cuales Safmonella enrerividis.
Salmonella typhimurium, Salmonella cheleraesais y
Morganella morganii no tuvieron una recuperacion
satisfactoria en el medio prueba v en fos controles fagares
comercizles). los resultados del ICR iindice de crecimiento
relativa) mostraron gque el agar nutritivo base Gracilaria
verracosa se comportd igual o mejor que los controles
comerciales.

Financiacién: Banco de la Repiblica v Poatificia
Universidad Javeriana. Proyecto 1373
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P69, EFECTO DE BAJAS TEMPERATURAS SOBRE
EL METABOLISMO DE CELULAS CHO
CULTIVADAS EN DIFERENTES FUENTES DE
CARBONO Y ENERGIA. (Effect of low
temperatures on metabolism of CHO cells cultured
on different carbon and energy sources)

Paredes 1.7, Vergara M., Altamirano C.!

Escuela de Ingenieria Bioguimica. P. Universidad Catdlica
de Valparaiso. Av. Brasil 2147, Valparaiso. Chile.
claudia_altamirane@ ucv.cl

Los coltivos de células mamiferas han sido
ampliamente usados para la produccidn de proteinas
ccombinantes de uso terapéutico, debido a su capacidad de
realizar complejas modificaciones post-traduccionales. Sin
emhbargo, dada la alta complejidad de estos sistemas, el
conocimiento acerca de los procesos metabdlicos ¥ los
mecanismos mediante los cuales diversas variables afectan
la produccidn son aun escasos, Dentro de las numerosas
estrategias dirigidas a la mejora de tales procesos esti: el
uso de bajas temperaturas durante la fase productiva y el
uso de sustratos alternativos a la glucosa y/o glutamina.

El objetiva del presente trabajo fue analizar de forma
simultdnea ambas aproximaciones. Para elle se realizié una
serie de cultivos por lote de células CHO cultivadas a
diferentes tempersaturas (377, 347 32°% » 307 y
spstituvendo Ja glucosa yio la glutaming por galaciosa v'o
glutamato. respectivamente, réalizando un total de 16
cultivos. En todos los casos el uso de bajas temperaturas
provocd una disminucion de la velocidad especifica de
crecimiemo, de las velocidades especificas de cansumo de
las fuentes de carbono v energia v de las velocidades
especificas de produccidn de lactato v amonio ¥ un
sumento de Ja velocidad especifica de produccitn de la
proteina de interés, A 37°C v con el par glucosa-glutamato
s¢ observa la mds alta produccion de la proteina de interés
v un comportamiento metahdlico mejorado respecto a la
situacion glucose-glutamina. Sin embargo, a 30°C lu mejor
preduccidn se obtiene con el par glucosa-glutamina.

P70. CARACTERIZACION FISIOLOGICA Y
BIOQUIMICA DE STREPTOMYCES F4
RESISTENTE A CADMIO. (Physiological and
hiochemical characterization of cadmium resistant
strain Serepromyees F4}

Sidieriz Louis M.!' Kothe E.*. Abate C.M.'24

'Planta Piloto de Procesos Industriales y Microbioldgicos
(PROIMI), *Fac, de Biegea, Qea v Feial y “Fac. Cs, Nat
UNT, Tucumdn. Argentina, 'Friedrich-Schiller-Universitit,
Institut {_r Mikrobiologie, Mikrebielle Phytopathologie.
Jena. Alemania.

cabate @ proimi.org.ar

La cepa de Strepromivees Fd resistente a cadmio fue
previamente aislada de una ex mina de uranio. en Turingia,
Alemania, Este microorganismo fue capaz de absorber el

47% de Cd >~ de un medio de cultivo minimo adicionado de
8 mg L' de Cd™. duramte siete dias de incubacion. El
objetivo de este trabaje fee caracterizar bioguimica y
moerfolégicamente la cepa de Srrepronpvees F4 v demostrar
su capacidad de acumular cadmio,

Los ensayos fiswologicos v bioguimicos demostraron
que la cepa en estudio es resistente a concentraciones de
7.5% de NaCl y 100 ug /ml de lisozima, y no produce
melanina, Asimismo se determing la tolerancia a distintos
pH. asimilacion de carbohidratos (APl vy actividades
enziméticas tales como estearasas. fosfatasa dcida y
lipasas., Los estudios de microscopia electrénica de
transmision permitieron poner en evidencia la presencia de
Cd > a nivel intracelular, al observarse grinulos
electrodensos distribuidos por todo el citoplasma,

Los resultados obtenidos en base a la caracterizacian
fisioldgica y bioguimica contribuyen a afirmar la hipdtesis
que lz cepe F4 puede ser utilizads en la biorremediacién de
ambientes extremos contaminados con Cd 2+,

CARACTERIZACION PROTEOMICA DE
Shewanella sp GS5. (Proteomic characterization af
Shewanella sp. G3)

P71,

Cristéhal H A ', Schmidt A2, Khote E2, Breccia J.', Abate
C.M! 4

'PROIMI - CONICET. ** Fac. de Bqca, Qea y Feia y Fac.
de Cs. Nat, UNT. Tueumin, Argentina_ “Friedrich-Schiller-
Universitit, Institut f_r Mikrobiologie. Mikrobielle
Phytopathologie. Jena, Alemania,

cabate @ proimi.org.ar

A diferencia del genoma. el proteema presenta una
variabilidad estructural v funcional gue depende del
organismo y de las condiciones ambientales. El andlisis de
dicha variabilidad es de gran interés. debido a que estd
asociada tanto al funcienamiento normal del organismo
como a las adaptaciones impuestas por el estress del medie
ambiente. La protedmica moderna presenta 3 disciplinas:
elecuroforesis bidimensional (E2D), espectrometria de
masas (EM) v buoinformatica. El ohjetivo de presente
trabajo fue determinar el patrén proteico expresado por la
bacteria psicrotolerante Shewanelfa sp. G5 en condiciones
normales v de estimulacidn por celobiosa y glucosa
Mediante zyvmogramas se determind que la cepa GS
presenta actividad beta-glucosidasa frio-activa; el gen
codificante de dicha actividad fue amplificado por PCR
(2000 ph) v posteriormente secuenciado. A partir de
extracto libre de células se realizé un ensavo de EZD en
diferentes condiciones de crecimiento obteniéndose
distintos perfiles proteicos, Los resultados obtenidos en los
ensayos de E2D permitieron establecer, en la cepa
Shewanella. sp. G5, patrones de diferenciacion proteicos en
las distintas condiciones ensavadas como asi también la
identificacidn de las proteinas mediante EM ¥ del gen
codificante de la actividad beta-glucosidasa.
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P72. EVALUACION DE DOS  PRUEBAS
COMERCIALES PARA EL
SERODIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS
PULMONAR. (Evaluation of two commercial tests
for the serodiagrosis of pulmoenary tuberculosis)

D" Alessandro A.. Bello T., de Waard I.H.

Instituto de Biomedicina. Laboratorio de Tuberculosis,
Caracas. Venezuela.
teresitebego®@hotmail com

Se evaluaran 2 pruebas seroldgicas, PATHOZYME-TB
complex plus (Prueba 1} y PATHOZYME-MYCO 1gG
(Prueba 2}, empleando muestras de suero de 20 pacientes
con teberculosis activa, De ellos, 13 resultaron BRK+/
Cultivo+ y 7 sélo Cultivo+, La sensibilidad de los ensayos
fue de S0% (10/20) con Prugba 1 y RBO% (16/20) con Prusba
2. Se emplearon sueros de 2 grupos contral para determinar
la especificidad de las pruebas: un grupo de 20 personas
sanas, vacunadas con BCG v PPD+; y otro grupo de 20
pacientes SRI, PPD+ ¥ con resultado de 2 cultivos
negativos. En base @ los resultados combinados de los 40
suerns control, las especificidades para ambas pruchas
fueren de 95% v 80%. Con uwna prevalencia de TBC
pulmonar de 10% entre los pacientes SRI de este estudio, el
VPP para amhos ensayos fue de 92% v BO%. mientras que
¢l WPN fue de 68% y 8304%. En ¢l mismo grupo de estudio,
el BK tevo un VPP de 100% v un VPN de 97%. Se
concluyd que el BK es una mejor herramienta diagnéstica
para descartar TBC. Sin embargo. debido al alto VPN y
VPP de las pruchas evaluadas. éstas pueden resultar sitiles
como prugbas complementanias para excluir o confirmar la
enfermedad en determinados pacientes SRI, BK negativo.
con moderada a alta sospecha clinica de TBC activa.

Fuente de financiamiento: Provecto VEN/MOG/DOOZ, linea
presupucstaria 02 1-034

P73. BACILOSCOPIA POSITIVA DESPUES DEL
CUMPLIMIENTO DEL TRATAMIENTO
ANTITUBERCULOSO NO ES SIEMPRE
RESISTENCIA. (Smear positive after compliance
af tuberculosis therapy 1s not always resistance)

D" Alessandre A", Bello T.'. Mogollon C. %, de Waard
1LH

Hnstitote de Biomedicina. Seccion de Tuberculosis.
*Medicina [nterna, Hospital Vargas, Caracas, Yenezueia.
teresitabego@hotmail.com

Seain programas de control de ia TBC. se considera
fracaso del tratamiento antituberculose cuando. finalizado
el mismo, persisten 2 BK+, siendo necesario en este
momento iniciar un tratamiento hospitalario con drogas
alternativas. Describimos el caso clinico de un paciente
masculine, VIH -, con TBC pualmonar gue tras recibir y
completar correctamente ¢l tratamiento por 6 meses.

continuaba siendo BK+. El paciente estaba asintomitico ¥y
con ¢l pese corporal recuperado, Se continug 3 meses
adicionales con ¢! tratamiento v se tomaron muestras de
esputo. BK+, para estudios de resistencia, Después de 9
meses con guimioterapia, a pesar del resultado positivo
persistente del BK, ¢! tratamiento fue suspendido, porque
ninguna muestra resultd positiva por coltivo, indicando
bacilos no viables. Concluimos gue un BK+ después del
tratamiento no siempre indica su fracaso. Proponemos un
esquempa para la evaluacion de estos pacientes antes de
saspechar de resistencia y cambiar o prolongar el
tratamiento: que toma en cuenta el cumplimiento del
tratamiento, la gravedad de la enfermedad al ser
diagnosticada y la clinica del paciente al finalizar el
mismo,

Fuente de financiamiento: Provecto VENMG/00Z. linea
presupuestaria 02 1-034

P74. EVALUACION DE LA DETECCION DE M.
TUBERCULOSIS POR P(;R EN CINCO
LABORATORIOS DE AMERICA LATINA,
{Evaluation of the detection of M. tubercudosiy with
PCR in five laboratories in Latin America)

Maes M.', Correa R2. Calderén R.5, Rivas-Santiago B,
Rodriguer C.5, de Waard J.H.*

Instituto de Biomedicina. Caracas, Veneruela. ‘MIDA.
Panami, Panamd. *INS. Lima. Peri. *INER, México DF,
México SUANTOF, Antofagasta. Chile,

mailismises® gmail . com

La PCR es muy urilizada para el diagndsuco de TBC.
Sin embargo. se ha demostrado que la sensibilidad (S) v la
especificidad (E) enire los laboratorios varia, por ello es
importante realizar un control de calidad para implementar
PCR en ¢l diagndstico. Para determinar § v E en la
deteccion de M. tuberculosis por PCR v establecer ¢l
control de calidad en 5 paises en Latinoamérica s¢ enviaron
30 muestras en ciego conteniendo D, =100 y £1000 UFC de
M. bovis BCG a 5 laboratorios de § paises. Estos
determinaren la presencia o ausencia de BCG utilizando su
método de PCR. Tres laboratorios lo determinaran
correctamente, sin embargo. 2 de éstos usuron un método
de lisis para liberar el ADN. Cuando estos laboratorios
aplicaron un método de extraccidn de ADN wanto 8 (50% y
M%) como E (80% v 30%} varid considerablemente. Los
otros 2 laboratorios en este estudio mostraron una § (653%)
¥y E (209 v 50%) insatisfactoria para el diagnostica. La
extraccién de ADN estd directamente relacionada con una
baja § v E. Una deteccion confiable de M. reberculosis en
muestras clinicas es posible pero 4 de los 5 laboratorios de
este estudio deben mejorar su metodologia antes de ofrecer
este servicio al pablico.
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P75. MICOBACTERIOSIS CUTANEA ASOCIADA A
PICADURA POR Scoelopendra sp. (Cutancous
micabacteriosis associated hite Sealopendra sp )

Mordén M.'. Uzcategu: Z.%. Gonzdlez S.'. Herndndez C.1.
Nweihed L.2, Pérez 1.7, Mendoza G2, Giomez M.

'Seccidn de Bacteriologia. Instituto de Medicina Tropical.
UCV. *Cdtedra de Microbiologin. UCV, Caracas,
Venezuela.

MOronm @ uey ve

Las Micobacterias No Tuberculosas comprenden un
grupe de micobacterias ampliamente distribuidas en el
medie ambiente, fundamentaimente en suelos. Algunas de
ellas son patdgenas. olras operiunistas ¥ ofras saprofitas.
Producen las denominadas micohacteriosis. M. abscessis
de crecimisnto rdapido. produce manifestaciones cutineas
cuando es mmocolado en [a piel. En swelos v microhdbitat
himedos se encuentran artrdpodos. como el ciempiés
tScolopendra sp). que pudieran ocasionar picaduoras en
humanos. Objetivo: Describir un ceso de micobacteriosis
asociado a picadura por Seolopendra sp, Metodologia:
Muestra de secrecién purulenta de absceso con fistelas en
parte posterior de hombro izquierdo, posterior & preadura
por ciempiés, en paciente femenina de 8 ados. La muestra
se procesd para investigacion de bacterias convencionales v
actinomicetales. Resultados: Gram: Polimorfonucleares
escasos, bacterias ausenmies. Ziehl-Neelsen: BAR positiva,
Cultive negative para bacterias convencionales ¥ posistiva
a los 3 dias para BAR, identificade por Biologia Molecular
(PRA) come M. abscessuy tipo 11, indicdndose
Claritomicina. Trimethoprim Sulfamethoxazole y
Ranitidina con buena respuesta terapdutica. Conclusian: En
picaduras de animales como el ciempiés con
complicaciones infecciosas tardias se debe sospechar de
micabacteriosis cutdnea.

P76. RECONOCIMIENTO DE PROTEINAS DE
SECRECION DE Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) CON SUEROS DE
DISTINTAS ESPECIES CON
PARATUBERCULOSIS CLINICA. (Recognitivn
of secretion proteins of Mycobacteriam avinm
subsp, parawbercafosiy (Map) with sera from
different species with clinical paratuberculosis)

Pradenas M.'2, Jara M.C'. Zambrano A1,
M.ALE, Kruze 1!

'Instituie de Microbialogia. Facultad de Ciencias, “Escuels
de Graduados Facultad de Clencias Veterinarias.
Universadad Austrzl de Chile. Valdivia. Chile.
mpradenas @ uach el

Salgado

Considerando que las pruebas comerciales de ELISA
para diagnosticar paratuberculosis usan extractos profeicos
crudos de Mag como antigenos de fuse salida. es que en log
dltimos afios se ha trabajado en lu obtencion de antigenos
mds inmunogénicos a partir de proteimas de secrecidn,
Nuestro phjetivo fue determinar si las proteinas ohienidas
de estos filtrados del coltive (CF). son reconocidus por
suerns de distintas especies animales con paratuberculosis
clinwen. Para obtener los CF se selecciond uns cepa de
campe de Map, cultivada en medio liguide Middiebrook

THY OADC con micobactina J. separando por
centrifugacion las bacterias del CF. el CF fue filirado y
precipitado. Las proteinas del CF Tueron analizadas
mediante Western blot can sueros bovines caprinos y
ovinos con paratuberculosis clinica.

Los resultados obtenides muestran un clara
inmunoreactividad entre las proteinas obienidas de los
fOiltrados v los sueros analizados. Las proteinas mds
inmunereactivas se encontraron entre los 30 y 40 kDa.
Considerando estos resuliados, estas proteinas pedrian ser
utilizadas en tests diagnésticos aplicados a distintas
eRpECies.

Proyecto FONDECYT 1050639

P77. GENE EXPRESSION IN MYCOBACTERIUM
BOVIS: WHOLE TRANSCRIFTOME
COMPARISON WITH MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS AND STUDY OF GENES
RELATED TO INTRACELLULAR SURYVIVAL.

Rehren G.', Smith 17 Zérraga A

'Instituto de Bioguimica, Universidad Austral de Chile.
Valdivia, Chile; *TB Center, Public Health Rescarch
Institute. Newark, USA.

arehren@uach.cl

M. ruberculosis and M. bovis are members of the M,
tebercudosis complex. Bath are able to survive and grow
inside the macrophages of the host. M. fubercufosis infects
almost exclusively humans and kills nearly three million
people annually. M. bovis has a broad host range,
producing tohercufosis in several mammals including
humans, cattle and wildlife animals, Bovine tuberculosis is
enzeolic in most developing countries, causing great
economic losses and lately. emerging as an important
zoonesis, particularly within the HIV infected popelation.
Despite the 99.95% of genome dentity hetween M.
tbercnfosis and M. bovis. there are significant differences
in physiology. virulence and host range, but the genctic
basis for these differences remains unknown. The high
sequence homology suggests that differential gene
expression may he a major contributor to these differences.
In this work, we use microarray hybridization to study and
compare the wial dn viere transeriptome of both pathogens.
We found significant differences on 6% of the 4295 tested
genes. According o Munctional categories, the largest level
af variation was found associated to intermediary
metabolism. hypothetical proteins and cell wall proteins.
Interesting differeaces were found in the expressien of
Lenes annotated in deleted regions in one genome relative
to the other and genes encoding proteins related to
antigenic variation. In addition, microarray hybridization
was used 1o analyze the M. boviy transcriptional response
to culture wnder stress conditions that mimic the
mtraphiagosomal environment. We identify a set of genes
that could potentially be involved in host adaptation and
itracellular survival. Our results will provide @ framework
to aid in the understanding of mechanisms underlyving
differences between both pathogens,

MECESUP
DO211111

AUSKODG, DID D-2004-08. FONDEF
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P78. ARE RV 0194 AND RV 1217/1218¢ EFFLUX
PUMP?

Silva PE.A.", Sanchotene K.!, Honscha G.!, Von Groll A.Y,
Cataldi A, Silva P.B.A!, Bigi F.2

Federal Foundation University of Rio Grande, Brazil,
*Instituto Nacional de Tecnologia Agricola. Argentina,

The analysis of the genome of the M teberculosiz,
allowed to find several putative drug efllux pump genes. In
this study has been selected the genes Rv (1194¢ and Ry
1217/1218¢ that codify probable drug transporters of the
ABC-ATP family. To evaluate the correlation of the eflux
with the drug resistance in M, rubercalosiy 1t was amplified
m the region of Rv 0194¢ and Rv 1217/Rv 1218¢ and
cloned in pUS 972 and transformed in M. smegmatis, It was
carried out the determination of the resistance profile of the
transformed strains by diffusion of disk and microdilution
mesthod, It were not observed differences among the levels
of resistance presented by centrols and transformed strains
with exception of the ciprofloxacin where transformed
strains showed an increase of the levels of sensitivity, In
spite of the studied genes show bioinformatics
characteristic of ¢fflux pump genes, in the conditions of the
experiment, it was not observed increase of the resistance
level: otherwise it was observed increase of sensitivity to
ciprofloxacin. Although these data don™t show a direct
relationship between the presence of the transporters and
resistance. it would be important to study the expression
regulation of these genes in different environmental
conditions. Alsa it shouldn’t be excluded a role of
trans porters in antibiotic uptake.

Acknowledges: WHO- TDR

P79, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
MICOBACTERIOFAGOS: NUEVAS
OPORTUNIDADES PARA EL DIAGNOSTICO
DE TUBERCULOSIS. {Isolation and
characterization of mycabacteriophages: new
opportunities for diagnosis of tuberculosis)

Stella Emma J.'. Morbidoni HR.>*

'Carrera de Biotecnologia. Facultad de Ciencias
Bioquimicas. Universidad Nacional de Rosario, Rosario.
Argentina: * Cétedra de Microbiologia, Facultad de
Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Rosario,
Argentina: | Consejo de Investigaciones de la Universidad
Nacional de Rosario. Argentina.

morbiatny @ yahoo.com

The myeobacteriophage D29 is the main reagent of the
Phage Replication Based Assay for detection of
Mycobacterinm tubercufosis in clinical samples. This
phage fails to infeet M. avien, thus reducing its usefulness,
In order w improve this assay, we sought to isalate new
broad host range phages from environmental samples. Five

phages were detected by replication on the fast-growing
mycobacteria M. smegmatis. All of them are temperate
differing in plague morphology and turbidity with three
phages belonging to the same immunity group and the
other two falling in different groups. M. smegmatiy
iysogenic strains and mutants resistant to each phage were
tsolated. They showed differences in sliding maotility,
Congo Red binding and bicfilm formation when compared
ta the wild-type M. smegmaris strain, suggesting cell
envelope alterations. None of the phages were able to
infect M, aviwm or M. ruberculosis, Nonetheless, the
simplicity of the isolation and characterization makes
phage hunting a great learning preject for undergraduates
while providing new useful information on
mycobacteriophage molecular biology and evolution.

PE0. ANALISIS MEDIANTE RESTRICCION DE
PRODUCTOS DE PCR (PRA) EN
MICOBACTERIAS IDENTIFICADAS
BIOQUIMICAMENTE COMO M. chelonae Y M.
abscessus. (Analysis by PCR restriction of
mycobacteria biochemically identified as M.
chedonae and M. abscessus)

Uzedtegui Z.', Gonzdlez Rico §8.7, Hernindez C.2.
Mendoza G.'. Mordn M.2, Pérez 1.), Gomez M2

'Caredra de Microbiologia. Escuela de Medicina “Luis
Razetti”. *Secciin de Bacteriologia. Instituto Medicina
Tropical. Universidad Central de Venezuela. Caracas.
Venezuela.

robelop@ yahoo.com

M. abscessus ¥ M. chelonae son micobacterias de
crecimiente ripido de interés clinica, dificiles de
diferenciar fenotipicamente, cuya correcta v ripida
identificacién es importante dada su resistencia a los
antimicrobianos. La téenica de PRA ha demostradoe ser una
lécnica Gtil. precisa. prictica ¥ ecandmica en la
identificacion de micobuacterias, Objetivo: Corrobarar
mediante PRA la identificacidn de cepas de M. chelonac v
M. abscessus, Materiales y Métodes: Siete cepas de M.
chelonae y seis cepas de M. @bscessus aisladas e
identificadas por Ia metodologiz convencional fueron
sometidas al PRA (Telemnti, 1993 con peguefas
modificaciones} v comparadas con los algoritmos de la
base de datos PRASITE. Resultados: Las cepas
previamente identificadas como M. chelonae v M,
abyeessus mostraron diferentes patrones al PRA.
coincidiendo en algunos casos con la identificacion
canvencional ¥ difinendo en otros. Conclusiones: La
técnica de PRA permite confirmar v detectar problemas en
la identificacién  convencional de aislados de
micobacterias, contribuyendo asi a mejorar el disgnastico
de estos microarganismaos.,

Financiamiento: Proyecto FONACIT G-20050003493
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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE GENES
DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS E
ISLA DE PATOGENICIDAD shie DE CEPAS DE
Shigella spp AISLADAS DE NINOS CHILENOS.
{Malecular epidemiclogy of antimicrobial
resistance and pathogenicity island she determinunts
of Shigella spp isolated from Chilean children)

P81.

Brave V.!, Garay T.'. Nicto P!, Tore C.8.!

"Prasgrama de Microbiclogia, ICBM, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Objetiva: Caracterizar por fenotipo v genotipe la
resistencia a4 antimicrobianos ¥ la prevalencia de la isla de
patogenicidad she en cepas de Shugella spp aisladas de
pacientes pedidtricos. Métados: Se analizaren 1023 cepas de
Shigella spp. 37.8% 8. flexneri y 59.2% 8. sonnei. Se
estudid mediante PCR los genes de resistencia a ampiciling
{hlaldX AL, estreptomicina (aadAf) v trimetoprim {Jifr Tal.
los genes inrf e ine2 de inegrones ¥ marcadores de la isha
she. Resultados: De las cepas de 8, flexneri, 64, 1% posee ¢l
gen blaOXA. 28.2% aadAl y 46.15 % difrla. Respecto a
integrones, 19 cepas presentaron genes im clase 1 v 2.9
solo clase T v 2 no presentaron marcadores para inlegrones.
Un 51.2% v 39% fue positiva a los genes ser! ¥ send,
respectivamente. Un 69.2% presentd marcadores de la isla
de patogenicidad she. En §. sonaei, un 1639%, 98% y
1.63% portaron el gen HiaOXA. qadAl ¥ difria,
respectivamente. 26 cepas presentaron el gen send. 54
cepas presentaron marcadores de lu isla she. Conclusiones;
Existe un alto parcentaje de cepas multirresistentes.
positivas o integrasas. lo gue sugiere la panicipacidn de
integrones en la diseminacion de la multirresistencia, El
andlisis de la isla de patogenicidad ske permite diferenciar
5. flexneri de §. sonnei.

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT 1040339

P82, ANALISIS COMPARATIVO DE DIVERSOS
METODOS DE DETECCION PARA
Helicobacter pylori. (Comparative analysis of

different methods for Helicabacior pyiori detection)

Daroch F.', Trabal N1, Vidal S*, Retamal €. . Madariaga
1.2, Delgado C 2, Gonzdlez C.. Garcia A

'Departamento de Micrabiologia, Faculiad de Ciencias
Bioldgicas. 'Departamento de Patologia. Faculiad de
Medicina. Universidad de Concepeion, Chile.
fdaroch&udec.cl

Helicobacrer pylor: es causa de diversas patologias
adsiricas. de ahi la importancia de su deteccidn. Los
métodes de deteccidn en biopsias gdsiricas son
Histopatologin (H). PCR v Diagndstico Bacterinldgico
(DB} {cultive, tincidn ¥ lest ureasa), siendo este altimo el
Gaold estandar. Ohjetive: Comparar distintas técnicas de
deteccidn para H. pyleri con el Gold estindar.

Metodelogia: Las biopsias glistricas derivadas de diversos
Centros Hospitalarios de Chile, fueron analizadas por PCR.
H v DB. Resultados: Los porcentajes de deteccidn de M.
peferi por DB, H v PCR fueron de 45.7%. 353% y 37%
respectivamente; aumentando el porcentaje cuando se
utilizaron 2 métodos. como Tincion-PCR (67%) v tincion-
H (67% o, 2 métodos. Encontrdandose una moderada
correlacion entre DB-PCR ((13-0.54) v una correlacion
significativa entre DB-H (0.4-0.69), Canclusion: En el DB,
la tincién detecta en mayor porcentaje la presencia de H.
pvlori. De las 3 téenicas utilizadas para la deteccidn. con el
PCR sc¢ puede detectar un mavor porcentaje. aungue los
niveles mas altos de deteccién se observan cuando se
relacionan DB-PCR y DB-H. siendo este dltimo el mejor,
Por esta razdn, se sugiere la utilizacion de 2 o mis téenicas
de deteccion.

Financiamiento: Provecto Fondef DO3i-1103

P83, NOCARDIOSIS CUTANEA ASOCIADA A
LIPOSUCCION, (Cutancous nocardiosis

associated to liposuction),

Hermindez C.'. Visquer ¥Y.2, Mordn M.'. Mufioz F.l.
Calders 1.3, Del Rin Y 2. Fedor 0.°, Gémez M./

ISeccion de Bucteriologfa, Instituto de Medicina Tropical,
UCYV, Hespital Militar Dr. Carles Ravelo. 'Hospital Dr.
Jestis Yerena. “Hospital Vargas © Hospital de Coche.
Caracas, Venezuela.

hactericlogiaimt@ yahoo es

Lt Nocardiosis cutdnea y subcutdnea es cavsada
principalmente por Necardia brasiliensis. se produce por
inoculacion  primana  accidental o asociada a
precedimientos estéticos como la liposucciin. Objetivo:
Desecribir un caso de nocardiosis asociado a liposuccion.
Metedologia: Muestra de tejido subcutineo proveniente de
nadulos confarmadoes en plastrén abdominal de una
paciente de 38 afos quien fue sometida a liposuccién en
muslos ¥ abdomen. La muestra se procesé por métodos

convencionales para investigacién de pmdgenos
broterianos., Resultados: Gram: abundantes

polimorfonucleares, bucterias ausentes, Zichl-Neelsen:
presencia de BAR. Cultivo negativo para hongos v
bacterizs convencionales. Se¢ indica tratamiente con ETB,
RIF, INH v Clantomicina. PPD v HIV negativos, PCR para
TCB negativa, suspendiéndose tratamiento. En cultives
para actinomicetos se aislé e identificé Nocardia
asterpides, lmiciindose tratamiente con TPM/SMX, con
huena respuesta terapéutica, disminucicn de los nddulos,
mejoria pragresiva de la secrecion y signos de flogosis.
Conclusién: La cirugia estética debe realizarse por personal
calificado con técmicas adecuadas de asepsia y antisepsia.
En casos de complicaciones infecciosas <on
manifestaciones tardias, se debe sospechar de nocardiosis
cutdnea,
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IMPACTO DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR
EN MENINGITIS ASEPTICA. (Impact of
molecular diagnostic in aseptic meningitis)

P4,

Livellara B.'., Viauwt M.', Clara L.'. Barcin L.%,
Ducatenzeiler L., Ascione A!

"Hospital Italiano de Buenos Aires. Argenting,
bealriz livellara @ haspitalitaliano .org.ar

El objetivo fue evaluar el impacto del diagnéstico
molecular en liguide cefalorraguiden para infecciones
causadas por enterovirus (EV). Se realizo el estudio
retrospectivo de los dates almacenados en las historias
clinicas electrdnicas de 46 pacientes adultos atendidos
durante el periodo de agosto de 205 a Junio de 206, a
quienes s¢ les realizd el diagndstice de EV mediante
téenicas de amplificacion isotérmica molecular (NucliSens
Basic Kit. bioMérieux). Los principales parimetros
analizados fueron: dias de internacion. tratamiento ¥
estudios auxiliares (resonancia magnética nuclear,
electroencefalograma y tomografia computada). Se
confirmé un resultado positive para EV (Grupe Ay en 22
{47 %) pacientes con sintomatologia clinica caracteristica
de meningitis aséptica y un resultade negativo (Grupo Bl
en 24 (52,29 pacientes. El S0% de los casos del grupo A
no recihié tratamienta ni internacion. A un 36.4% (Grupo
A) se les realizaron estudios auxibiares versus un ¥3%
(Grupo B); recibieron menor tiempo de administracidn de
antibicticos (mediana de 2 vs 8 dias) y tuvieron menor
cantidad de dias de internacion imediana 48 vs 96 horas)
con respecto a los pacientes EV negativos.

Nuestros resultados sugieren gue un diagnostico
positiva con un TAT <24hs apoya significativamente el
manejo clinico v postbilita el alta médica reduciendo la
cantidad de estudios auxiliares ¢ intervenciones
terapéuticas INNecesaris.

P83, DIAGNOSTICO ETIOLOGICO DE NEUMONIA
ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD (NAC) EN
ADULTOS. (Etolegical dizgnosis of community-
aequired pneumonia in aduhis)

Luchsinger ¥. ', Martinez M.AZ, Ruiz M.%, Zunino E°,
Aguad L4, Chivez F4. Ulloa M.T 2, Espinosa M.A 2, Lara
P!, Lépez M1, Avendafio L.}

"Programa Virolegia, ICBM. Facultad de Medicina,
L!.Chile. Santiaga. Chile. *Programa Microbiologia, [CBM.
Facultad de Medicina, U.Chile. ‘Dpio. Medicina Hospital
Clinice U_Chile.*Hospital de Infecciosos Dr. Lucio
Cordova.

#yluchsin@ med.uchile ¢l

La NAC es la cuarla causa de muerte en adultos en
Chile ¥ su etiologia habitualmente queda sin definiz, Con el
ohjetivo de establecer los agentes asociados a NAC en
adultos. se estudiaron 150 pacientes >18 afios, entre 2005 ¥

2006, con muestras respiraterias, de arina v swero. Se
realizé aislamiento y deteccion de antigenos por
inmunoflueorescencia para adenavirus, virus respiratorio
sincicial (VRS), influenza y parainfluenza; pesquisa de
genoma por RT-PCR para VRS ¥ metapneumovirus
humano (EMPV); hemocultive v cultive de expectoracion
para bacterias; deteccion de antigeno urinario de
S.pnewmoniae: PCR para Chlamvdia ¥ Mycopiasma:
serplogin pareada para Chlamydia, Mycoplasma, VRS e
influenza. Se detectd §.prewmonice en 33 casos (22%):
H.infleenzae en 2 (1%); M. paeumpniae en 35 (23%0:
Chiamvdia en 11 (7% ); Legionella sp, en 3 12%); influenza
A en 13 (9%); VRS en B (5%); hMPY en 8 (5%) e
infecciones mixtas en 22 (15% ). En el 63% de los pacientes
se identificd algén agente ¥ 273 correspondieron a bacterias
atipicas y virus, hallazge que permitird optimizar el manejo
de la NAC del adulta,

Financiado por Provecte FONIS SAMMi2084 v FONDECYT
INS0734

P86. AISLAMI E'h!'rﬂ DE Helicobacter pylori EN
MUCOSA GASTRICA. ([solation of Helicobacier

pylari of gastric mucosa)

Otth L., Wilson M.?, Fernindez H.2, Ouh C 2, Rodriguer
P23 Ruiz L2

"nstituto de Microbiologia Clinica. Facultad de Medicina.
“Instituto de Microbiologia Clinica. Facultad de Medicina.
‘Escuela de Tecnologia Médica. Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile. Valdivia. Chile.

lotth@ uach.cl

Se realizd cultivo de fondo gdstrico para la biisqueda
de Helicobacter pvlori a 109 pacientes gue presentaban
caracteristicas clinicas compatibles con pastritis. Las
muestras fueron transportadas en ambiente himedo ¥
mantenidas en CO,, v fueron sembradas dentro de las 2 hrs.
en agar sangre de cordero adicionade de mezcla antibidtica
e incubadas hasta por 5 dias en microaerofilia. La bacteria
fue identificada en base a sus caracteristicas morfoldgicas.
de cultivo v produccian de oxidasa y ureasa, El 51% de las
muestras provenientes de pacientes de sexo femenino v el
2% de las provenientes de sexo masculino fueron
positivas para H. pylori, y los rangos de edad de les
pacientes fluctuaron entre 18 v 82 afos con la media en ¢l
rango etdreo 31-A0 anos,

Mediante ¢l método del E test se estudio la sensibilidad
de 2% de estas cepas, encontrando gue el 100% fue sensible
& ampicilina, gentamicina. tetracicling y claritromicing,
Tres cepas (10.7%) presentaron resistencia a metromdazol,
v dos {7%) fueron resistentes a ciprofloxacino.

Financiamiente DID § 200625
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P87. IDENTIFICACION POR PCR MULTIPLEX DE

LOS GRUPOS DE Escherichia coli EN
ENFERMOS MEXICANOS CON
GASTROENTERITIS. (Multiplex PCR

identification of Escherichia coli in Mexican
patients suffering gastroenteritis)

Paniagua C.G.L.. Monroy P.E.". Garcia G.O. , Negrete
AR Alonso T.J', Vaca Pacheco 8!

"Universidad Nacional Auténoma de México {UNAM),
México, D F.

mya@ servidor unam.mx

Objetives: Identificar por PCR multiplex a E. coli
enterchemorrdpice (EHEC), £ coli enterotoxigénica
(ETEC). E. coli enteropatégens (EPECY v E. coli
enteroinvasiva (EIEC) en diarres de pacientes Mexicanos
con gastroenteritis,

Metodologia: Se recolectaron 172 muestras diarreicas
de ninos v adultos con gastroenteritis en diferentes Centros
de Salud del Distrito Federal y del Estado de México, Para
la técmica de la PCR multiplex se utilizaron 9 pares de
primers complementarios a distintas secuencias de DNA
especiticas para idertificar los diferentes grupos.

Resultados: El 27.90% (48) de las muestras fue
positive para algin tipo de £ coli. De los 48 casos
positives, el 45.8% (22) correspondié a EHEC, 31.2% a
ETECST (100 y ETEC/LT (51, 16.6% (3} a EPEC. y 6.2%
{3)a EIEC.

Conclusiones: Las resultados evidenciaron gue
aproximadamente una tercera parte de las infeccicnes
diarreicas de los pacientes analizados fue ocasionada
probablemente por alguno de los distintes grupos de E. colf
detectados, por lo que fue necesariv iniciar el tratamiento,

FINANCIADO POR DGAPA, UNAM. PAPIME No.
PEZOOT705

P88. SINDROME DE GUILLAIN BARRE Y
Campviobacter jejuni. (Guillain Barré Syndrome
and Campylobacier jejuni)

Troncoso M.. Reyes A, Morales M.E.. Figueroa G.

Laboratorio de Micrebiologia, INTA, Universidad de
Chile.
mitroncao @ inta.cl

Campylobaceer jejunt es un agente zoondtico v la
principal causa de diarrea en ¢! mundo. Los repories
sefialan que entre el 1-5% de los casos. la infeccidn por
este agente gatilla el desarrollo de uns grave neurapatia
conocida come Sindrome de Guillain Barré (GBS).
Obkjetivo. Evaluar 1a asociacion de C. Jejuni en pacientes
con dizgnostico confirmado de GBS. Métodos. Entre 1998
¥ Julio de 2006 se estudic 1M casos de SGB confirmados

clinicamente en pacientes de diferentes hospitales vy
clinicas del pais (41 <10 anos, 17 entre 10 ¥ 20 afios v 42
>21 anos). La infeccidn reciente por C, jejuni se determingG
mediante coprocultiva (agar Skirrow en microaerofilia
42°Cy v ELISA para anticuerpos IgG en suero ¥ LCR en
base & antigenos de superficie de cepas locales. Resultados.
En un 677100 [(67%) de los pacientes se detectdé 1gG sérica
especifica para C. jejuni. de Ios cuales 39 (58%)
presentiron altos titulos de seropositividad, En 17:36
(475} de los casos el LCR también tenia anticuerpos para
este agente, C. jefuni fee aislado en las deposiciones en 10V
T1 {145 de los pacientes estudiados, La genotipificacian
con PFGE de 410 cepas disponibles no reveld diferencias
con cepas de diarrea ¥ portadores sanos, ampoco se
ohservd una distribucidn estacional en los casos estudiados
Conclusicn. La tasa de infeccion por C. jejuni observada en
los pacientes con GBS es significativamente mayor a la de
individuos del mismo grupo etario en nuestro pais.

DETECCION DE PATOGENOS ORALES
USANDO LA REACCION DE PCR. {Detection of
oral pathogens using the PCR reaction)

P89.

Veldsquez J.C.!, Narviez C7, Saavedra D2, Reves. E 2

'Wniversidad Andrés Bello, Vifia del Mar, Chile.
“Fundacién Cientifica v Tecnolégica. Asociacion Chilena
de Seguridad. Santiago. Chile.

jevelasquez@unab ¢l

Los patdgenos orales implicados en enfermedades
periodantates son en su mavoria bacterias anacrobias,
dificiles de cultivar in vitro, pues requieren de medios de
cultivo muy especificos gue podrian modificar el contenido
original de microorganismos de muestras de pacientes. La
identificacidn precisa de la flora asociada a una
determinada infeccion pericdental apova el diapnéstico
realizado por el clinico v el posterior tratamiento de la
enfermedad. incluvendo el wso de antibidticos. La
meorporacion de Ja reaccion de la polimerasa en cadena
(PCR) ha sido de gran ayuda para deteccion de patdgenas
implicados en distintas enfermedades, ya que se trata de un
métado sensible. ripido v especifico, Este trabajo describe
las condiciones especificas de las reacciones de PCR,
necesarias para detectar algunos patogenos arales,
importantes en enfermedades periodontales, tales como §.
muians, P gingivalis. F. nucleatum v P intermedia. El
disefio del ensayo, se basé en la bisqueda de secuencias
universales y especificas derivadas del gen rRNA 168 v
otros penes especificos para cada patégeno. Se logrd
obtener productos de PCR wsando partidores especificos
con el DNA de las cepas antes mencionadas. probando su
especilicidad al wsar DNA de distintas muestras de
patdgenos orales asi como de otras hacterias,

Proyecto UNAB DU NS1-04
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EVALUACION DE LOS PROCESOS DE
DESINFECCION SOBRE MATERIAL
SEMICRITICO EN DOS HOSPITALES.
CARACAS - VENEZUELA. {Evaluation of the
disinfection process of semicritical material 1n two
hospitals. Caracas- Venezuela)

Pon,

Bello T.', Guzmdn M2, Arismendi Z.'. de Waard 1.H.

Hastitute de Biomedicina, Laboratorio de Tuberculosis.
Caracas-Venezuela, “Hospital “J. M. Vargas de Caracas™.
Caracas-Venezuela. 'Hospital *Pérez de Ledn de Petare”.
Caracas-Yenezuela.

teresitabego@hotmail .com

Se evaluaron los procesos de desinfeccion levados a
cabo en los servicios de neumonologia y gastroenierologia
sobre materiales semicriticos en 2 hospitales de Caracas. Se
colectaron 120 muestras por duplicado ¥ se procesaron
siguiendo las normas de HICPAC CDC 2003, Las muestras
provenian de cualre origenes: equipos. desinfectantes. bafos
de desinfeccidn v agua de lavado v dilucidn. Se aislaron 36
microorganismos de 30% de las muestras de 2 de los 4
origenes. La mayoria de las muestras (>80%) presentd on
contaje de colonias representative (>2(0 UFCi/mL}.Los
microorginismos frecuentemente aislados fueron especies de
Psendonionas, Erterobacter, K. pnewmoniae, E. coli. ¥
Micobacterias no tuberculosas. encontrindose mayor nimero
de aislamientos en los servicios de gastroenterologia de
ambaos hospitales. En el servicio de neumonelogia se obtuvo
mds aislamientos en el hospital B. Concluimos que la
limpieza inadecuada, seleceién inadecuada del desinfectante
v la falta en seguir los protocolos de limpieza ¥ desinfeccion
son las principales causas en las fallas de desinfeccion.
Consideramos que cada institucion debe aplicar una clara
politica de reprocesamiento de material semicritico y contar
con protocolos de desinfeccion.

OBTENCION Y EVALUACION DE UN
ANTIGENO A PARTIR DE LA CEPA RH DE T.
gondii PARA SER USADO EN EL DIAGNOSTICO
POR ELISA, (Ohaining and evaluation of an antigen
starting from the RH T. gondii stump de 1 order 1o be
used in the ELISA diagnostic)

Pol.

Entrena G.A.A.'. Gonzdlez M.AY, Cox Iraola R,
Rodriguez 1.7

ICentry Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio. (CENPALAB). Habana, Cuba,

Centro de Sanidad Agropecuaria, 'Instituto de Medicing
Tropical *Pedro Kouri™.

superacioncuadro@ cenpalab ant.cu

La cepe RH de Texoplasma gondii es reconecida
internacionalmente como de referencia para la oblencidn de
antigeno con fines diagnosticos. pues asegura antigenos
universales pam las diferemes cepas de este protoroo. Con
este trabajo exponemos la metodologia utilizada para fa
abiencidn y evaluacion de nuestro antigeno. La multiplicacicn
del pardsito se realizd por pases intraperiloneales en ratones
BALB/c, los tzquizoitos fucron recolectados por lavados
inraperitoneales y purificados por centrifugaciones, para
después ser fraccionados por ultrasonidos ¥ mis tarde
ultracentrifugados para recolectar finaimente el sobrenadante.
¢l antigene ohtenido fue caracterizado como citoplasmitico
soluble con empleo de inmunoelectroforésis cruzada. Los
resultados obtenidos por un lado permiten v avalan el uso del
mismo para el dizsgnostico ¥ coinciden con los reportados por
diferentes autores gue vtilizan otros métodos més complejos ¥
MEN0s ECONAmIcos.

EVIDENCIA MOLECULAR DE PATOGENOS
BACTERIANOS EN GARRAPATAS Irodes
COLECCIONADAS EN CHILE. (Molecular
Evidence of Tick-borne Pathogens in frodes ssilesi
Ticks Collected in Chiley

P92.

Moreno C.X.!, Morozova O, Murda R, Herndndez C 1,
Cabello C.*, Daniels T .1*, Cabello F.C.2*

Departamente de Biociencias, Universidad Nacional de
Colombia. 'Medellin, Colombia. E-mail:
cxmorena@unal edu.com, Departments of Microbielogy and
Immunology, *New York Medical College, Valhalla. New
Cork, USA, Department of Biological Sciences, Fordham
University, Louis Calder Center. Armonk. New York * USA
and Department of Community & Preventive Medicine, New
York Medical College, Valhalla, New York *. USA, Instituto
de Ecologia v Evolucidn, Universidad Austral de Chile =,
Servicio Agricola y Ganadero, Chaiten, X Regidn Chile.

In this study we investigated the presence of DNA from
vector- borne pathogens in ticks [xodes srilesi collected in
Chile, PCR analysis detected DNA sequences of Borrelia spp
in 31% and Barionella spp in 5% in 61 Ivodes suifest ticks
isalated during 2003- 2005. DNA from ticks positive for
Borrelia spp were subjected 10 further characterization by
RFLP of 55-235 rDNA intergenic spacer analysis. and DNA
sequencing analvsis of 165 rDNA, and flagellin genes. The
results of these studies indicated that the Borrelia identified
was closely related to the species complexes of Borrelia
burgdorferi. Short PCR fragment no clear assignment to one
of the species could be found. for this reason, the culture and
sequencing of larger fragment is a suggestion.

Este trabajo fue posible por el otorgamicnte del provecot
RO AI4B&36 del N.I.H de EE.UU. a FCC.

P93, Trypanesoma cruzi: MODULACION DE LA
RESPUESTA INMUNE POR TRATAMIENTO
ANTIPARASITARIO PREVIO A LA
GESTACION. (7.cruzi: Immunoresponse modulation

by parasiticide treatment prior pregnancy)

Solana M.E.. Alba Soto C.. Poncini C., Gonzdler Cappa S,
Dto, Microbiologia, Fac. Med., UBA. Bs. Aires, Argentina.

Antes demostramos que el benznidazol (Bz) en ratones
hembra infectados con Tornzi K98 (Ccepa miotndpica) mejora
parimetros de fertilidad ¥ registra menor fasa de resorciones
fetales lo gue correlaciona con menor parasitismo placentario.
Para establecer si €sto se asocia a calidad de respuesta inmune.
caracterizamos por citometria (post tratamiento-Bz y previo
aparcamientio) la capacidad de unidn/adhesion a mp vivos de
leG, e 1gG., séricas de animales tratados (Te-TTO) ¥ no
tratados (Tc). Los Te desarrollaron niveles semejantes de 1gG
¢ 1gG,,; en Te-TTO decrecieron ambos isotipos (p<105), en
especial 1gG,. Ademds analizamos activaciin/memoria de
LTCD4 v LTCDS. estimando porcentajes esplénicos de
CD44+ . CDAY%+ v CD25+. Los LTCD44 CD44+ disminuyen en
Te-TTO respecto de Te (p < DOF), Los Te-TTO na mostraron
activacién reciente va que sus niveles de CD4+CD6Y+ fueron
semejantes a los controles, y los infectados (Tc) presentaron
niveles mayores {p < 0055 Para LTCDS, se observd aumento
de CD44+ en Te-TTO y Te respecto de controles (p < 0,001 ).
sin diferencias entre ambos grupos., Los LTCDS+CD&G4+
aumentaron 4 veces en ratones Tc respecto a los Te-TTO i(p <
0,051, No se registraron cambios en LTCD4 CD25= mi en
LTCDE CD25+ por efecto del tratamiento. Concleimos que el
tratamiento polariza la nespuesta inmune humoral hacia una
respuesta Thi ¥ disminuye los niveles de activacion de los LT,
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AMBIENTE GENETICO DEL GEN blagyy..: EN
CEPAS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE
AISLADAS DE HOSPITALES CHILENOS.
{Genetic environment of Slaspy g0 gene in Kiehsiella
pacwmonice sirams iselated from Chilean hospitals)

P94,

Diaz P.!. Bello H.!. Dominguez M. . Gonzilez G.!

'Depta. Microhiologia. Seccidn Antibidticos, Fac. Cs.
Bialagicas, U de Concepeian, Concepeidn, Chile.
patdiaz@ udec.cl

El objetive de este trabajo fue caracterizar el amhiente
pendtico del gen blacry s en 3 cepas de K. presmoniae
multiresistentes aisladas en hospitales <hilenos, Se estudié
la clonaiidad de las cepas por electroforesis de campo
pulsante ¥ mediante PCR se caracterizd la zona variahle del
integrdn clase | presente en estas cepas, como también la
zona duplicada 3°CS del integrin inusual, empleando
distintas combinaciones de partidores especificos,

Se determind gue la zona variable del integron clase |
contiene el siguiente ordenamiento genético: aaci6 -1h,
oxa-2 y erfD. Ademids. con la combinacién de partidores
ORF513F/CTX-M2-R se obtuvo un amplicén de tamaiio
entre |.500 ph v 2072 pb. Por otra parte, la combinacién
de partidores SULIF/ORFS513R v ORF3I3FCTX-M2R
produjo amplicones de aproximadamente 2.000 ph v 900
pb. respectivamente. Se concluye que el gen Mlagry g2 no
S€ encuentra como cassetfe genético en el integrdn clase 1.
sino que s¢ ubica en la duplicacion del extremo 3" CS de
esta estructura genética, siendo similar al /n35 descritn
previamente en Argentina ¥, ademds, las cepas estudiadas
corresponden a aislamientos geogralica v genéticamente no
relacionados .

Financié FONDECYT 1020454
P95. PREVALENCIA DE GENES ASOCIADOS A

VIRULENCIA DE Helicobacter  pylori
DETECTADOS EN BIOPSIAS ¥ CULTIVOS

DE PACIENTES CHILENOS. (Prevalence of

virulence associated genes of Heficobacrer priors in
biopsies and cultures from Chilean patients)

Pineda S.. Trabal N.. Gonzilez C., Garcia A.
Departamento de Microbiologia, Faculead de Ciencias
Biolagicas. Universidad de Concepcian, Concepcinn.
Chile.

susanapineda@ udec.cl

La presencia de genes asociados a virulencia en
Helicobacter pylori se relaciona con el desarrollo de
diversas patologias gastroduodenales. Objetives: Determinar
la prevalencia de genes de virulencia de Helicobacter pylori
en biopsias gdstricas ¥ cultive de las mismas, ¥ relacionar
dichos genes con el diagndstice histopataldgica.,
Metodelogia: La deteccitn de genes fue realizada mediante
PCR convencional. Resultados: Los genes cagd y vacAm{ se
cncontraron en un 51% . mientras que vacAsfa. icedl y
babA2 estaban  presentes en T3%, 43% v 2%
respectivamente. La presencia simultdnea de cagd v vacAm |
fue de 89% v cagA junto a vacAsi del 85%. La correlacion
para cagA en cepas provementes de cultivos bacterianos v de
la biopsia fue de un 89%, para vacAm! del 86% v 39% para
vacAsla. Conclusiones: En la Octava Region de Chile existe
una alta prevalencia de 1os genes cagd v vacAm! presentes
en forma simultines, lo gue ademds estd aseciado a un dafio
gdstrica mayor (Gastritis Atréfica Intensal.

Financizamiento Prayecto FONDEF DO3i-1105

P96. PREVALENCIA DE ESPECIES DEL GENERO
Candida EN EMBARAZADAS CON
CANDIDIASIS VULVOVAGINAL Y EFECTO
DEL TRATAMIENTO CON CLOTRIMAZOL
TOPICO EN ERRADICACION Y
SUSCEPTIBILIDAD.

Tapia C.'. Fortes P.'. Alburquengue C.'. Salinas H.2,
Hermosilla G !

"Programa de Microbiologia y Micologfa. ICBM. *Depio.
Obstetricia v Ginecologia. Hospital Clinico Universidad de
Chile.

La candidiasis vulvovaginal (CVV) es una infeccion
frecuente vy el embarazo predispone su desarrollo. La
mayoria de las cepas son sensibles a azoles, pero existen
cepas resistentes, Analizamos la prevalencia de Candida
¢n embarazadas con CVV, el efecto del Clotrimazol (CZ)
en erradicacion y susceptibilidad a Fluconazol (FZ).
Estudiamoes 29 pacientes con diagndstico clinico de CYV
previo, al mes ¥ a los dos meses post-tratamiento con
Gvulos de CZ. Se realizaron examen directo. Gram,
cultive, identificacion de especies ¥ CIM, En sélo 18
pacientes (A2.0%) se comprobdé la  CVV
microbioldgicamente, Las pacientes respondieron al
tratamiento. sin embargo, el porcentaje de erradicacion de
Candida fue de 61,1 % (11718}

En un 77.7% se aislé C. albicans v en un 22 3%
Candida no-albicans (2 C. elabrata. | C. lusitanie. |
Candida sp.). La CIM a FZ vari6 entre 0012 y 4 pg/mL.,
Cuatro pacientes con cultivos iniciales negativos fueron
colonizadas post-tratamiento por C. krusei y C. albicans,
C. albicans es la mds frecuentemente aislada en
embarazadas con CVV, El tratamiento con CZ topico es
curativo. pero existe un 38.9% de persistencia del agente.
8% de las pacientes noe cursaban con CVY v en 4 de ellas
hubo colonizacion con Candida post-tratamiento. Debe
confirmarse el diagndstico clinice de CVV con el
dizgnostico microbioldgico.
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ESTUDIO BACTERIOLOGICO DE UN BROTE
POR Burkholderia cepacia COMPLEX (Bec).

P97,

Camistein W.!. Rodriguez C.!, Badia M.2, Loper Maral
L7, Gomez N2, Catalano M., Granados G

'Servicio de Infectologia. “Laboratorio de Bacteriologia.
Hospital Dr. Cosme Argerich. ‘Facultad de Medicina.
Universidad de Buenos Aires. Bs. As. Argentina.

Objetive: describir caracteristicas bacterioldgicas v
terapéuticas de un brote por Bee. Materiales y métodos: Se
definid come case todo paciente (pled con hemocultiva
(HMC) positivo para Bec en un periode de 1701 al 31/12/05
en el Hospital Argerich, Se determing la sensibilidad a los
antimicrobianos (ATB) por difusitn para ceftazidima
(CAZ). meropenem (MEM). trimetoprima-sulfametoxazol
(TMS) y minociclina (MIN) y E-test para CAZ, TMS y
ciprofloxacina (CIP) segin normas CLSI 2005,
Genomovariedad ¥ relacidn clonal por binlogia malecular,
Se evalud tratamiento {1t0), recidiva v mortalidad.

Resultados: Total 32 casos (Didlisis 4, Cirugia 9. UTI
10, Guardia 4, clinica 5) que presentaron fiebre sin foco
aparente. Recibian to el 72% y luege de la bacteriemia:
CIP 44%, CFL 19%, TAZO 19%. IMI 9%, TMS 6%,
combinade 9%, Se asocio al caréter en 2 ptes. Presentaron
recidiva clinica ¥ HMC el 22% sin asociacién con el ATB
recibido. Mortalidad 356

La sensibilidad ATB de los HMC fue: TMS %2% CAZ
944% . MER 945 y MIN 40% _ A 9 cepas se realizé CIM par
E-test resultando CAZ<d pg!ml (S). TMS<0.19 pg/mL
(51, v CIP<{.5 pg/ml.

Se realizd PCR-recA ¥ recA-Hae 111 RFLP con patrén
de B.eepacie genomovar 1V: B siabilis de 10 cepas de
diferentes salas. La clonalidad por PFGE con Xbal v Spel
demosted la presencia de DNAsas en 4/10 cepas por lo que
s¢ completé ¢con REP-PCR obieniéndose 3 clones, 8 de
ellos relacionados.

Conclusiones: La respuesta al tto fue adecuada & pesar
de utilizarse ATB sin puntos de corte preestablecidos. El
estudio melecular confirme el brote sin hallarse la fuenie.

P98. PREVALENCIA DEL COMPLEJO Burkholderia
cepacia EN NINOS CON FIBROSIS QUISTICA
EN LA PRIMERA INFANCIA, (Prevalence of
Burkholderia cepacia complex in young children
with cystic fibrosis)

Souza HAPHM'. Albini C.A2. Rosario N.AY, Riedi C.A S,
Macsiri AC.'. Cogo L.L.1, Dalla Casta LM.!

'Seccian de Bacteriologia. Hospital de Clinicas:
3l)cpunalnentn de Patologia Médica; 'Departamento de
Pediatria; UFPR. Curitiba, Brasil.
helenahms@onda.com.br

La deteccion del complejo B. cepacia en individuos
con Fibrosis Quistica (FQ} adquirid refevancia a partir de
ser reconocido como un importante patégeno en estos
pacientes, El complejo se encuentra en adplescentes v
adultos jévenes con esta enfermedad. que presenten
infeccidn cronica por P aeruginosa. El objetivo de este
estudio fue verificar la presencia del complejo B. cepacia
en nifos en la primera infancia, diagnosticados como
fibroguisticos a través de screening neonatzl. En consultas
rutinarias de seguimiente en el ambulatorio de FOQ del

Hospital de Clinicas de UFPR, Brasil, se recolectaron en un
periodo de un afic muestras de hisopades orofaringens de
54 pacientes. Las colenias que desarrollzron en agar
selective BCSA fucren identificadas por pruchas
bioguimicas especificas. En 14 de los 54 pacientes se
recuperiron aislados del complejo B, cepacia, De los
pacientes con cepas tipicas. 7 presentaron aislamientos
positivos para este grupo en distintos tiempos: la mayoria
no presentaron sintomas de exacerbacién pulmonar v ni
infeccidn persistente por £, aerwginesa, La prevalenciz del
complejo 8. cepacia en pacientes de FQ en la primera
mfancia fue elevada (25 9% dos pacientes),

AGRADECIMIENTO: NEWPROV Lida,

TECNICA ASEPTICA VERSUS LAVADO DE
MANOS EN EL MANEJO DE NUTRICION
ENTERAL EN LA UNIDAD DE CUIDADOS
INTENSIVOS. {Aseptic technigque versus wash of
hands in the manipulation of the nutrition enteral in
the unit of intensive cares)

P99.
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Escuela de Nuwtricion y Dietética, Facultad de Ciencias de
fa Salud. Universidad Andrés Bello, Santiago. Chile.!
Hospital San Juan de Dios.”
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Introduccion: La Nutricidn Enteral (NE) es una técnica
terapéutica de alta efectividad y frecuente uso en pacientes
hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCT).
La Férmula Enteral (FE) lista para colgar. puede
contaminarse en la abertura del envase v en la introduccion
del equipo de NE. ¥ 51 es elevada puede provecar diarres y/
0 sepsis en los pacientes criticos, este constituve el tnice
punto de riesgo cuando se usa una FE lista para colgar. El
adecuado manejo de la NE es fundamental para evitar
complicaciones. Objetivos: Comparar el uso de la téenica
aséptica versus el lavado de manos exclusivo durante la
abertura del envase de NE v la introduccién del equipo de
NE. Metodologia: En la UCI del Hospiwal, se efectud al
Tiempo 0. la abertura de un twtal de 24 FE listas para
colgar y la posterior mtroduccion del equipo de NE. Se
tomaron 12 muestras desde el extremo distal del equipo de
goteo conectade al envase. donde el procedimiento se
realizd mediante la técnica aséptica. Luego se tomaron 12
muestras de FE, en el cual se realizd el lavado de manos
exclusivo, Las FE permanecieron a temperatura ambiente
durante 48 hrs. La toma de muestra se repitic a las 48 hrs.
Se realizaron los andlisis microbioldgicos de RAM v
Coliformes Torales, Resultados: El andlisis estadistico
sefala que al Tiempo (., no existieron diferencias
estadisticamente significativas en el RAM v CT (p<i105)
entre ambos precedimientos. Lo mismo ocarre con el
manejo de la NE a las 48 horas ip<0.03), Canclusién: El
manejo de las FE listas para colgar en la UCI puede ser
rezlizado indistintamente mediante técnica aséptica o
lavade de manos exclusivo. ya gue com ambos
procedimientos  ne se¢  observaren  diferencias
estadisticamente significativas para RAM y CT al tiempo 0
¥ a las 48 hrs. La recomendacion es efectuar ¢l manejo de
las FE listas para colgar mediante ¢! lavado exclusivo de
manos. debido a gue se trata de wn procedimiento mis
costo efectivo.
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P100. PREVALENCIA DE Sireptococcus agalactiae
(GRUPO B) EN MUJERES EMBARAZADAS
EN UN HOSPITAL MILITAR. (Prevaleace of
Sirepiococens agalactiee (group B) in pregnant
women in Military Hospital)

Balconi 8., Fittipaldi M., Torres S Carretera M.

Hospital Militar Central Cir. My. Dr. Cosme Argerich.
Buenos Aires, Argeatina.
balconis®@ polsinectis com ar

Strepracecens apmactiae (Estreprococo del Grupo B,
EGB1 emergié como patdgeno nzonatal en los anos 1970y
desde ertances, en ausencia de medidas de prevencicn,
representa la principal causa de infeccién bicteriana del
recién nzcido en paises desarroilados. En gestantes, lu
colopizacion por EGB adquiere una especial importancia
por la posibilidad de transmision al recién nacide Sin
medidas de prevencion. aproximadamente un 5% de las
mujeres colonizadas transmiten el EGB 1 sus recién
nacidos durante el parto. ¥ de los recién nacidos
colonizados, del 1 al 2% desarrollan una mfeccian precoz.

Se siguieron las recomendacivnes del CDC de realizar
cultivo vaginal v rectal a wodas las gestantes en la 33-37
semanas de gestacion. Administrando profilaxis intrapario
a todas las portadoras de EGB,

Comao ohjetiva se busco determinar la prevalencia de
EGB en embarazadus. Se estudiaron 252 mujeres con
gestecidn mayor de 33 semanas a las que se le toma dos
muestras de hisopado vaginal v anal.

Se obtiene como resultada 38 de muestras positivas,
constituyendose un 14.9%, Un screening optimaments
realizado v tratamiento de la mujer portadora disminuye la
infeccidn perinatal del recién nacido. Dada la alta
prevalencia es importante realizar profilaxis intraparto en
las madres que na alcanzaron a realizarse ¢f cultivo o no
tiere el resultado del misma,

PiI0l. GENETIC RELATIONSHIP BETWEEN
Staphylococcus aurens ISOLATED FROM
DENTAL OFFICE USING RANDOM
AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA
TECHNIQUE AND DETERMINATION OF
THE SIMILARITY COEFFICIENTS.

Pimenta-Rodrizues M.V.!. Cunha M.L.R.S.", Fusco-
Almeida A M2, Nogueira N.G.P2. Bertoni BW 2, Pietro
RCLR.!

|Bioscience Institute, 8o Paulo State University. Botucatu,
Brazil. ‘Departament of Biotechnology. Ribeirdo Preto
University. Ribeirio Preto. Brazil, “School of
Pharmaceutical Sciences of Araraguara, Sie Paolo State
University. Araraquara, Brazil.

cunhamlr@ ibh unesp.br

The present study aimed 1o identify the ways of
transmission and the prevalence of isolated steains in the
dental office environment by using Random Amplified
Polvmorphic DINA technigue. The genotypic profiles of

12 Staphviccoccus qurews isolated from twe carried out
callections from dental office through the malecular
typing strategy using RAPD technigue and determination
of the similarsty coefficient with the Sorensen-Dice and
Simple Matching coefficients. The analyses demonstrated
that the isolates presented similarity coefficient values
about = (.80, being possible 1o identify strains proceeding
from different environmental sites: it was also possible to
determine the persistence of strains in the demtal office
environment, In conclusion. the capacity to detect genetic
heterogeneity in different strains is important for the
surveillance of adontalogical-aequired infections being
able to be used in epidemiologics studies, in the
association between ancestries helping in  the
identification of possible origingy of contamination anpd
infecticn.

Financial support: CAPES and Ribeirdo Preto University

P102, DETECCION MOLECULAR DE Escherichia
coli PRODUCTOR DE SHIGA TOXINA (SixD) Y
ROTAVIRUS EN HECES DIARREICAS DE
NINOS. (Molecular Detection of Escherichia coli
Shiga Texin-Producing (Stx1} and Rotavires in
diartheic feces rom children)

Villalobos L.. Martinez R.. Valdiviezo N., Blanca A
Maldenado AL Bastardo J,

Postgrado en Binlogia Aplicada. Universidad de Oriente,
Cumana. Venezuela.
rosamnazarst@hotmail .com

La evaluacion por métodos moleculares de Rotaviros v
cepas STEC (0187 ¥ no O137) de Escherichia coli en
muestras de heces diarreicas de ninos, fue llevado a cabo.
Las muestras de heces fueron evaluadas culturalmente en
agar MacConkey-Serbitol v agar Rojo Vieleta Bilis con
MUG. La deteccién in vitro del antigene Q157 s¢ realizd
por el kit de inmunocromategrafia comercial Coris
Bioconcept [Bélgicay. La presencia de los genes (rbfO1ST)y
v (S1x1} se determind por un PCR multiplex {Leotta y
calaboraderesi. La identificacion de rotavirus se realizd por
electroforesis en geles de poliscrilamida. Los resultados
mostraron que las 90 muestras de heces diarreicas
analizadas fueron negativas para la deteccidn del antigena
Q157 por el kit comercial. aungue de 9 muestras {10% ) se
aislaron cepas sospechosas (sorbitol ¥ MUG negativas)
curacterfstico de E, coli 0157, La PCR determind gue los
nueve aislados eran cepas de E.celi STEC no OIS7 ¥
portaderas del gen Stxl. La corrida electroforéiica en gel
de polacrilamida detectd rotavirus en 21 (23.33%)
muestras. Se confirma el predominio de rotavirus en los
cuadros diarreicos analizados. sin embargo, es imporianie
resaltar que la circolacion de cepas STEC no O157, es un
clare indicia de que cuadros diarreicos agudos pueden ser
ocastonados por estas cepas de £, coli.

Financigmiento: Consegjo de Investigacion de la
Universidad de Oriente
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P103. EFECTO DEL TIRON EN EL ESTIMULO DE
ESPECIES REACTIVAS DEL OXIiGENO POR
IMIPENEM EN CELULAS PLANCTONICAS
DE Acinetobacter bawmanmii. (Tiron eiffect on
reactive oxygen species stimuli by Imipenem in
planctonic Acinerobacter baumannii)

Barnes A.', Aiassa V., Albesa 1!

IFacultad de Ciencias Quimicas. UNC. Céardoba.
Argentina.
aiassa®@feqgoune edu.ar

Objetivos: Evaluar el incremento de especies reactivas
del oxigeno (ERO} en células plancténicas v de biofilm de
A bawmannii frente a Imipenem (Impy v efectos del tiron
coma secuestrante de anidn superdxido (02,

Materiales ¥ métodos: Se estudid las capacidad
formadora de hiofilms de 9 cepas de A, dawmannii ¥ se
selecciond lu mds productors. Bn células plantdnicas y de
biofilm de la cepa seleccionada se determinaren las ERO
frente o Imp (16 ugiml). Las célulus libres se trataron con
Imp v Tiren (50 mM). La ceantificacidn de las ERO se
realizéd por quimioluminiscencia (CL) amplificada con
lucigenina.

Resultados: Se seleccionaron las cepas mis productoras
de biofilm. Imp causd estrés oxidativo con un incremento
inmediato de ERO en células planctonicas. El estimulo de
ERO fue a los 2 segundos con una caida subsiguiente. El
secuestrante de Twron logrd ambhibir completamente la CL.
En biofilms no se ebservd avmento de ERO en presencia de
Imp.

Conclusiones: La cuantificacidn de biofilm en placas
“multiwells™ fue un ensayo dtil para determinar en forma
riapida la tendencia de formacidn del mismo. A bawmannii
planctonico sufre estrés oxidativo en presencia de Imp. Los
ensavos con Tiron reforzaron la dea que la respuesta
obtenida en ensavos de CL fue causada principalmente por
0, generado por la bacteria frente a Imp.

P104. IDENTIFICACION DE UN SISTEMA DE
SECRECION TIPO 1V PUTATIVO EN
Acidithiobacillus ferrooxidans, (Identification of a
putaiive type IV secretson  system in
Acidithiobacilluy ferroaxidans)

Villa AF.. Orell A Beard S., Jerez C.A.

Laboratorio de Microbiologia Molecular v Biotecnologia.
Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile. Santiago. Chile.

El sistemna de secrecion tipo IV {SSIV) participa en los
procesos de conjugacidn. transporte de proteinas v de
dcidos nucleicos a través de la membrana celular
bacteriana. Acidithiobacilluy ferrooxidans es una bacteria
guimiehtoautotrdfica que obtiene su energia a partir de la
oxidacion del i6n ferroso, azufre elemental v sulfuros
metélicos. Mediante espectrometria de masa de extractos

proteicos totales de células crecidas en azufre, se
identificaron 3 proteinas que presentaron homologia con
las proteinas del SSIV de Agrebacteriuom rumefuciens. Para
identificar ¥ caracterizar lu presencia de un SSIV putativo
en esta bacteria, utilizamos herramientas bioinformiticas.
Se dentificaron 11 genes distribuidos en dos regiones del
cromosoma con alta homologia al SSIV de A, ramefoaciens.
La estructura secundaria de las proteinas codificadas por
estos genes mosird dominios conservados en otras
proleinas que forman parte de los SSIV. Unilizando PCR en
tiempe real y macroarreglos de DNA se encontrd que los
genes homélogos a o8B, irbE, 1ebF v febJ del SSIV de A,
tumefaciens. aumentaron su expresion cuando A,

ferroaxidany se crecid en sustratos salidos como azufre ¥

pirita. lo que sugiere la presencia de un S5IV putative en
A. ferroaxidang, gue se expresa coando el microorganismao
crece formando biopeliculas.

Financiado por: Provecto FONDECYT 030767 v becas
DaAD, MECESUP UCH<07 vy CONICYT

P105. HIyE DE S. Typhi REPRESENTA UN FACTOR
DE YIRULENCIA IN VIVO. (5. Typhi HIyE
represents a virulence factor in vive)

Villagra N.A.", Fuentes J.A?. Castra DA, Retamal P2,
Mora G.C.'

‘Facultad de Cs. de la Salud. Depto. de Cs. Bioldgicas,
UNAB. Stgo.. Chile. “Facultad de Cs. Biologicas, PUC.
Stgo.. Chile.

villagra nicolas@gmail.com

Salmonelia Typh es el agente etiolégico de la fiebre
tifoidea en humanos, su dnico hospedero conecido, HIVE,
¢l homdlogo (>90%) de la hemolisina/citolisina ClyA
descrita por primera vez en E, colf K12, es ¢l determinante
del fenotipa de hemdlisis observado en la cepa vacuna §.
Twvphi Tylla. Recientemente nuestre laboratoric describic
la participacién de HIyE en la virulencia de §. Typhi
mediante ensayes en cultives celulares. Sin embargoe, si
esta hemolising desempeiia un papel en virulencia in vive
atin no ha sido dilucidado. Para responder esta pregunta. se
clond RivE de §. Typhi v se transformé . Tvphimurium
(naturalmente HIyE ). generando cepas hemoliticas, las
cuales Fueron utilizadas puara inocular oralmente ratones
hembrs BALB/¢c. Se cuantifice el peso corporal {un
indicador de enfermedad) v la supervivencia de los ratones
infectados durante 21 dias, Se encontré gue los ratones
inoculados con 8§ Typhimuorium HIyE* presentaron una
disminucién en el peso corporal ¥ una mavor mortalidad
con respecta al grupo control. Con estos resultados
conciuimos gue la hemalising HIYE efectivamente
representa un factor de virulencia in vive.

Financiamiento: FONDECYT 1060994, UNAB 0404, 1.F |
D.C. y PR. son becarios CONICYT
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Pid6, COMPARATIVE GENOMICS OF THREE
CLOSELY RELATED EXTREME
ACIDOPHILES: INSIGHTS INTO LIFE AT
pH2. (Gendmica comparativa de tres acidofilos
extremos cercanamente relacionados: perspectivis

de la vida a pH2)

Valdés J.!'.. Pedroso 1!, Valenzoela P, Holmes D.S.!

'Center for Bioinformatics and Genome Biology.
Fundacion Ciencia para la Vida, MIFAB, Andrés Bello
University and “Universidad de Santiago (USACH}.
Santiagao, Chile.

Jorge valdes@gmail com

We report a comparative gemome analysis of
Acidithiohaciflus ferroaxidaps (Af) with the draft genome
sequences of the related bucteria A- ealdus (Ac) and A
thisoxidans (Ar. Advanced bioinformatic tools based on
database comparative searches and self-learning
approaches were used to predict genes, operons, promoters
and other reguiatory features. Genome/proteome and
metabolic comparisons were also undertaken o determine
the main modules shared (or not) by these microorganisms.
Pathway-directed studies predict the main components of
the energetic metabolism present in these bacteria and
suggest how Af can grow via the oxidation of iron and
sulfur wheress Ag¢ and A¢ can only use sulfur. Whole
genome comparisens generated synteny maps and revealed
the presence of several large genome islands including a
region unigue to AF manly populated by genes encoding
hypathetical proteins, mobile elements, phage and plasmid
remnanis. Comparative genomics suggests genes and
pathways mvolved i defining the principal differences
between these extremophiles and suggest how these
differences might have evolved,

Acknowledgements: Fondecyt 1030063

P107. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LA SUBUNIDAD
CATALITICA DE CALCINEURINA {CaNA} DE
Trypanosema cruzi. (Structurzl analysis of the
catalvtic subunit of calcinenrin (CaNA) from
Trypanaspma vewesi)

Orrego P.!, Cardera EM.', Neira 1., Sagua H.', Gongiler
1!, Araya L.LE.!

'Unidad de Parasitologia. Universidad de Antofagasta.
Chile.
jearayar@ uantof.cl

Calcineurina (CaN o PPIB), fosfatasa de prowina de
Serina/Treonina bajo el control de Ca™/Calmodulina
{CaM). juega un rol critico en el acoplamiento de sefales
de Co™ o respuestas celulares, Estd constituida por una
subunidad catalitica A (CaNA) v vna subunidad regulatoria
B (CaNB). Estudios en nuestro laboralorio, olorgan
evidencias de la participacion de caleineurina en ¢l pracesa
de invasion celular por Teraczi, va que inhsbidores como
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Ciclosparing A y Cipermetrina, disminuven la infectividad
celular. Con el fin de identificar ¥ estodiar la estructura
molecular de CaNA de T cruzi, a partir de cDNA, usando
téonicas moleculares, clonamos v caracterizamos el gen de
CaNA de T erezi cepa CL. La proteina estd constituida por
342 aminoacidos, en ella observamos la existencia de un
domimo homologo al dominio catalitico de fosfatasa de
proteinit 2A. icluvendo PPL, PP2A v miembros de la
familia de PP2B. También revela la presencia del dominio
de interaccian a calcineurina B (DI-CaNB), de 42
amnodcides. Interesantemente, nuestro analisis da a
conocer la carencia de los dominios de interaccion con
CaM v el dominio auteinhibitorio, los cuales estin
presentes en CaNA de cucariotes superiores. Esto sugiere
un mecanismo de regulacion positiva para CaN de Terazi.

Financiado por FONDECYT 1051045, Fundacidon ANDES
C 1395517

P108. DETECCION DE INTEGRONES CLASE T EN
ENTEROBACTERIAS PRODUCTORAS DE B-
LACTAMASAS DE ESPECTRO EXPANDIDO
TIPO CTX-M EN VENEZUELA, Detection of
class | integrans in Exterobacteriaceae producers
of extended-spectrum of b-lactamases type civ-m in
Venczuela)

Torres L%, Diaz 8.1, Hudson ¥.', Morales L.!, Calve A",
Rodriguez N, Pedroza R

'Citedra de Microbiologia. Escuels de Bioandlisis.
Universidad Central de Venezuela. Caracas-Venezuela.
“Bialogia Molecular de Agentes Infecciosos, Institulo de
Medicing Experimental. UCV. Seccién de Bacteriologia,
Policlinica Metraopolitana.

horresucy @ yahoo.com

Uno de los mecanismos de resistencia mis frecuente en
el medio intrahospitatario es la produccién de BLEE, las
cugles pueden ser adquindas a través de plismidos v
transposones. ¢stas @ su ver pueden albergar integrones.
Las BLEE tipe CTX-M son enzimas de gran relevancia en
Suramérica. Se realizd la deteccion de BLEE v ia de
miegrones clase 1 en 36 cepas de Enterobacterias que
mostraban actividad cefotaximasa. La susceptibilidad v
deteccion de BLEE se evalud mediante difusion del disco
siguiendo las normas de la CLSI. La deteccron de BLEE
tipo CTX-M v SHV se realizd medsante PCR. Se
encantraron cepas BLEE de los grupos CTX-M-1 (52.7%)
¥ CTX-M-2 (47.5%) en las 36 cepas analizadas, Se
wdentificaron integrones de diferentes pesos moleculares en
41.2% de los aislados. Existe la posibilidad de que estoy
genes bla,, . se encuentren asoctados a integrones de alto
peso molecular, permitiéndose la captura, preservacidn,
transporte, transferencia v diseminacion de estos genes,
Este el primer trabajo realizado en Venezuelu en el cual se
wdentifican variantes de BLEE CTX-M,

Financiamiento; CDCH-UCY
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P1w., COMPUTATIONAL PREDICTION OF SMALL
REGULATORY RNA GENES IN THE
EXTREMOPHILE Acidithiobacillus ferrooxidans.
{Prediceion computacional de los genes “small RNA™
regulatorios en el extremofilo Acidithiobacillus
Jorrovxidais)

Shmarvaho A, Holmes DS,

Center for Bioinformatics and Genome Biology, Fundacidn
Ciencia para la Vida, MIFAB. Andrés Bello University.
Santiago. Chile,

amir shmarvaho@® amail .com

Small regulatory RNAs (srRNA) contzrel gene
expression in bacteria. usually at the post-transcriptional
level, by acting as antisense RNAs that bind targeted
mRENAs or by interacting with regulatory proteins, sTRNAs
are invelved in the regulation of a large variety of
pracesses such as plasmid replicatton, transposition, viral
replication. hacterial virulence and global genetic circuits
that respond to environmental changes. Since their
discovery a few years ago, il has become apparent that they
are prolific and widespread. However. their computational
discovery s particularly challenging sance they do not
encode protein products, are poorly conserved at the
sequence level and only some exhibit conserved secondary
structure. In this study, we describe computational
approaches to srRNA discovery in the extremophile
Acidithiobaedllus feevoovidans. Intergenic regions of the
fullv annotated genome were extracted and searched for
sequence complementarity te protein-encoding genes
resulting in appreximately 80 candidate srRNAs. The
search space was further reduced by selecting only
candidate srRNAsS associated with predicted sigma 70
promoters. The resulting porential stRNAs include known
examples from other microorganisms and some novel
candidates and reveal interesting underlying bhiology of A.
Serrooxidans.,

Acknowledgements: Fondecyt 1050063

P10, DETECCION DE GENES cryif en Bacillus
thuringiensis MEDIANTE PCR-RFLP. ( Detection
of crvd ! genes in Bacillus thuringiensis using PCR-

RELP}

Sauka D.. Basile I.. Monella R., Benintende G.

Bioinsumos Microbianos., IMYZA-INTA. Buenos Adres,
ARGENTINA,
dsauka®@ enia.inta,. gov ar

Los genes crvi! de Bacillus rhurinziensis | Bu se
encuentran cominmente formando parte de cepas del
serovar iveaelensis, ingrediente activo de larvicidas
utihizados para el control de moesguitos vectores de
enfermedades tales como dengue, malaria v fiebre del Nilo,
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Estos genes se clasifican en tres suhclases f(evyd/!Aa.
ervi fBa y crvl 1Bh) basados en la similitud de secuenciay
de aminodcides de las proteinas gue ellos codifican. En ¢l
presente estudio desarrollames una estrategin basada en
amphificacian génica (PCR) y posterior analisis de
restriccion (RELPY con el objeto de detectar todos [os genes
crvi | reportados hasta shora. Se analizaron 3 cepas de Bt
seravar israclensis ¥ 10 aislamientos nativoes perienecientes
# 1a coleccion del IMYZA-INTA. Se amplificaron Jos genes
crvd I mediante un par de cebadores especificos de clase.
Los productos de esta amplificacion fueron digeridos con la
enzima Hinfl ¥ los fragmentos obtenidos separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%., Se
detectaron genes crvlJAa en las tres cepas de Br serovar
israelensis y en cinco aislamientos nativos mosguitocidas.
No se encontraren genes ervlifa o covfIBh, ni tlampoco
combinaciones con ellos. Los resultados obtenides nos
inlieren la utilidad potencial de esta estrategia en estudios
de tamizaje de genes crvii.

P111. ANALISIS DE VIRUS RNA DE Nanthophyllomyces
dendrorhous. (Analysis of RNA  wvirus  of
Nanthopiellomyvees dendrorhons)

Sanhueza M., Cifuentes V., Baeza M.

Depto. de Ciencias Ecolagicas. Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile. Santiaga. Chile.
mariosanhueza®@ gmail com

En diversas especies de levaduras existen virus de
RNA de doble hebra (dsRNA) que estan asociados @
mecanismos  de  patogenicidad. En la  levadura
X dendroriions la presencia de dsRNAs no se ha
relacionado a algin fenotipo v su niimero varia entre cepas
aisladas de diversas regiones. Mediante Northern Blot
analizamos 1a relacion existente entre los dsRNA de varas
cepas de esta levadura, Respecto a la molécula M-dsRNA
(3.2 kb) se observo hibridacion entre las cepas de origen
Japonés UCD 67-383 v 385, Resultado contrario se obtuvo
para la moelécula L-dsRNA (4.6 kh) entre la cepa UCD 67-
385 v la cepa de origen ruso VKMY-2786. sugiriendo que
carresponderian a virus diferentes,

Por otro lado. para descartar que la varsacion numérica
no se deba a una replicacidn viral diferencinl en diversos
estados metahalicos del huésped., se determing la cantidad
refativa de cada dsRNA a lo largo de la curva de
crecimiento de la cepa UCD 67-385. En la fase exponencial
la razén L-dsRNAM-GsRNA fue 2.5, Ja que se invierte a
hacia el final de esta fase, Junte con lo anterior se observa
un descenso de la actividad antibidtica de extractos
proteicos punificados desde los cultivos, Estos resultados,
junto a la ohservado en atros sistemas virales de levaduras,
nos sugieren que en Xdendrorhous existirfun I sistenas
virales independientes,

Proyecto DI-04/08-02 v Fondecyt 1040450
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P112. DIFERENCIAS GENOMICAS ENTRE §. Typhi
Y 5. Typhimurium DETERMINAN LA
RESISTENCIA A PROTAMINA. {Genamic
differences between 5. Typhi and S, Typhimurium
determine protamine resistance)

Rodas P.'. Verterlein C 2. Contreras 1.1, Mora G 2

Laboratorio de Microbiologia. Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de Chile, Santiago,
Chile. *Laboratorio de Microbiologin, Facultad de Ciencias
de la Saled, Universidad Andrés Bello, Santiago, Chile.
pirodas@cig.uchile.cl

Previamente demostramos gue existe una regidén
gencmica de 4,023 pb (R12) presente ¢n cepas ¢linicas v de
referencia de §. Typhi. pero ausente en S. Typhimurium,
Amndlisis bioinformaticos de R12 no arrojaron similitud con
proteinas vo factores de virulencia conocidos. pero se
encuentra inserta entre los genes sapf v sapC del operdn
sap, deserito en . Typhamurium v otros patégenos Gram-
negativos ¢ invalucrado en resistencia a péptidos
antimicrobianos, coma protamina. Para confirmar la
arganizacion de estos genes en ¢l cromosoma bacteriano, se
realizaron PCRs vsando partidores externos a R12 v para
cada gen del operdn en §. Typhi STH2370 y §.
Typhimurium 140285, Para comprender el significado
funcienal de R12 en ¢l operdn sep. se generd una muotante
por delecion de este segmente en §, Typhi STH2Z370 (RP7)
¥ se realizaron ensavos de sensibilidad a protamina. Estos
ensayos indicaron que §. Typhi STH2370 es dos veces mils
sensible a protamina comparade con §. Typhimurium
1428, mientras que la mutante RP7 presentd un fenotipo
stmilar a4 8, Tvphimurium. Con estos resuliados concluimoes
gue, a diferencia de 5. Typhimurium, el operdn sap de §.
Typhi estd interrumpido por un segmento gendmico que
atecta el fenatipo de resistencia a protamina,

Financiado por FONDECYT n” | 006999

P113. TRANSCRIPTIONAL ANALYSIS OF THE
AROMATIC ACIDS BIODEGRADATION IN
Cupriavidus  mecator  JMP134.  [Anilisis
transcripeional de la degradacion de acidos
aromadticas en C, pecator IMP134)

Pérez-Pantoja D.'. Gonzialez-Pastor 1.E2, de Lorenzo V2,
Gonzilez B!

Depto. Genética Molecular y
Universidad Catalica de Chile,

Astrobiologia (CSIC-INTA ), SPAIN.

Microbiologia. P.
CHILE, *Centro de

C. necator IMP134 35 a well-known (halo)l aromatic
compounds degrading strain. The complete genome
sequence of O necator is now available. The metabolic
reconstruction of aromatic compounds degradation
predicted at least twelve centra! pathwavs for ring-cleavage
of (hale) aromatic compounds, In order w confirm the
functionality ol these pathwavs we constructed a SO0-mer
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aligonucleotide DNA microarray including 360 genes of €.
necator and gene expression profiling during exponential
growth on fructose with benzoic acid. o-hydroxybenzoic
acid, m-hydroxybenzoic acid, p-hydroxybenzoic.
phenylacetic acid, o-hydroxyphenylacetic acid. m-
hydroxyphenylacetic acid. p-hydroxyphenylacetic acid.
phenyipropionic acid. m-hydroxyphenvlpropionic acid and
p-hydroxyphenvipropionic as inducers of the predicted
ring-cleavage pathways was conducted. Functionality of
most of the catabolic pathways predicted was verified. The
mvolvement of two previously unrecognized FAD-
dependent hyvdroxylases and one cytochrome P450 in
cataholism of hvdroxyphenylacetic acids is proposed
according ta cur results. This work confirmed the utility of
microarrays 1o study the not well-known metabelism of
genome sequenced microorganisms,

Wark supported by o FONDECYT grant ( 1030493 the
MIFAB Millennium Institute, the DOE-JGI initiative and
the ICAL-CT-2002-10011 (ACCESS) Contract of the
European Union. D. Pérez-Pantoja is a UNESCO-IUMS-
SGM short-term fellowship recipient

Pil4. GENOMIC EVIDENCE FOR THE AQUISITION
OF METABOLIC DIVERSITY BY LATERAL
GENE TRANSFER IN Acidithiobacillus
Serrooxidans. (Evidencia Gendmica de Adguisicidn
de Diversidad Metabolica por Tranferencia Lateral
de Genes en Actdithiobacillus ferraoxidansy

Pedroso L', Yaldés )., Holmes D .S

ICenter for Bioinformatics and Genome Biology.
Fundacién Ciencia para la Vida, MIFAB, UNAB. L1 de
Santiago {USACH), Santiago. Chile.
intipedroso@ gmail .com

A fundamental impact in microbiology brought by
massive genome sequencing has heen the realization of the
influence that Lateral Gene Transfer (LGT) has in shaping
hacterial evalution, Genonuc islands (GI) acquired by LGT
events often have very different GC content amd codon
psage with respeet te “host genomes” and are often flanked
by transposases, tRNAs, ete. We have used computational
techniques to predict LGT events in the genome of the
extremophile Acidishiebaciflus ferroavidany (AT Several
potential Gls, representing about 9 % of AT annotated
genes, were predicted and TIGR role classification showed
that they are enriched mn cell envelope. DNA metabalism,
mobile and extrachromosomal elements and hypaothetical
genes of unknown function, The possible Tunction of
fvpothetical proteins was further investigated by
bivinformatic analysis and micrearrav-based gene
expression. The physiological significance of foreign genes
acquirsd by A ferrpoxidany is discussed in the context of
their contribution to the capacities of this bacterium to
function in an acidic and metal-rich extreme environment.

Acknowledgment: Fondecyt 1030063 and Fundacién
Zanlungo
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P115. IRON HOMOESTASIS IN ACIDOPHILES:
PREDICTION FROM COMPARATIVE
GENOMICS. { Homeostasis de hierro en acidofifos:
predicciones oblenidas por gendmica comparatival

Osorio H.1, Martinez V_!, Quatrini R.!, Valdés 1., ledlicki
E.*, Holmes D.S.!

‘Center for Bioinfermatics and Genome Biology, FCV-
MIFAB, Andrés Bello University., YICBM. Fac. of
Medicine, U. of Chile, Santiago. Chile.
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Profound bioalegical insight can be gained from the
comparison of mulitiples genomes by addressing how
particular genes and pathways cantribute to microbial
survival and diversity, It also helps 1o improve gene
annotation. map regulatory sequences and set up lestable
hypothesis. The availability of new sequenced genomes
from microbes of the bioleaching consortia provides an
unprecedented opportunity to do comparative genoamics in
this experimentally recalcitrant group of microorginisms
and we have wsed this approach to shed light on the
processes driving iren homeostasis in extreme conditions.

We have predicted 13 species-specific genes with
distinctive functional roles in iron management in the
consortia. 21 genes shared by several spp. that contribute 1o
our understanding of the general survival strategies in
acidic. iron-loaded environments and 3) genes with
currently unknown functions linked 10 iron homeostasis
genes that might reveal novel aspects of this response in
ascidophiles. A comprehensive examination of the
oeeurrence, conservation and diversification of 1rom uptake,
storage, efflux and regulation functioms has allowed us o
derive a preliminary model of the iron trophic responses
and interactions within this “conceptual biomining
consartia’.
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P116. DESARROLLO DE UN CASETE DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICO EN
Xantophyllomyces dendrorfons, (Development of
an antibiotic resistance cassette in X. dendrorhous)

Niklitsehek M., Marcoleta A.. Sanhueza M., Sepulveda D,
Bacza M., Cifuentes V.
Universidad de Chile, Santiaga. Chile.

maurohiotec@ vahaoes

La levadura X. deadrorhous es vna de las foentes
naturales mas importantes de astaxantina. Este carofencide
es utilizado en acuicultura coma colorante para salmones y
truchas ¥ corresponde al insumo de mavor impacta
econdmico dentre de su dieta. Sin embargo, los bajos
niveles de astaxanmlina (308 ppm.) de la cepa silvestre.
hacen inviable su produccidn a nivel industrial. BEsfuerzos
per aumentar la produccidn de astaxantina tienen
dificultades prircipalmente por la carencia de marcadores
moleculares para la manipulacion genéuca de X,
dendrorious.

En el presente trabajo se disedd una herramienta
molecular que permite la seleccidn positiva de
trapstormantes, facilitando el estudio del sistema
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carotenogénico de X. dendrovhous. Para ello. el gen hph
{higromicina-B-fosfotransferasa) de £. coli se insertd bajo
el control del promoter TEF-Ta v el terminador
transcripeional del gen gpd de X. dendrorhous mediante
clonamiento por PCR. Este casete fue clonado en el sitio
EcoRV del plasmidio pL22. reemplazando ¢l gen crsl
(fitoeno desaturasal de X. deadrorhous, S¢ tansformé X.
dendrorkous por integracion y reemplazo del gen crrl,
obteniéndose colonias transformantes resistentes a
higromicina. El analisis por HPLC de los pigmentos de
estas cepas, muestra que son incapaces de producir
astaxanting, acumuolando fitoeno.

Provecto Fondecyt 1040430, Becario Mecesup UCH-104

P117. LA PRODUCCION DE MICROCINA E492
ACTIVA REQUIERE DE LA SINTETASA NO
RIBOSOMAL EntF. (The production of active
microcin E4%2 requires of the nonribosomal
svnthetase EntF}

Mercado G., Tello M. Lagos R

Labkoratorio de Biologia Estructural y Molecular.
Departamente de Biologia, Facultad de Ciencias.
Universidad de Chile. Suntizgo, Chile.
mg_917 1 @ hotmail.com

La microcina E492 {(mccE492) es una bacteriocina
producida por Klebsiclla pnewnaniae RYC4Y2 gue puede
estar modificada en su extremo C-terminal por una
molécula de salmoquelina. un siderdfero catecdlico
correspondiente a enterogueling glucosilade. Resultados de
nuestro laboratorio demostraron gue en la produccion de
mecE492 activa, participan ademis de los genes de
maduracion meeCi) de esta bacteriocina, la sintetasa no
ribosomal EntF en un procese diferente de la sintesis de
enteroquelina. Mutantes en el gen meeC de ls maduracion
sole pueden transcomplementarse con salmogueling ¥ no
con enteraquelina. la cual utiliza fos receptores Cir Fiu ¥
FepA para su internalizacion, Con estudios genéticos
comprobamos que EntF participa en la produccian de
salmoquelina, probablemente a través de la simtesis de
enteroguelina, pues mutantes en esla enzima no son
capaces de producir salmoqueling aungue sobreexpresen la
rlucosil transferasas TroB o MeeC. Establecimaos que cepas
de E, coli que producen salmoguelina por la expresion de
una de las glucosil transferasas clonadas. la exportan al
medio extracelular a pesar de no contar con el
transportador especifico IraC. ni con el expertador del
sistema de la mecE492. MceG. Para evaluar el papel de
EntF en el proceso de produccion de moecE492 activa se
clond este gen ¥ combinaciones de sus cuatro dominios en
un vectar compatible con el sistema de produccion de la
meeE492 v oa rravés de ranscomplementacion se
suplementd salmoguelina. Se determing gue los dominios
de condensacitn y tivesterusa de EmF son dispensables en
fa produccidn de mccE492 activa, La evidencia gendtica
permite formular un medelo de produccion de mecE492
que involucr la sintesis de siderofores de tipo catecol, y de
manera independiente la pasticipacién de EntF en un paso
distinto de la sintesis de enteroqulina.

Provecta FONDECYT 1061128, becaria CONICYT
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P118. GENOMIC ANALYSIS OF Burkholderia
xenevorans LB400 REVEALED A HIGH
METABOLIC VERSATILITY OF AROMATIC
CATABOLIC PATHWAYS,

Latorre-Reves V.12, Apulla L.'. Cérdova M.', Gomez L.",
Gonzalez M., Secger M.!

"Millennium MNucleus EMBA, Depto. Quimica, UTFSM,
Valparaiso, Chile. “U. Magallanes. Punta Arenas, Chile.
valeria lutorre @ gmail .com

Burkioideria venovorans LB4OD is one af the most
important polychlorobiphenyl degraders vet discovered.
Its genome has a size of 9.7 Mhb disiributed in three
replicons. The in sfdice metabolic reconstruction based on
sequenced genomes is useful for a systematic analysis of
the metabolism of aromatic compoeunds. For the analysis
of straitn LB40D, ditferent bioinformatic toels and
software (Artemis, Vecter NTI) were used. Eleven
“eentral” and twenty “peripheral” aromatic catabolic
pathways were discovered in strain LB400. Degradation
pathways for many aromatic compounds funnel into the b-
keteadipate pathway, which has catechol and
pratocatechuate branches. Fifteen peripheral aromatic
pathways leading to the P-ketoadipate pathway were
identified. Nine substrates are catabolized by catechol
branch. five compounds by protocatechuate branch and
chlorocatechol is funnclled through the modified orthe
pathway. Many aromatic pathways genes are erganized in
operon-like structures. Copies of metaholic pathwavs and
genes were found. The LB40D genome revealed a high
metabolic versatility of aromatic calabolic pathways,
suggesting its adaptation to diverse environments. Strain
LB40t constitutes a model system for biochemical,
genetic, and ecological studies of the catabolism of
aramatic compounds.

Acknowledgments: MILLENNIUM PO4SO0OT-F, LSM-
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P119. LA PRODUCCION DE LIPOPOLISACARIDO
POR Salmonells Typhi RESPONDE A
CONDICIONES AMBIENTALES SEMEJANTES
A LAS ENCONTRADAS DURANTE La
INFECCION. (Safmoneil Typhi lipopolysaccharide
production responds to enviremental conditions
similar ta the ones found during mnfection)

Hoare A.. Zamoranoe A, Escobar P Alvarez S.. Contreras 1.

Fac. de Cs. Quimicas y Farmacéuticas. Universidad de
Chile, Saatagoe, Chile.
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El lipopolisacirido (LPS) de Salmerefla Typhi es un
importante factor de virulencia. Estd formado por el lipido
A, el oligosacdride core v el antigeno O {(AgQ),
Previamente demostramas que en la invasidn de oélulas
epiteliales es necesaria Ia estructura del core, en tanto gue
el AgO protege a 5. Typhi del complemento. La produceidn
de LPS alcanza un médxime en fase estacionaria en medio
rica {LB). En este trabajo se analizd la produccion de LPS
por bacterias crecida en distintas condiciones ambientales y
se investigt la participacién de regaladores de respuesta
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glabal. Las condiciones fueron medio minimo E. LB a pH
34 y algunas que inducen la invasidn (anaerchiosis, alta
esmolaridad y cultivo estitico con 1% NaCl). En medio E,
las bactersas produjeron una gran cantidad de AgO durante
todo el crecimiento: la alta osmolaridad v carencia de
axigene no alteraron fa regelacian por fase de crecimiento.
Las bacterias crecidas en medio estdtico produjeron menos
AgO gue en LB ¥ el pH dcido disminuyd el tamano del
Ag0D v aumentd el core no sustitwido. Usando mutantes
dirigidas se definié gue OmpR reguls negativamente la
produccicn de LPS y PhoP. en medio dcido. positivamente,
Estos resultados sugieren que en el intestine se favoreceria
la exposicién del core y durante la fase sistémica. una
mayor produccidn de AgO.

Financiamiente Fondecyt 1040562

P120. ANALISIS [N S/LICO DEL SECRETOMA DE
Burkholderia xenoverans LB400. (in silico
analvsis of the Berkholderia venoverans LB40D
secrelome)

Gordillo F.', Ussery D2, Jerez C. AL
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El génere Burkholderie comprende &l menos Y especies
denominadas complejo Bee (Burkholderia cepacia
complex). Estos microorganismos poscen una gran
versatilidad metdabolica que les permite adaptarse v
colonizar distintos ambientes incluyendn los suclos, la
rizdslera v los tejidos de individuos
inmanocvemprometidos. La  bhacteria Burkholderia
renoverans LB400 es un modelo para el estndio de la
degradacion de los policlorobifenilos (PCBs), que son
contaminantes ambientales de alta toxicidad, La interaccion
entre la bacteria ¥ estos sustratos podria estar mediada por
proteinas que se secretan al medio extracelular actuando
como emulsificadores y asi mejorar la biodegradacion, Con
¢l objete de caracterizar las proteinas secretadas por este
microorganisma hemos analizado Jn silice su secretoma
utilizando les  servidores SignalP3.0. TatPI1.0.
SecretomeP2.} y LipoP1.0. El andlisis global de estas
proteinas por categarias funcionsles arraje un 33, 7% de
profeinas secretadas gue po Se AETUPAron ¢n ninguna
ciategoria ¥ un 22.7% gque se agrupd como proteinas
relacionadas con el metabolismo general. Se observa uma
simifitud entre los tipos de proteinas secretadas que se
codiflican en los dos cromesomas, En cambio, el
megaplismide contiene ofra clase de proteings en lus gue
podrian estar algunas relacionadas con la especificidad en
ia interaccion bacteria‘sustrato, La comparacion con otros
genomis de microorganismos del género Burkholderia
indica que entre ¢l 14 - 19% de sus proteomas es
putativamente secretado por los aparatos cliésicos de
secrecion.

Financiamienta: Beca doctoral CONICYT; Beca
MECESUP UCHO407 e ICM P-99-031-F
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P121. EXPRESION DE SipA. SopA. SopD Y SopE2 EN
Salmonefla Typhimurium DURANTE LA
SALMONELOSIS MURINA. (Expression of
SipA, SopA, SopD and SopL2 effector proteins af
Satmoenelic  Typhimurium  during  murine
salmonellosis)

Giacomodonato M.', Uzzan 8 7, Sarnack: §.'. Rubino 87,
Cerquetti C.'

'CEFYBO-CONICET. Universily of Buenos Aires. Buenos
Adres, Argentina. 2University of Sassari. Sassari. Italy,
monicagiaco® vahoo.com.ar

Satmonella Typhimurium harbours two Salwmonelia
pathogenicity islands (SPIs) cach eaceding a type I
secretion system for virulence protemns. Altheugh there is
increasing evidence for post invasion roles for SPIL, it has
been commoenly accepied that SPIT genes are downregulated
following the invasion process. We determined the
expression of some SPI1 effector proteins at late stages of
murine salmonellosis. To this purpose S, Typhumurium
SipA. SopA, D. and E2 ragged (3xFLAG) strains were
inoculated intraperitoneally (ip) or imtragastrically {igl w0
BALB/c mice. Animals were sacrificed at day 5 or & post ip
or ig inoculation, respectively and intracellular bacteria were
recovered from spleen and lymph nodes. SPII expression
wias analvzed by SDS-page and immunoblotting with ant-
FLAG antibadies. Results showed that 8. Typhimurium
colonizing deep organs continues to express SipA. SopD and
SopE2 several days after ip or ig infection, SopA was
detected only at 18 hs post ip inoculation. This fact is likely
1o he related to the short half life of SopA. Taken together,
our results suggest that SPI1 effectors have potential actions
it post invasion stages of the murine salmonellosis.

Acknowledgmenia: This work was supporied by CONICET
grant PIP5534 and ANPCyT grant PICT 13566
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P122. ESTUDIOS DE RESISTENCIA A K,TeO; EN
CEPAS DE E. coli BW25113 DELETEREAS Y
QUE SOBREEXPRESAN GENES
INVOLUCRADOS EN LA BIOSINTESIS DE
CISTEINA. (Studies in K TeO, resistance iN E.
cali BW25113 deficient and over-cxpresing genes
invalved in cysteine biosynthesis)

Fuentes D.. Castro M_, Pérez I.M.. Calderdn 1., Visquez C.

Facultad de Quimica v Biologia, Universidad de Santiage
de Chile.

En nuestro laboratorio estamos interesades en estudiar la
relacion de la tolerancia microbiana 2 K-.TeQ; y el
metabolismo del aminodeido cisteina. Una de las estrategias
gne utilizamos fue el wso de cepas deletéreas en genes
invalucrados en la biosintesis de este aminodcido v también
cepas gue sobreexpresan estos mismos genes por induccion
con IPTG. Los resultados obtenidos muestran una
disminucion en los niveles de tolerancia. tante a telurito de
potasio como a inductores conocidos de estrés oxidativo. al
compararles con los de la parental cepa isogénica BW25113,
En el caso de la sobreexpresion de los mismos genes se
logré un aumento significativo en los niveles de tolerancia a
telurite sdlo en el caso de las cepas que expresan los genes
cysK ¥y evsM, De esta manera v junto con resulitados
anteriores logramos relacionar el metabalismo de la cisteina
a la tolerancia a telurite de potasio en £.coli K12,

Financiade por FONDECYT 1060022 ¥ DICYT-USACH

P123. GLOBAL COMPARATIVE ANALYSIS OF
EXTRACYTOPLASMIC PROTEINS IN
EXTREMELY ACIDOPHILIC BACTERIA.
{Andlisis Global Comparativo de Proteinas
Extracitoplasmiticas en Bacterias Acidofilas)

Duarte F., Holmes DS,

Center for Bioinformatics and Genome Biology. Fundacion
Ciencia Para la Vida, MIFAB and Andrés Bello University,
Santiago. Chale.

ar.duarte@pandresbello .edu

A currently unsolved problem is how proteins fold,
function and make protein-protein contact in extremely
acidic conditions (<pH 2). For example. many protein
contacts involve charged residues that would be protonated
at pH 2 suggesting that such protein contacts are mediated
by some other mechanism in acidophilic conditions.
Although the intracellular pH of extremely acidophilic
microprganisms is circumneutral, their extracytoplasmic
proteins must fold and function at pH 2 or less. We have
used PSORTB. TatP and SecretomeP to extract the
sequences of candidate extracytoplasmic proteins,
predicted to be located in the periplasm, outer membrane
and extra-cellular space. from all sequenced acidophilic
bacteria. The physicochemical features, such as
hydophaobicity, isoelectric point and distribution of amino
acids of these proteins were then compared globally with
arthelogous proteins from neutrephilic bacteria, In
addition. selected neutrophilic proteins with known 3D
structures have been compared with their acidephilic
counterparts in order to locate critical differences that
might contribute 1o pretein stability and protein-protein
comtact at low pH., It was found that increased
hvdrophobicty s a hallmark of acidophile proteins.

Acknowledgements: Fondecyt 1050063
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PI24. EL NIVEL DE EXPRESION DE wzy
DETERMINA LA SINTESIS DE VL-AgO EN
Shigella flexneri 2a. (wzy expression level determines
VL-0Ag synthesis in Shigella Texneri 2a)

Carter J.A.. Blondel €1, Silva €., Altamirano F., Alvares
5.A.. Contreras 1.

Laberatorio de Microbiolegia, Facultad de Ciencias
Quimicas v Farmacduticas. Universidud de Chile. Santiago.
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Shigella flexnert 2a 2457T produce LPS con wna
distribucion bi-modal de antigeno O (AgQ), una moda
corta {S-Ag0) contralada por el regulador cromosomal
WzzB ¥ una moda larga (VL-AgQ) determinada por el
reguladar plasmadial W2z .. Previamente demostramos
que la sintesis ¥ distribucion modal del AgO se regula en
forma diferencial durante el crecimiento hacteriano,
aumentando s6lo el VL-ApO en fase estacionaria. Este
aumento se correlaciona con una mavor transeripeion de
rfafd. factor de elongacion que regula la expresion del
operon wha responsable de la sintesis de AgO. Una
mutante Driak sintetiza una pequefia cantidad de 5-AgO ¥
carece de V0L-Ag0. En este trabajo estudiamos los posibles
mecanismos de esta regulacidn diferencial del AgO por
RfaH. Se demostré gue la expresign de fusiones
transcripeionafes wizl-lacd o wiznsr-lacy no fue reguiada
por RfaH. Sin embargo, cuando ¢l zer woy se sohreexpreso
en la mutante Arfal. se restaurd la distribucion normal del
Ag0. Nuestros resultados sugieren que i) RfaH reguia
positivamente la expresion del gen wzyv. ubicado en ¢l
extremo distal del operdn wha y ii) el nivel celular de la
polimerasa Way determina la distribucion modal de! AgO
en 8, flexneri 2a,

Financiamiento: Fondecvt 10403562

P125. EL. REGULADOR DEL LARGO DE CADENA
DEL ANTIGENO O Wizrg,; OTORGA UNA
MAYOR RESISTENCIA AL SUERO EN
Salmonetla, {The O-Antigen Chain Lenpght
Reguluror Waz, o Increases Serum Resistance in
Salmonella)
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Contreras 1.
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El lipopolisacdride (LPS) es ¢l componente
mayoritario de la membrana externa ¥ un importante
fuctor de wvirulencia en bacterias Gram-negativas. Estd
formado por lipido A. core y antigeno O (AgO). La
presenciz de un AgQ de alto peso molecular protege a las
bacterias contra gl sistema del complemento. El largo
preferencial de cadena o moda del AgO es regulade por el
producto del gen wzz. §. Typhimurium posee dos
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reguladores: Wezgy ¥ Wizg,g, que confieren la moda L
(Long) v VL (Very Long). respectivamente. §. Typhi
produce sélo L-AgO, ya que ne posee un gen wWilg.p
funcional. En ambos serovares la expresidn del L-AgQO
aumenta en fase estacionaria, mientras que el VL-AgO de
S. Typhimuriom permanece relativamente censtante. En
este trabajo, estudiamas el efecto de Wzz...p en la
resistencia al suero durante el crecimiento de 8. Tvphi v
5. Typhimurium. Los resultados mostraron gque Wezg..p en
§. Typhimurium faverece la resistencia al suera cuando
Wiezgr estd pusente. Ademds. una mutante Awzz, ¢ genera
uni mayor susceptibilidad al suero cuando la produccidn
de L-AgO es menor (fase exponencial). Al introducir
Wileeeen §. Typhi aumenta la resistencia al suere en fase
exponencial. Estos resultzdos indican que el L-AgO es
indispensable para resistir al sistema del complemento ¥
que el VL-AgO favorece la resistencia al suere cuando
hay menas produccion de L-AgO.

Financiamiento: Fondecyt 1040562

Pi126. EFECTO DEL ACIDO SALICILICO EN LA
INFECCION PERSISTENTE POR
Staphyloceceus aurens. (Salicylic acid effects in
persistent infection of Siaphviocaccns aureus)

Alvarer L.P., Sordelli D.O.', Buzzola F.R.!

'Departamento de Micrebiologia. Parasitologia e
Inmunclogia, Facultad de Medicina, Universidad de
Buenes Aires. Buenos Ares. Argenting.

ferbuz@ fmed uba.ar

La expresion coordinada de los determinantes de
virulencia de Staphvloceccus awreuns es regulada por los
sistemas agr ¥y saee. El dcide salicilico (SAL) afecta
virulencia en algunas bacterias. A fin de determinar el
efecto del SAL sobre la virulencia de §. aurens se evalud la
capacidad de internalizacién celular. 5S¢ construveron
mulantes agr, sae ¥ agr sae de las cepas de 8. guwrens
RN&3D0 v Newman., Por medio del ensayo de invasion se
establecid gue el rratamiento con SAL no afecto la
internalizacion de RN6390 v de su mutante sae, La mutante
agr de RNG3YD (6.3x10° cfw/ml} mostré mayor capacidad
de imvasion luege del tratamiento con SAL (3x10° cfu/ml,
p<0.01, Mann Whitney test). Por el contrario. el
tratamiento con SAL de la cepa Newman ¥ de su mutante
sae incrementd significativamente la internalizacidn (New:
BI04 vy Newgy: 1.01x10% ufe/ml, p<0.0i: Newsae:
LSx1F vs Newsaegy: @ 34x10° ulc/ml. p<0.01). Por medio
de SDS-PAGE se establecid que el tratamiento con SAL
afectd el perfil de proteinas de superficie de las diferentes
cepas estudindas. Los resultados sogierer un efecto
positiva del SAL sobre el regulador sae favareciendo la
persistencia bacteriana en el hudsped.

Agradecimientos: A Medina L. por su excelente asistencia
récmic.
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P127. CALCINEURINA B (CaNB) DE Trypanesoma
cruzi: ESTRUCTURA Y FUNCION. (Calcineurin
B {(CaNB| of Trypanospmae cruzic structure and
function)

Sossa P.', Orrego P.', Cordero EIM.', Neira [.°. Sagus H.',

Gaonzilez 1!, Araya LE.!

'Unidad de Parasitologia. Universidad de Antofagasta-
Chile.
jearavar@ pantof.cl

En tripomastigotes de Trypanosema crueci. la invasién
promugve un zumento significativo en los niveles de Ca*?
intraceiular, sefial que juega un rol esencial en el procese
de invasion celular, Serias evidencias, obtenidas en nuestro
laboratorio, demuestran gue Calcineurina CalN estd
implicada en el proceso de mvasion ya que inhibidores de
ella, tales como Ciclosporina A y Cipermetrina inhiben la
invasion. Calcineurina, serima-treonina fostatasa de
proteina del tipo 2B, dependiente de Ca™ y Calmodulina,
constitnida por una sub unidad catalitica {CaMA) v una sub
unidad regulatoria (CaNB). Con la finalidad de demostrar
en forma directa, in vivo. la participacién de TcCaNB en el
proceso de invasian celular, empleamos oligos antisentidas
disefiados a partir de la secuencia depositada en el
GenBank con ¢l mimero de acceso AYSTD305. El andlisis
de la secuencia de pminodcidos de TeCaNB evidencia la
presencia de 3 dominios ligadores de Ca~ (EF hands), dos
de ellos altamente conservados v uno degenerado. cercano
i la regitn amine terminal. S¢ aprecia también, un dominio
de unidn a CaNA {subunidad caalitica) v un sitio de
miristoilaciin,

Ensayos de invasion con tripomastigotes tratados con
oligonucleotides fosfotioatos se constituveron en ia
primera evidencia directa de que CaNB participa en el
proceso de invasian,

Financiado por FONDECYT [051045, Fundacién ANDES
C 13955/17

Pi28. METABOLISMO DE FOSFONATOS EN
Acidithiobacilius ferrooxidans. |Phosphonate
metabalism in Acidithiobacillus ferrooxidans)

Vera M., Guiliani N, Jerez C A
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Acidithiobacillus ferrocxidans participa en la
biolixiviacidn de minerales, donde se enfrenta con diverses
tipos de estrés como la carencia de fosfato morgdnico (Pi).
la que puede afectar el proceso de biolixiviacidn, Los
microorganismos utilizan Pi. pero algunos son capaces de
emplear ésteres de fosfate (enlace C-O-P) wo fosfonatos
{enlace C-P). Frente a la carencia de Pi, las bacrerias
poseen el reguldn Pho. grupo de gemes gue les permite
captar trazas de este compuesto, Nugstra bdsqueda del
regulén Pho en el genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270,
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mostrd la presencia de 23 genes homdlogos 2 compoenentes
de E. voli. En estos genes destaca el operon phe. donde se
encuentran los genes phnGHIJKLM, codificantes para la C-
P liasa. la principal enzima para la degradacién de
fosfonatos. Esto nos sugind que A, ferroaxidans podrin
utilizar estos compuestos como fuentes alternativas de Pi,
lo gue se comprobd por el crecimiento sostenido de A,
ferrearidans en metil ¥y etil-fosfonato coma fuentes dnicas
de Pi. Mediante macroarreglos de DNA v PCR en trempo
real observamos que cuando la bacteria crece en fosfonatos
aumentan jos nmiveles de transcritos para los genes pha.
Mediante RT-PCR demostramos que estos genes se
expresan como una posible unidad transcripcional. La
capacidad de degradar fosfonatos le confiere a esta bacteria
una ventaja adaptativa en la colonizacién de ambientes con
Pi limitante.

Financiado por Provecto ICM P-99-031-F. beca doctoral
CONICYT y Fundacion Maris Ghilardi

P129. EVALUACION DE  Pseudomonas  spp.
AISLADAS DE SUELO POR LA COLORACION
DIFERENCIAL DE FLUORESCENCIA
MOBDIFICADA. (Evaluation of Psexdomonas spp.
isolates from soil by modified differential fluorescent
staining)

Albarade L.'. Flores E./

‘Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, Cumani.
Veneruela.
luzalv@ gmail .com

Se evalud la coeloracion diferencial de fluorescencia
madificada en Psendomonas spp, aisladas de suelos de
cultivos agricolas del estado Sucre, a fin de observar
eventos microscépicos relacionados con el eiclo celular:
cada especie de  Pseudomongs  identificada
hiogquimicamente, se sembré en caldos incubados a
temperatura ambiente, aerobiosis, durante 15, 20, 30 v 45
min, ¥y 1, 24, 48 ¥ 72 h: luego. se elaboraron y colorearon
los extendidos, En las 24 especies de Pscudomonss
identificadas, P. mendocina (41 67%). P. aeruginosa
(37.50%) vy P. putida (20.83%), se chservaron variaciones
de tincidn en los diferentes tiempos de incubacidn como
verde, amarilla v anaranjada, fluorescentes y de baja
fluorescencia. La coloracion. emplea naranja de acridina
que se intercala al ADN, provocando fluorescencia verde. ¢
interactia con ¢l ARN provocando flucrescencia
snaranjadi; el decolorante remueve el naranja de acridina
ne unido al material genético v la fluoresceina de sodio
produce color amarille en bacterias que retienen suficiente
cantidad de naranja de acridina. Las variaciones de tincidn
citoplasmiitica en Psendomonas spp., estdn asociadas a la
cantidad de ARN y ADN presente en la célula de acuerdo a
la fase de su ciclo celular.

Se agradece al Consejo de Investigacidn por el
financiamiento de les provectos CI-2-040102-1283/06 ¥
CI-2-040102- 128400
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P130. CAR:\(‘.’I‘IIERIZACI(}\! DE LA CAPACIDAD
ACIDOGENICA Y SOLUBILIZADORA DE
HIDROXIAPATITA DE AISLADOS CLINICOS
Y ESTANDARES DE Streptecoccus mutans.
{Characterization of acidogenic and hidroxiapatite
solubilizer capacity of clinical isolated and standard
ol Streprococcns mutans)

Retamales P, Urzoa B!, Morales 1), Oses R 2

'Facultad de Odontologia, U. de Chile. Casilla 1003,
Santiage. “INIA. CRI-Rayentué y CIBS. Casilla 590,
Rancagua. Chile.

pretamales@odantologia.uchile ol

Diferentes microorganismos en ambientes tan diversos
como el seelo v la cavidad aral pueden solubilizar
hidroxiapatite v otras formas de fostates insolubles i virre,
capacidad que ha sido asociada a la produccion de dcidos
orginicos. Paralelamente, la acidificacion de la superficie
del diente por bacterias del grupe Srrepiococes se ha
asociado a etapas tempranas del desarrolle de caries. En
este trabajo se caracterizé la capacidad acidegénica ¥
solubilizadora de fosfates de cepas ¢

nicas y estindares
ATCC de 5. mutanc. La capacidad solubilizadora de fosfato
s¢ determind en medios con CaHPO, e hidrox:apatita,
mediante la formacion de halos de disolucion de cristales
de fosfatos alrededor de las colonias. La capacidad
acidogénica fue evaluada en placas BHI v SM conteniendo
sacarosa v rojo-fenal como indicador de pH. Los resultados
indican que existe una relacién entre la capacidad
solubilizadors de microcristales de fosfatos v la capacidad
acidogénica en diferentes cepas de §. murans, Este tipo de
anilisis podria transformarse en un método indicador mas
eficiente para predecir riesgo de caries, que los utilizados
actualmente.

Agradecimientos: Centro de  Investigaciones en

Biotecnologin Silvoagricola ICIBS)

P131. BIOFILM DE XNtaphylocoecus epidermidis Y
Staphylococcus aurens: COMPARACI ON DE LA
FORMACION DE BIOFILM EN DISTINTAS
SUPERFICES Y SU RELACION CON LA
HIDROFOBICIDAD BACTERIANA. (Biofilm-
producing  Sraphvioceccus epidermedis and
Staphvlococcus awrews: comparison en biofilm
formation in differeat surfaces and their
relationship to bacterial hvdrophobicity )

Carignano LS., Aiassa V.. Arce Miranda 1. Albesa 1.
Paraje M.G.

Departamento de Farmacia, Facoltad de Ciencias Quimicas.
Universidad Naciwomal de Cordoba. Civdad Universitaria,
(30041 Cardoba, Argentina.

aiassa®@ mail feg.une eduar

La caolonizacidn de dispesitivos médicos es
frecuentemente capsada por especics como S epidermidis v
S.rarews, El objetiva del trabajo foe realizar un estudio
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comparativo de la capacidad de formar biofilm de cepas
climcasin=4} ¥y ATCC (n=1) de estas especies. sobre dos
superficies. Se cultivaron las cepas en tubos canices de
plastico v vidrio. Se colorearon con una solucion cristal
violeta; s¢ semicuantiflicd visualmente las peliculas
colareadas  en las paredes ¥  cuantificd
espectrofotométricamente @ &00nm. La hidrofobicidad
bacteriana se determind por particion con solventes
orginicos {xileno ¥ n-octanal). El valor de hidrofobicidad
fue obtenido como el porcentaje de variacidn en la
absarbancia luego de realizado el ensayo. En ambas
especies se observd una mayor formacion de hiofilm en
tubos de plisticos comparade con vidrio, pero en éstos se
aprecia la formacion de un anille en la interfase. Las cepas
de S.epidermidis fueron mds formadaoras de biofilm y
menos hidrofdbicas que las de S.aurews en ambos
solventes.

El presente rabajo fue financiado con subsidio de SECYT-
UNC. Y, Ajassa vy G. Paraje agradecen @ CONICET

P132. INCIDENCIA DE Listeria monocytogenes EN
LECHES CRUDAS DE CABRA Y DE VACA
EXPENDIDAS EN EL CORREGIMIENTO DE
LA GARITA Y EN EL MUNICIPIO DE
PAMPLONA, COLOMBIA. {Incidence of Listeria
meowiocyiagenes in raw milk of goat and of cow
expended 1 the Garita and Pamplona, Colombia)

Albarracin Y.'. Sarmiento P.!. Mercado M2, Carrascal
AKS

"Universidad de Pamplona, Colombia. *Pontificia
Universidad Javeriana, Bogota, Colombia,
acarrasc@iaveriana edu.co

El siguicnte trabajo tuvo como objetivo principal
establecer la incidencia de L. monscviogenes en leches
crudas abtenidas de los municipios de La Garita v
Pamplona. para ello se analizaron 290 muestras de leche.
usando el método pold Standard y confirmudas por PCR.
Los resultades obtemidos indicaron una incidencia del 5.2%
i 15/290) de cepas de Listeria de las cuales 8 pertenzcieron
a la especie “monocyiogenes™. Se encontrd una mayor
distribucion de L. monocyviogeney el municipio de
Pamplona con respecto al de La Garita (3% y 2%
respectivamenie) sin encontrarse evidencia
estadisticamente significativa entre los municipios
(p=0.71). Cabe aclarar que las muestras de leche de
Pamplona son en su totalidad de vaca y las de la Garila de
cabra. Se observo diferencias significativas en la frecuencia
de aislanmentos ws transporie solo para el municipio de
Pamplona {p=0.046), adicicnalmente se logré establecer
que leches que en su transporte duran mis de 6 mineios
favorecen la aparicidn de este microorganismo {P=0000013.

Financiacion: este proyecto se logrd gracias a la
financiacion de la Universidad de Pamplona y Pontificia
Universidad Javeriana. N* proyecto 1816
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P133. ESCASO EMPLEO DE BUENAS PRACTICAS
EN LA ELABORACION DE QUESO DE
CABRA ARTESANAL EN LA IV REGION.
(Lack of good agricultural practices to produce goal
cheese in the 1V Region)

Figueroa A., Troncosa M.. Rivas P., Gotteland M.,
Figueroa G.

Laboratorio de Microbiologiz. INTA. Universidad de
Chile, Santiago, Chile.
afiguerca®@ intacl

Introduccian: La cemercializacion de guesos de cabra
artesanales se cfectia principalmente en mercados
informales, ya que no cumplen con los requisitos minimos
de inocuidad. Los programas de Buenas Practicas permiten
mejorar los sistemas productivos tanto en la calidad como
en ta inocuidad, Objetive: Determinar el nivel de
cumplimiento de pre-requisitos por parte de pequefios
productores (X 184 animales) de yueso de cabra de la IV
Regién, Malerial y Métodos: Se disedd y aplicd un
checklist de evaluaciin de pre-reguisitos (infraestructura,
BPA. BPM v BPH) a 18 productores de gueso de cabra,
entre junio y julio de 2006 sdemds de una inspeccidn
dirceta de las plantas. Las plantas fueron ubicadas en tres
niveles de cumplimiento: Nivel 1 (= 75%); Nivel 2 {50 -
745 Nivel 3: (< 50%). Resultados: Se observe un bajo
nivel de cumplimiento de pre-requisitos. con un promedic
de 54% . Los resultados ubicaron 6 plantas en el nivel 12§
en nivel 2 ¥ 7 plantas en nivel 3, indicando que 918 (50%)
de los productores cuenta con un nivel de implementacicon
inferior al 50%_ Ademis. ninguna de las plantas se
encuentra registrada en el programa PABCO (5AG).
Conclusiones: La mitad de los productores no cumple <on
las exigencias minimas de calidad ¢ inocuidad de sus
quesos. Capacitacion y recursos son requeridos con
urgencia.

Financiamiento; Proyecto FIA-PI-C-2004-1-P-040

P134. EVALUACION  DEL  RIESGO  DE
CONTAMINACION CON Campylobacter jejuni
EN LAS DISTINTAS ETAPAS DEL PROCESO
DE FAENAMIENTO DE POLLOS BROILER.
iRisk assessment of Campviobacter jejuni
contamination in broiler of 4 steps of processing}

Flores A.', Toro M., Lapez C.2, Troncose M2, Fierro E2,
Figueroa G2

ISEREMI Salud R.M. Santiago. Chile. *Lab. de
Microbiologia INTA, Universidad de Chale,

alvaro. flores@assrm.cl

Introduccion: Campylobacter jejuni es la causa mis
frecuente de toxi-infecciones alimentarias de origen
zoondtice en el mundo. La transmisién de la infeccion mis
frecuente es por consumo de carne de ave contaminada. El
reservorio natural de este patdgeno son las aves silvestres y
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de corral. En el faenamiento se produce la contaminacion
cruzada desde el contenido intestinal a las carcasas.
Objetivo General: Evaluar el riesgo de contaminacion con
C. jejuni en las distintas etapas del proceso de faenanuienio
de pallos broiler. Metodologia: Se tomaron |%H) muestras
de pollos de 4 ewapas del proceso: recepeion (n=40).
desplumado in=48). eviscerado (n=54) y enfriado (n=48).
El aislamiente e identificacion de C. jejuni se hize por
métodas microbioldgicos estindar (FSIS) y la confirmacidn
mediante PCR. Resultados: Las prevaiencia de C. jejuni en
cada etapa de faenamiento fue la sipuiente: recepeian 26/40
(63%); desplumado 21/48 (44%); eviscerado 36/54 (6750 ¥
enfriado 23/48 (48% ). Conclusiones: Los resultadas
indican que C. jejoni es altamente prevalente en los pollos
broiler, Ia ctapa donde se produce una mayor prevalencia es
el eviscerado, Los datos demuestran que el enfriado tiene
un efecto controlader sobre la contaminacién de las
carcisas con este patgeno.

Proyecto FONDECYT 1061130

P135. INFLUENCIA DE SUSTANCIAS GRAS EN LA
ADQUISICION DE TOLERANCIA AL FRIO
DE Clostridium perfringens. {Influence of GRAS
sebstances on the acquisition of cold tolerance in €.
perfringens)

Garcia S._ Limon 1., Heredia N.

Fac. Ciencias Bioldgicas, Universidad Autdnoma de Nuevo
Ledn. Apdo Postal 124F San Nicolds, N.L. 66351 Mexico.
sanlos @ microbiosymas.com

Las sustancias quimicas generalmente reconocidas
como seguras [GRAS) son usades para resaltar el sabor y
aumentar Ia vida de anaquel. En cste trabajo analizamos el
cfecto de 2 sustancias GRAS en la induceidn de wolerancia
al frio en C. perfringens FD-1 ¥ FD-1641. Las sustancias
GRAS benzoato de sodio, sorbato de potasio. nitrito de
sodio, glutamato monosadico y mezclas de ellas se
agregaron (en concentraciones correspondientes al 25, 50 v
75% de las dosis permitidas) a los cultives y
posteriormente s¢ analizd su tolerancia a 10"C. Los
resultados mostraron que ¢! nitrito de sodio a 180 ppm
estimulé el crecimiento de la bacteria ¢ mcluso permitic
que tolerara la temperatura de 10°C. lo mismo que el
tratamiento con [L.15% de benzoato de sodio. No se observd
induccion de tolerancia con los otros conservadores. La
mezcla de 0.075% de benzoato de sodio v 0.1% de sorbato
de potasio indujo telerancia. lo mismo que las mezclas
0,375 de benzoato de sodio ¥ 0.15% de serbata de potasio;
(0.075% de benzoate de sodio. (.1% de sorbato de potasio ¥
(0.15% de glutamato de sodio: (11125 benzoato de sodia.
0.05% de sarbato de potasio y D.15% de glutamata
monosodico, Estos resultados indican gue algunas
sustancias GRAS pueden inducir tolerancia al frio, por lo
que requiere atencidn este aspecio.

Este trabajo fue financiado por CONACYT México
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P136. AISLAMIENTO DE Arcobacter sp DESDE DE
POLLOS BROILER FAENADOS EN LA
REGION METROPOLITANA. (Isolation of
Arcobacter sp. in boiler processed in Metropolitan
Area)

Guzmin M., Toro M., Troncoso M. Figueroa G.

Lab. Microbhiolagia y Probidticos. INTA, U. Chile,
Santiago, Chile.
musalery@ gmail com

Introduccion: Arcebacter sp es un patdgena emergente
perienccienie de la familia Campylobacreriaceae, que
causa enteritis ¥ ocasionalmente bacteremia. Sus rutas de
transmisién son el consumo de agua v carnes de pollo
contaminadas Objetivo General: Determinar la prevalencia
de Arcobacter sp. en carcasas de polios broiler en la
Regidn Metropalitana. Metodologia: Se analizaron 104
muestras de pollos provenientes de distintas etzpas del
fuenamiento, El mislamiento se realizéd en medios Johnson-
Murzno y McConkey luego de un enriguecimiento de 948
horas. Las cepas fueron identificadus a través de pruebas
bioguimicas y confirmacion por PCR. Resultados: 26 de las
104 muestras resultaron positivas a Arcebacter sp. (255 ).
La mayor tasa de deteccion se aleanzd en la etapa de
desplumado donde 11/27 muestras (41%) resultaron
positivas, En la etapa de enfriadoe, eviscerado v reCepCIan
se obtovieron T/26 (27%), 7730 (23%1 y 1/26 (4%)
muestras positivas respectivamente, Conclusiones: Los
resultados obtenidos demuestran que Arcobacter sp puede
ser aislado en las distintas etapas de faenamiento de
broilers sicndo Ja mayor prevalencia la detectads post-
desplumada. Estos datos indican gue estamos frente a un
patogeno que puede afectar directamente a la safud de la
pablacidn ya sea porque el alimento se ingiere mal
cocinado o porque senera casos de contaminacion cruzada,

Proyecto FONDECYT 1061 150

P137. Vibrio parahaemolyiicus EN MARISCOS DE
REGIONES CHILENAS CON DIFERENTE
INCIDENCIA DE BROTES DE DIARREA.
(Vibrin paralcemolyviicns in shellfish from regions
with different incidence of diarthea outhresks in
Chile}

Zabala B.'. Fuenzalida L.'. Armijo L', Herndndez €2,
Rioseco M.'. Riguelme C*, Espejo R.T.!

'Instituto de Nutricidn v Tecnologia de los Alimentos.
Universidad de Chile. *Laboratorio del Ambiente
Llanguihue, Puerta Montt. ‘Hospital Regional de Puerto
Mantt, IUniversidad de Antofagasta.

betrico®@ gmail com

En los dltimos veranos han ocurrido importantes hrotes
de diarrea asociades al consume de mariscos. conteniendn
el clon pandémico de V. parahaemolvtions O31:K4. El
primer brote se registré en Antofagasta en 1998 pero los
casos pricticamente desaparecieron en las afios posteriores,
En Puertao Montt en cambio los hrotes se iniciaron el 2004
¥ han continuado en los veranos subsiguientes. La

- encia de casos en el Sur v la desaparicién en el Narte
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es aparentemente paradGjica porque fa infeccidn con V.
parahaemalyticus esti fuertemente asociada a la
temperatura de las aguas de extraccion de los mariscos.
Con ¢l objeto de entender este fendmeno se determing la
carga y composicion de la poblacién de ¥
parahaenolyticas en mariscos de ambag regiones. La carga
se determind por el Nimero mds Probable, vy la
caomposicion por anilisis de distintos genes v por
comparacion de patrones de restriccion de los distintos
aislados. La carga de V. parahaemolysicns. en muesteas de
P, Montt fue de 15-5500 hacterias V, parahaemolviices por
gramo de tejido blando, de las coales sola 2-38 bacterias
correspondian al clon pandémico. Las muestras de
Antofagasta en cambio no contenfan cepas tipicas de ¥,
parakaemelyiicus v tampoco el clon pandémico. Sin
embargo. se detectd la presencia de una cargs de especies
relacienadas con el génera Vibrio, superior a la observada
para V. parakaemolyicus en las muestras de Puerto Menit.
Estos resultados indican que la ausencia de casos clinicos
en Antofagasta se debe a la desaparicién de la cepa
pandémica. Esta podria deberse a la competencia generada
por li alta carga de Vibrio spp.

Se agradece a G Higuera, R Varas y F Valenzuela por
ayuda téenica. Proyecto FONDECYT 1040875, BZ es
hecaria DAAD

P138. ESTUDIO DE CRECIMIENTO Y ACTIVIDAD
PROTEOLITICA DE LA CEPA Pseudomonas
fluoreseens CTZ 4 EN LECHE BOVINA.
{Growth rate and proteolytic activity of a strain of
Psendomonas fluarescens CTZ 4 in bovine milk)

Larresa R.'. Damidn I.'. Bermidez 1., Reginensi 8.2

"Unidad de Tecnologia de los Alimentos. Facultad de
Agronomia, Facultad de Agronomia, Universidad de la
Repiblica (UDELAR). Garzén 780, Montevidea, Uruguay,
*Microbiologia. Departamento de Biologia Vegetal.
UDELAR.

Ralff26@ hotmail.com

Los objetivos del presente trabajo fueron: aislir <
identificar una cepa de Pyeudomonas fluorescens con
capacidad proteolitica ¥ determinar su accidn proweolitica
durante la cinética de crecimiente. Se selecciondé una cepa
de Prendomonas flworescens CTZ4, que se caracterizd por
la aite actividad protenlitica desarrollada en Agar caseina,
La cinética de crecimiento se realizé por triplicado en
matraces con 35 mL de leche UHT descremads estéril,
incubada a 7'C a 200 rpm por 4 dias. El recuento inicial
para cada matraz fue de 8 x 10° u.f.e/ml. Los recuentos se
realizaron per 96 h en Agar caseina a 4°C. La actividad
pretealitica se determing por RP-HPLC icolumna Apex WP
ODS 4 46°C) v por electroforesis (SDS-PAGE al 15%). Los
resultados de la cingtica de crecimiento nos indica que la
actividad proteolitica comienza después de las 48 h de
incubacion con recuentos mayores a | % 10% u.ferml. A las
72 heras desaparece B-Cn v li k-Cn. A las 96 hs de
incubaciin con recuentos de | x 107 w.feml el deterioro
de las caseinas fue total. El order de protedlisis para la
cepa en estudio fue; B-Cn = k-Cn > @s1-Cn > a5 2-Ch,




POSTERS

P139. PREVALENCIA DE Campylobacter jejuni EN
MUESTRAS AMBIENTALES DE UNA PLANTA
FAENADORA DE POLLOS BROILERS.
(Prevalence of Campylobacier jefuni in enviconmental
samples from a brailer poultry slaughterhouse)

Lépez C.', Flores A2, Figueroa G, Decap S.

ILaboratorio de Microbiologia, INTA, Universidad de
Chile, Santiago. Chile. *SEREMI Salud R.M. Santiago,
Chile.

clopez@inta.cl

Introduccién: Durante el faenamiento de aves. puede
producirse contaminacion cruzada entre carcasas debido a
la presencia de Campylobacter spp. en los equipos.
presente originalmente en el sistema digestivo de las aves.
Objetivo: aislar e identificar Campylabacter jejuni en
superficies de los equipos y utensilios empleados en los
procesos productivos de una plantz faenadora de pollos
hroiler. Material ¥ Métodos: se analizaron 40 muestras
ambientales: 10 de las superficies de la miquina
desplumadora. 10 de la maguina evisceradora, 10 del agua
de la escaldadora v 10 del agua del enfriado (chiller). Las
muestras se transportaron refrigeradas (4°C) al Laboratorio
de Microbiologia del INTA, U. de Chile, donde se
identificéd C. jejuni sepdn métedo estindar (USDA).
Resultados: 32 5% (13/40) de las muesiras fueron positivas
4 C. jejuni, la mayor prevalencia se obtuvo en las
superficies de las miguinas desplumadora v evisceradora.
ambas con un 50% (5/10). Conclusiones: la presencia de C.
jejuni en las muestras ambientales confirma gue ellas
pueden contribuir & que se produzca contaminacion cruzada
durante ¢l faenamiento de las aves. El control de dicho
problema requiere la efectiva y adecuada aplicacion de las
Buenas Pricticas de Manutactura durante el faecnamiento.

Financiamiento: Provecto FONDECYT 1061150

P140. DETECCION DE Brettanomyces bruxellensis EN
VINOS POR PCR EN TIEMPO REAL.
{Detection of Brenanomvees bruxellensis in wines
by Real Time PCR}

Martinez C.', Garrido D%, Véliz G.2. Ganga M A

"Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos,
Universidad de Santiago de Chile. *Roche Applied Science.
Santtago, Chile.

cmartinez @ usach.cl

Brettanomvees  bruxellensis es una  levadura
contaminanie que se caracteriza por producir aromas
fendlices que afectan la comercializacién de vinos. Su
deteccian se realiza normalmente a través de cultivo en
medio selectivo. sin embargo este método es poco
especifico v demora sobre 2-3 semanas, Con el objeto de
abtener un método de deteccién util para fines aplicados,
nosotros desarrollamos un protocelo rdpido y preciso
hasado en qPCR para la deteccion de este microorganismo.
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Para ello, identificamos secuencias especificas de B.
hruxellensis utilizando partidores de 10 pb contra un panel
de cepas de levaduras vinicas y fragmentos especificos para
esta especie fueron clonados v secuenciados. El andlisis
permitio disefiar partidores y sondas de hibridacion
especificas. Ademis. se establecid un protocolo de
preenriguecimiente ripide en medio selectiva ¥ un métode
optimizado de extraceién de DNA desde vino gue, junto al
desarrolle de un control interno. permitid obtener un
protacolo de deteccidn de la levadura en cuatro dias con un
nivel relativo de deteccidn de | céliml de vino. El ensave
fue validade mediante norma SO 16140, El méwodo fue
1D0% especifico al analizarlo con otras levaduras vinicas v
evaluarlo en B0 muestras de vino reales.

Financiado por FONTEC 204-4042 y Roche Applied
Science, Chile

Pl4l. DESARROLLO DE MARCADORES
MOLECULARES PARA LA
CARACTERIZACION DE CEPAS DE
Saccharomyces cerevisiae DE INTERES
ENOLOGICO. i(Development of molecular
markers for the characterization of enological
Saccharomyees cerevisiae strains)

Martinez C.!, Guevara F.!, Sarmiento F.', Ganga M.A!

IDepartamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos.
Universidad de Santizgo de Chile. Santiago. Chile.
cmartinez@usach.cl

Saccharomyees cerevisiae es el  principal
microorganismao en ¢l proceso de produccion vinica ¥ por
ello ta industria ha favorecido la seleccidn de cepas para
obtener vinos de mejor calidad y reproducibles entre
temporadas. Entre los métodos disponibies para la
caracterizacidn de cepas. cariotipo electroforético ¥y RFLP
del miDNA son los mds utilizados, sin embargo, su poder
de resolucidn es limitade para diferenciar cepas
estrechamente emparentadas por lo cual nosatros
evaluamos el uso de secuencias repetidas para su
diferenciacién y que ademis pudieran ser utilizadas en
andlisis poblacionales.

Para ello. construimos una genoteca de la cepa
endémica L-16 ¥, mediante experimentos de hibridizacion
con DNA total, se obtuve una sonda de DNA
medianamente repelitivo. Ademds, mediante el andlisis
bioinformitica de su genoma se obtuvieron dos sondas
cuyos blancos corresponden a sccuencias repetitivas ¥
dispersas a través del genoma. La utilidad de estas sondas,
junta con otras obtenidas por literatura, fue evaluada u
través del andlisis de RFLP en aislados nativos v otros de
uso comercial, logrando diferenciar cepas gue por RFLP
del mDNA o cariotipo electroforético se presentaban como
idénticas.

Financiado por Fondecwt 104H199



112

P142. CEPAS AMBIENTALES DE Vibrio
parahaemolyticus AISLADAS DESDE MARISCOS
POSEEN UNA ISLA DE PATOGENICIDAD CON
UNA DELECION. (Enviromental strains of Vibrio
parahaemodvtices isolated from shellfish harbor a
deleted pathogenicity island)

Nuaidiez H.'. Guerra F.'. Ullea M.T.!, Oserio C.G.!

"ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Santiago, Chile.
hnunez @ med uchile.cl

V. parahaemolviicus es una bacteria Gram negativa que
habita en ambientes marinos. Desde 1996 la denominada
cepa pandémica O3:K6 se ha expandide mundialmente
llegando a Chile en 1998. A la fecha. nuestro pais ha
acumulado alrededor de 15000 casos.

La cepa pandémica RIMD 2210633 posee una isla de
patogenicidad {IP) ¢n ¢l cromosoide 2. En la IP se
encuentra el factor de virulencia denominado hemolising
directa termoestable (Tdh). No existen estudios en otzas
cepas de V. parahaemolvricus relativos a la presencia de la
IP en sus genomas. Por otra parte. las cepas ambientales
son en su mayoria Tdh negativas lo que podria explicarse
por una delecién de la [P

El objetiva de este trabajo fue demostrar la ausencia v/
o presencia de la IP en cepas chilenas clinicas y
ambientales de V. parahaemolvsicus. Para elle se amplid
nuestro estudio anterior wtilizando ensayos fenotipicos
(hemolisis en agar Wagatsuma} v moleculares |Southern
blot para genes tdhA y rdh5). Se demosted que a diferencia
de las cepas clinicas la mayoria de las cepas ambientales
presentd un fenotipe Kanagawa negativoe (ausencia de
hemolisis en agar Wagatsuma) ¥ ausencia de hibridacian
para los genes tdfiAd y 2205, Estos resultados confirman gue
la gran mavoria de las cepas ambientales presentan una
delecian casi completa de su IP.

Financiamiento: REIN 012004

P143. PREVALENCIA DE Listeria monocytogenes EN
UNA INDUSTRIA DE VEGETALES
CONGELADOS. (Prevalence of [Listeria

mongcviogenes in & frozen vegetables industries)

Reyes E.'. Rojus R.Z, Usrutia M.', Henriquez M.>

'Laboratorio de Biotecnologia de la FUCYT-ACHS.
“Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacéuticas.
Universidad de Chile. Santiago-Chile, *Director Sochmha ¥
Lahoratorio Region Austral América-Nestlé.

Las exigencias actuiles en paises curcpens, americanos
¥ asiaucos. referidos al diagnostico de Lisreria
monacytagenes en productos hortofruticola, son cada vez
mayores. Las industrias nacionales exportadaras tienen un
eran desafie para sus programas de inocuidad (BPM. SOP,
SOPS. HACCP). en el control de este patigeno. basados en
evidencias objetivas con base cientifica de la flora
microbioldgica existente ¥ su comportamiente durante cl
proceso de claboracion, Actwalmente en nuestro pais, no
existen publicaciones que informen dicha prevalencia v el
presente trabajo tiene por objetive dar a conocer la
prevalencia de Listeric monocyiogenes en una Incdustria
hartefruticela nacional. Durante el perindo de un ziio se
analizaron 101 muestras de prodecto semielaburados y
ambientales desde las dreas de wcopio de materia prima,
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deschalado, desgranado, escaldado. congelamiento. bodega
de preducto granel v envasado final. las que fueron
analizadas para la deteccitn de Listeria monocytdgenes par
la metodologia de FDA-BAM. Los andlisis fueron
realizades en un Laboratorio de servicios acreditado bajo
NCh 18O 17025

Un elevade porcentaje de muestras ambicntales como
de piso. canaletas ¥ utensilios de aseo resultaron positivas
para L, moxrocytogenes tanto en dreas consideradas sucias
coma en dreas consideradas limpias: estos resultados
positivas se mantuvieron en el tiempo no ohstante la
aplicaciin de procedimientos de useos e higienizaciones
utilizados de rutina ¥ considerados exhaustivos para la
planta.

Estos hallazgos indican que L. monocyiogenes posee
caracteristicas que le confieren ventajas pars sobrevivir ¥
proliferar ¢n ambientes de estas caracteristicas, entre olros
factores estin su crecimiento a hajas temperaturas,
generacion de biofilms. ¥ proliferacion en medios
himedos. Los resultados encentrados estin en
concordancia con fo reportade en literatvra internacional .

Pl44. EFECTO DEL SLIME PRODUCIDO POR
ESTAFILOCOCOS COAGULASA NEGATIVOS
AISLADOS DE MASTITIS BOVINA EN LA
CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
DE PENICILINA, ERITROMICI Y
CLINDAMICINA. (Effect of slime in minimum
inhibitory concentration of penicillin, eritromicyn
and clindamicyn in coagulase negative estafilococci
isolated of bovine mastitis)

Abate 8., Srednik M., Gentilini E.

Microbiclogia Fac Cs Veterinarias UBA - Buenos Aires
Argenting.
sabate@ fvet.uba.ar

S¢ ha observado aumento de prevalencia de
estafilococas coagulasa negativos (ECN) en muestras de
mastitis bovinas (MB). El slime y la resistencia a
antibioticos (RA)} generan preocupacion en ECN asociados
a casos clinicos, La produccion de slime depende del
medio. v tiene correlacion con RA en ECN de origen
humano.

Objetivo: Estudiar el
concentracidn  inhibhitoria
antimicrohianos utilizados en MB.

Matersales v Métodos: Se usé una cepa de S, yvlosus
slime (+) aisfada de MB, v su variante slime (-). La
presencia de slime fue estimada segin adherencia a placa
de cultivo celular (APCC). La CIM fue realizada por
dilucidn en agar segin las normas de la CLSINCCLS-
2006, para pencilina (P); eritremicina (E) y clindamicina
{Ch.

Resultados: Las CIM para cepas slime (<) v (-} fueron
de 0,06 ngiml +/- 1 Jogaritmo de dilucion.

Conclusiones: Las diferencias no superaror un
logariumo de dilucién. La cepa slime (=) no manifesté
produccién de exopolisaciridos durante el desarrolle de 1a
CIM. Resultados obtenidos de sensibilidad segdn wécenica
estandarizada de CIM in witro pueden diferir del
compaortamiento bacteriano in vive, juntamente con al
expresion de glycocalix.

slime en Ia
{CIM) de

efecto del
minima

Subsidio UBACYT V020 Mastitis Bovina
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P145. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
DE PENICILINA, ERITROMICINA Y
CLINDAMICINA EN ESTAFILOCOCOS
AISLADOS DE MASTITIS BOVINA: EFECTO
DE CONDICIONES DE CULTIVO PREVIAS.
{Minimum inhibitory concentration of penicillin,
eritromicyn and clindamicyn in estafilococci
iselated of bovine mastitis: effect of previous
conditions of culture}

Abate §.', Sdrednik M.'. Gentilin: E.’

Microbiologia FCVeterinarias UBA Buenos Aires
Argentina.
sabate @ fyet.uba.ar

Laos estafilococos praducen mastitis bovina {MB). La
sintesis de slime se asocia a antibioticoresistencia en cepas
de origen humano. Condiciones de cultivo modifican la
expresion de slime.

Objetivo: Relacionar la concentracidn inhibitoria
minima (CIM} de diferentes antibidticos, la produccion de
slime y la composicidn del medio de coltivo.

Métados: Se utilizaron 4 5. aurens v B estafilococos
coagulasa negativos (ECN) aislados de mastitis bovina. ¥
dos controles. La CIM se desarrollé segin CLSIINCCLS
2006 con penicilina, eritromicina ¥ clindamicina. Se
prepararon 3 indculos diferentes con cada cepa: 2 de cllos,
con cepas mantenidas en agar sangre. llevadas a
crecimiento exponencial (CE) en: a) Caldo tripteina soya
{CTS): by CTS+2% de lactosa (L): el tercera con las cepas
mantenidas en agar+leche llevadas CE en CTS+2 %L. El
slime se estimd mediante téenicas estandares,

Resultados: Hubo relacidn entre composicion de los
medios de mantenimiento. presencia de L en el mdeulo
variaciones de la CIM y expresion de slime en algunas
:epas.

Conclustones: Las actuales normas estandarizadas para
determinar CIM podrian no explicar del todo la
susceptibilidad de estafilococos que forman slime en
presencia de leche v/o lactosa,

Subsidio UBACYT V020

P146. INCIDENCIA DE BACTERIAS PATOGENAS
ESPECIFICAS EN ROEDORES DE
LABORATORIO. {Incidence of specific pathogens
bacterias in laboratory animals)

Riera L., Lugo 8., Zamora Z., Otafio A.. Pefia M., Chala T.

Centroo Nacional para la Produccidén de Animales de
Laboratorio (CENPALAB). La Habana. Cuba.
superacioncuadro@ cenpalab.inf cu

La deteccian de patdgenos especiflices en los animales
de laboratorio es importante para la confiabilidad ¥
reproducibilidad de fos experimentos en los cuales son
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usados. Durante un periodo de 12 anos (1988 al 2000),
dividide en 3 etapas, se procesaron muestras de drganos y
sueros de 4587 ratones y 990 ratas criados en condiciones
controladas; utilizéindose métodos seroldgicos (ELISA ¥
Microaglutinacian), técnicas de cultiva e histopatolagicas,
con ¢l objetivo de conocer la presencia de bacterias
patdgenas especificas, analizar su incidencia ¥ su tendencia
medignte un Andlisis de Regresian. Las “contaminaciones™
fueren observadas a partir de la etapa I, detectandose
Pasteurella prewmotropica, Bordetella bronchiseptica y
Carynebacrerium kuwtscheri. En ratones fue mavor la
incidencia de P, pneumorropica y C. kutscheri que la de 8.
bronchiseptica. existiendo la tendencia de reaparicidn de §.
bronchiseptica ¥ P. pneumotropica; mientras guc <¢n ratas
la incidencia de P. prewmarropica fue mucho mds elevada,
siendo muy semejante la incidencia de 8. bronchisepiica ¥
C. kutscher: con la tendencia a desaparecer: ofros
patdégenos no fuernn observados, Con la aplicacion de
técnicas gnatobidticas y las buenas pricticas de produccion
se pudo disminuir o erradicar la incidencia de estos
“patdgenas especificos™ para estos roedores.

P147. CARACTERIZACION MOLECULAR DE
Aeromonas salmonicida ATIPICA AISLADAS
DESDE SALMONIDOS EN EL SUR DE CHILE.
{Molecular Characterization of atypical Aeromomis
salmonicida isolated from salmonid in Chile)

Santis P.. Avendano-Herrera R., Acevedo C., Olivares P.,
Jaureguiberry B.

Laboratorio de Investigacidn y Desarrollo, Veterquimica.
Santiago, Chile.

Aeremonas salmoaicida sp. son unos de los principales
patégenos que nfecta a peces salmonidos y no salménidos
capsando furunculosis v otras patologias ulcerativas
asociadas. Muestreos realizados en el sur de Chile
permitieron la obtencion de 29 gislados identificados
mediante pruebas bioguimicas como Aereomonrds
safmenicida atipica. Con ¢] fin de identificar ¥ caracterizar
molecularmente estos aislados se realizaron estudios de:
Amplificacién v secuenciacion ARNr 168, amplificacicn
de regidn intergénica 16-238 v electroforesis de campo
pulsado (PFGE). Se identificaran al menos dos grupos de
aislados pertenecientes a la especie Aeromonas
salmonicida: un grupe homogéneo (69%) y olra
heterogénen {31% ) en sus patrones moleculares. siendo la
téenica de PFGE la que demuestra mavor variabilidad
detectindose una mayor variabilidad en el PFGE. Este
trabajo es el primer reporie en Chile en el cual se
caracteriza Aeromonas salmanicida con diferentes 1écnicas
moleculares.

Agradecimientos: Proyecto CORFO Fontec 204-4044;
Agquagestion, Fundacion Chile
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Pl148. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON
OXITETRACICLINA SOBRE LA
DIVERSIDAD BACTERIANA DEL TRACTO
DIGESTIVO DE Salmo salar. {(Effect of
oxytetracveline  treatment on  diversity of
gastrointestinal bacteriana of Salmo salar)

Navarrete P.!, Mardones P.2. Opazo R.'. Romera J.!

Universidad de Chile, Laboratorio de Biotecnologia.
INTA. Santiago. Chile. ?Eswudiante de doctorade en
Biotecnologia, USACH, Santiago, Chile.

mardones. pamela® gmail.com

Objetivo: Evaluar los efectos de un tratamiento con
Oxitetraciclina (OTC) sobre la comunidad bacteriana en
tres diferentes compartimicntes gastrointestinales de
salmones juveniles.

Métodos y Resultados: Los cambios en la composicidn
de la microbiota fueron estudiadas bajo andlisis de
polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriceion
(RFLP) de los amplicones 16SrRNA obtenidos de los
aislados bacterianes. El tratamiento con OTC redujo
notoriamente la carga bacteriana al final del experimento
en fedos los compartimientas analizades. Le comunidad
bacteriana del intestine fue la principalmente atectada. La
comunidad intestinal estuvo compuesta principalmente por
especies no fermentativas pertenecientes a los géneros
Psewdomonas ¥y Acinetobacter, los cuales cambiaron a
especies del género Aeremonas una semana después de
terminado el tratamiento, La microbiota resistente en el
grupn tratado. presentd una baja varabilidad taxonémica v
pertenecieron principalmente al género Aerowmonay.

Conclusion: Tratamiento con OTC indujo cambios en
la microbiota de juveniles de salmdn, tanto en carga
bacteriana coma en diversidad de especies.

P149. CARACTERIZACION ANTIGENICA DE
AISLADOS CAUSANTE DE VIBRIOSIS EN EL
CULTIVO DE SALMONIDOS EN CHILE.
{Antigenic characterization of isolates causing
vibriosis in salmanid culture i Chile)

Silva-Rubio A., Jaureguiberry B., Acevedo C.. Olivares C.,
Avendano-Herrera R.

Laboratorio de Veterquimica. Camino a Melipilla 5641,
Cerrtllos. Santiago-Chile.
reavendano®@ yazhoo .com

La vibrinsis en ¢l salmdn del Atlintico v salmdn Coho
en Chile st asociada a la presencia de lus bacterias Gram-
negativas Vibrio ordalsi y Listonelin anguilioram. En este
trabajo se caracterizaron a nivel serolégice diversos
aislados obtenidos a partir casos clinicos mediante las
téenicas de aglutinacién en porta-abjeto, Dot-Blot y
Western-Blot. El andlisis antigénico demostra lu existencia
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de homogeneidad antigénica entre tedas las cepas de Vibrio
ardalii estudiadas. Asimismo, al repetir los ensayos usandoe
los antisueros de V. ordalis con los aislados L. angaillarem
detectamos la presencia de estructuras antigénicas comunes
entre las dos especies bacterianas, independiente de la
técnica empleada. Por el contrario, L. anguillaran presenta
heterogeneidad antigénica basados en la cadena "0 de los
lipopalisacaridos. Este trabajo es el primer reporte donde
se caracterizan a nivel antigénico los principales patdgenos
de peces cansantes de Vibriosis en piscifactorias del sur de
Chile.

Agradecimientos: Proyecto INNOVA 204-4044; Programa
del Bicentenario [PC19 v laboratorios regionales de
patalogias de peces

P150. ESPOROTRICOSIS EN UN CANINO. (Canine

Sporotricosis)

Thomson P. ', Anticevic 8.2, Muioz L2, Silva M.

'Microbiologia y Micologia, Facultad de Medicina v
*Facultad de Ciencias Pecuarias y Veterinarias,
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Nuestro objetive es presentar un caso de esporotricosis
nasal en un canino, micosis subcutinea causada por un
homgo dimdrfico poco frecuente en Chile.

En octubre de 2005 se examina a un canino hembra
(Yorkshire) gque presenta dlceras  bilaterales v
despigmentacién del morro. cen el ollar izquierdo ocluido
¥ grun cantidad de secrecion serosanguinolenta gue
dificultabs la inspiracion.

La rinoscopia reveld secrecion sanguinolenta bilateral.
placas umarillentas v twrbinas nasales irregulares en ambos
allares. siendo mds acentuado en el izquierdo.

El examen histopatolégico mostrd una inflamacién
linfoplasmocitaria moderada a severa en la mucosa de
ambaos cornetes e hiperplasia del epitelio.

El examen microscdpico no reveld la presencia de
agentes fingicos como es habitval en una esporetricosis. E!
cultive a los 12 dias de incubacidn a 23°C, evidencid
crecimiento de colonias membranosas, de superficie
plegada, color crema y plana, que al microscopio se¢
identificaron hifas hialings septadas finas con abundantes
conidios pequefios dispuestos sobre un conididforo recio y
delfgado. dando el aspecto de una “margarita”, Se corrobord
su dimarfisma al obtener su conversidn a levadura en agar
sangre a4 37°C. comprobindose la identificacion de
Spotheix schenckii.

El paciente fue tratado con 40 mg de itraconazaol cada
12 horas, via oral. durante 2 meses.

Al fimalizar el ralamiento el paciente manifestd cura
<linica.
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P151. ANTICUERPOS CAPSULARES SELECCIONAN
LA PERDIDA DE CAPSULA PRODUCIDA POR
Staphylococcus aurews DURANTE LA
INFECCION EN UN MODELO MURINO DE
MASTITIS. (Capsular antibodies select for loss of
capsule production by Stephivlococcus aurens during
infection in & mastitis mouse model)

Tuchscherr L.P.N.!, Buzzola F.R.'. Alvarez L.P.',
Calvinho L.F2, Lee 1.C.7. Sordelli DO,/

‘Departamento de Microbielogia, Faculiad de Medicina.
Universidad de Buenos Aires, Argentina. 2Estacidn
Experimental Agropecuarsa Rafacla, INTA. CP2300, Santa Fe.
Argenting and *Channing Laboratory. Brigham & Women's
Hospital, Harvand Medical School. Boston, Massachusetts.
lorenatuchscherr@ vahoo.com

The prevalence of encapsulation among §. aurcus strains
from bovines with mastitis in Arpentina is only 14%. We
reperied previously that a nontypeable {NT) 8. awrens mutant
persisted longer i the infected mammary glands of lactating
mice than ispgenic serotype 5 or 8 strains. This study was
designed to test whether antibodies to the serotype 5 (CP3) or
8 (CP8) capsules would select for nonencapsulated 5. aurets
during imfection. Groups of mice were injected
intraperitoneally with 0.3 ml of a rabbit antiserum to CP3 or
CP8 previously adsorbed with the corresponding NT isogenic
mutant. After 24 h the mice were challenged by the
intramammary route with 10# CFU of a serotype 3 or serotype
8 8, awrens 1solate. Control animals did not receive antiserum.
Mice were euthanized 4 d after challenge. and the infected
mammary  glands  were homogemized and plated
quantitatively. The bacterial burden in the mammary glands of
mice treated with capsular antiserum was 10-fold lower than
that of control animals {(p<001). Serotype 5 or 8 5. aureus
strains were serially passaged through the mammary glands of
lactating mice that were pretreated with capsular antiserum.
and the colonies recovered from the infected glands were
evaluated for capsule production by a colony immunoblot
method, Appreximately 11% and 50% of the S. aureus
colonies recovered from mice given CPS antiserum were CP3
negative after four and five mouse passages. respectively.
Likewise, 40% and 95% of the colonies were CPS megative
after the six or seven passages. respectively. of the serotvpe 8
&, aureus strain in mice given CP8 antiserum. Capsule-
negative 5. awrens colonies were not detected in control
animals, Our experiments demonstrate that antibodies to the 5.
aureus capsule (CP3 or CPS) may select for nonencapsulated
variants in vivo, and this may lead w persistence of §. aureons
in the infected host.

Acknowledgments: This work was supported by ANPCyT

P152. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
MOLECULAR DE  Strepiococcus  phocae
AISLADOS DE SALMONIDOS EN CHILE,
(Identification and melecular characterization of
Streptococeny phocae 1solated from salmonid in Chile)

Valdés 1., Acevedo C., Veldsquer S.. Avendafo-Herrera R.,
Olivares P Jaureguiberry B,

Laboratorio Veterquimica, Santiago, Chile,
irvaldes @ puc.cl

A partir de 2004 masivas mortabidades cavsadas por
cocas Gram-positivos han afectado el cultivo del salmdn
del Atlantico en Chile. Muestreos realizados en peces can
cuadros clinicos de infeccidn en planteles acuicolas de la X
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¥ XI regiones de Chile permitieron el aislamiento ¢
wlentificacién mediante pruebaz: bioguimicas de 41
aislados, Estas cepas fueron caracterizadas en laboratorios
regionales de patologia de peces como §. phocae. Con el
fin de corroboerar esta identificacion preliminar las cepas se
sometieron a la técnica especifica de PCR para este
patégene. Paralelamente a cada cepa se le secuencid €l
ARNr [65 y penotipificd por métodos moleculares de
amplificacion v secuenciacion de la region intergénics 165-
238 y eleciroforesis de campo pulsado {PFGE). La PCR de
los aislados analizados demostré que el agente causal de las
infecciones fue §. phocae. Los resultados de la
caracterizacion genética mostré homogeneidad entre todos
los aislados estudiados, independiente de la técnica
empleada, Posteriormente fucron seleccionados tres
aislados para la realizacion de estudios serolagicos, los
cuales también indicaron la existencia de homogeneidad
antigénica. Asimismo, estudios de patogenicadad probaron
la virulencia de estos aislados cumpliéndose a cabalidad los
postulados de Koch.

Agradecimientos: Provecto Innova 204-4044: Laboratorios
regionales de patelogia de peces

P153. ESTANDARIZACION Y EVALUACION DEL
ENSAYO ELISA PARA LA DETECCION DE
ANTICUERPOS A Pasieurella multocida EN
CONEJOS DE LABORATORIO. (Standarization
and evaluation of assays ELISA for the detection of
antibodies to Pastenrella muitocida in rabbits of
luboratary )

Lugoe M.S.. Riera O L., Otafic A., Zamora Z.. Muficz E.,
Galviin O.. Crespo E.. Castillo R, Pérez [.. Carabulloso Y.

CENPALAB. Finca Tirabeke Km 2/, Carretera del
Cacahwal, Municipio Bejucal. Prov. Habana. Cuba.
slugo®@ cenpalab.nf.cu

Pastewrella multocida. patégeno comin en congjos de
laboratorio. produce neumonia, otitis, abscesos v abortos,
puede estar latente en su hospedero v ante un estrés
desencadenar un proceso respiratorio a septicémico. EL
método de deteccién mas usado es el cultivo, que requiere
medios ¥y tempo para su dentificacidn: por lo que con el
surgimienta de los métodos serolégicos v teniendo en
cuenta ¢l riesgo de nfeccidn a que estdn expuestos nuesiros
animales. por su cria en instalaciones abiertas. asi como la
creciente demanda de esta especie en el pais, se hace
necesiario su deteccion por métodos mis ripidos. sensibles
¥y que permitan el trabajo simultdneo de gran numero de
muestras, El trabajo muestra los resultados obtenidos ea la
Estandarizacidn, Evaluacion ¥ Validacidn de un ELISA de
Pastenrella multecida en conejos el cual mostré los
mejores resultados a una dilucion de antigeno de 171024,
mostrando en su evaluacion estadistica coeficientes de
vartacidn por debajo del 10%, asi como una sensibilidad
del 98 4% v especificidad del 81.5% para una eficiencia del
Sistema del 96.1% lo que garantiza la calidad en el contral
higiénice - sanitario de esta especie animal.
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P154. ESTUDIO BACTERIOLOGICO EN EL
APARATO MORDEDOR DE Loxesceles lacta
{ARANA DE RINCON), (Bacteriological study in
the bite apparatus of Loxesceles taeta {Corner spider))

Cataldn A.'. Urizar R.' Jofré M. Cisternas C.", Gonzilez
1. Sagua H.', Araya JE.'

"Unidad de Parasitologia *Unidad de Microbiologia, *Unidad
de Inmunologia, Universidad de Amtofagasta, Chile.
Jearzyar @uantof el

Lovxosceles Tocta es causante de Jos cundros clinicoes
Loxoscelismo cotdnea y Loxoscelismo cutdnes visceral,
Asociacion bacteriang e incremento del cuadro necrdtico ha
sido observado en Loxoasceles infermedin (Monteina v cals,
2002}, indicando la importancia de una identificacién de la
flora bacteriana presente en este tipo de aradas. Con el
propasite de detectar ¢ dentificar la presencia de bacterias
anaerobias de importancia clinica en ¢l aparate mordedor de
L. lagte, principalmente bacterias anaerobias del género
Clostradnn, realizamos un estudio microbioldgico completo
en 140 aranas adultas. Las bacterias aisladas fueron
identificadas mediante Kit para amacrobios APl 204, La
identificacion presuntiva mosird. Stapicfococcus coagulasa
negativa, Serrafia odorifera. Bacilius sp. Propioibacterium
sp. Closiridivm sp. Closiridinm perfringens v
Corvaebecteriin sp. La asociacion de bacterias anaerobias,
fules como C. perfringens de la flora presente en el aparaio
mardedor de LJaesa, potencialmente podria estar relacionado
con la gravedad del cuadro dermonserdtice inducido por
Llaera !l como fue demostradoe en L. mrermedic. Estos
resultados serin discutidos in extenso durante la presentacién.

Financiamiento: FOXDEF DO4112476, Fundacién ANDES
C 13955/17

P155, CHARACTERIZATION OF A Mycobacterinm
Smegmatis TEMPERATURE-SENSITIVE
MUTANT DEFICIENT IN THE SYNTHESIS
OF EPOXY-MYCOLIC ACIDS. (Caracterizacion
de un mutante de Mycabacierivm smegmafis
temperatura sensible deficiente en la sintesis de
acidos epoxi-micolicos)

Belardinell 1M, Morbidoni H.R.--

'Carrera de Biotecnologia. Facultad de Ciencias Bioguimicas,
Universidad Nacional de Rosario. Argenting. “Cdtedra de
Microhiologia, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nucienal de Rosario, Argentina, “Consejo de Investigaciones
de lu Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

morhiatny @yshoo.com

Mycolic acids are essential componentis of the
mycobacterial cell envelope responsible for the low
permeability displaved by these microorganisms. Based on
this fact, we screened a chemically mutagenized culture of
M.smegmaric, a saprophytic mycobacteria, looking for
mutants with increased permeability to lipophyvlic drugs and a
Temperature-Sensitive (TS) phenotype. One of such mutants
showed a drastic growth reduction without Tvsis in ligquad
mediom at 42°C and & TS non -lethal phenotvpe on solid
medium, This mutant displayed & mild (2-fold) increase n the
suseeptibility to lipophylic drugs, an aberrant sliding motility
and an mcreased Congo Red binding, suggesting alterations of
the cell envelope. Analysis of mycolic acid biosynthesis at
42°C showed the complete loss of the oxyeenated epoxy-
mycolic ackls (which are o minor fraction of the total
mycelate content) but normal contents of the « and o non-
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oxyeenated mycolic acids. These results suggest that epoxy-
mycolie acids have a role on cell envelope architecture thal
can not be compensated by non-oxygenated mycolic acids.

P136. METODO RAPIDO PARA EVALUAR
ACTIVIDAD TUBERCULICIDA DE
DESINFECTANTES. (A rapid test to evaluate the
tuberculicidal activity of disinfectants)

Bello T.. De Waard J.H.

Instituto de Biomedicina, Laboraterio de Tuberculosis.
Caracas-Venezuela,
eresitabego@ hotmail .com

Se evalud la actividad wuberculicida de 5 desinfectantes
registrado en Venezuela como “desinfectantes de alto nivel™.
Muestras de esputos de pacientes negativos para tubernculosis
fueron sembradas con un indeulo de un tlitulo conacido de la
cepa M. ruberculosis HA7Rv e incubadas con 9 volimenes de
desinfectante por 5 minutos, neutralizadas y sembradas en
Lowenstein Jensen, Los desinfectantes que contienen como
principio activo amonio cuatemaria (10% v D16%) Y
polimetilen di urea (L067% no fueron efectivos en eliminar
las  micobacterias. Glutaraldehido 2% y  orthoe-
phthalaldehyde {1.55% eran efectivos con un LogR > §
después de 5 minutos de contacto. Concluimos que 3 de los
desinfectantes registrados en el mercado venezolano como
“desinfectantes de alto nivel” no som efectivos contra M.
ruherculosis. Este ensayo puede ser empleado como prucha
de screening ripida para evaluar la actividad tuberculicida
de desinfectantes presentes en el mercado ya que simula las
actuales pricticas de rotina de desinfeccion.

P157. DF;TI'ZCC[(')N DE MICOBACTERIAS POR EL
METODO DE CAPA DELGADA. (Mycobacterial
detection by thin laver)

Herndndez C.', Mordn M., Uzcitegui Z.°, Gonzdles 8§17,
Pérez 1.7, Mendoza G.2, Gémez M.}

'Seccitn de Bateriologia. Instituto de Medicina Tropical ,
UCV. *Catedra de Microbivlogia, UCV. Caracas. Vebezuela.
hercos 1@ yahoo.com

Debido a fa incidencia de infecciones micobacterianas os
necesario el uso de téenicas gue optimicen la ripida
deteccion de estos microorganismos, La observacion de
microcalonias con la ayuda del microscopio dptico con bajo
aumento (100x) en agar Middlebrook TH11 (MB THI11) en
capa delgada permite realizar un diagnéstico presuntive v
precoz. Objetivo: Evaluar el método de capa delgada MB
THIL, Metodologia: Se procesaron 53 muestras clinicas
ipulmonares v extrapulmonares) a lus cuales se les realiza
coloracion de Ziehl-Neelsen v descontaminacion par método
de Petroff medificado. Se cultivaron en medio MB THIL v
en Lowenstein Jensen (L)) y se incobaren a 37°C, Ia lectura
se realizd dos wveces por semana hasta 30 dins ¥y BO dias
respectivamente. Respltados: De las 33 muestras, 240
137745 crecieron en ambos medios, de los cuales 1%
190.00% b Tueron baciloscopia positiva. La deteccion de las
micobacterias se realizd en menor tiempo en MB THI1 que
LI: de 4 a 6 diss para las micobacterias no tuberculosas v de
7 a 13 dias para el complejo Myvcobacterium mberculosis.
Canclusion: El método de capa delgada permite la deteccion
de microcolonias en un tiempo promedio de 4-12 dias a
partir de la siembra inicial de la muestra. de ficil
implementacion y bajo costo en el laboratorio para ¢l

diagndstico de las infecciones causadas por micobacterias,
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P158. INMUNOGENICIDAD DE PROTEINAS DE
SECRECION DE Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) A DIFERENTES
TIEMPOS DE CULTIVO. (Secretion prolein
immunegenicity of Mycobacterivm aviwm subsp.
pararubercidoiis (Map) a1 ditferent culture times)

Jara M.C.', Pradenas M.' %, Zambrano A.', Kruze 1.

'Instituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias, “Escuela
de Graduwados Facultad de Ciencias Veterinarias.
Universidad Austral de Chile. Valdivia. Chile.

magiajw @ hoteail.com

En estudios previos, se ha observado que diversas
condiciones de cultivo influencian la expresian de perfiles
proteicos de Map. NMuestro propdsito fue comparar estos
patrones prote:cos con sueros de diferentes animales
infectados por Map v determinar diferencias en los
patrones inmunogénicos a diferentes tiempos de cultivo,

Para abtener las proteinas del filtrado del cultiva (CF).
se selecciond una cepa de campo de Map, cultivada en
medio liguide Middlebrook THY OADC con micobactina 1.
La cosecha se realizd a Jas 4, 6. 8 y 10 semanas de cultivo,
separando por centrifugacidn las bacternias del CF, el CF
fue filtrado y precipitado. Las proteinas del CF fueron
resueltas por SDS PAGE v clectrotransferidas a membranas
de nitrocelulosa para ser inmunodetectadas con sveros de 4
bovinos infectadoes. Se determinaron diferencias entre los
piatrones inmunogénicos a diferentes tiempos de cultiva v
entre los diferentes sueres, Los tiempos dptimos de cosecha
fueren la 6% v 8% semanas de cultivo: en estas ctapas los
sueros utilizados inmunercgccionaron constaniemente con
proteinas entre los rangos de 20 v 35 kDa. Estos resultados
nos hacen postular a estas proleinas coma posibles
cundidatas para futuros tests diagnésticos

Frovecto FONDECYT 10530630

P159. THE PE_PGRS GLYCINE-RICH PROTEINS
OF Mycobacterium tubereulosis COMPLEX:
FURTHERMORE THAN GLYCINE-RICH
REPEATS.

Espitia C.

Instituta  Investigaciones Biomédicas Depto de
Inmunalogia, Universidad Nacional Autdnoma de México,
Meéxicn, D.F. México,

espitin®@hiomedicas.unam.mx

With the M. rubercalosis genome sequence a glycine-
rich protein family was revealed and since then studies
conducted with these proteins have provided new and
interesting insights on bacteria molecular and cell biology.
Complex regulated promoters and distinet mechanisms of
gene expression have been demonstrated. Seill with
unknown funciions, these proteins could participate in
several  independent physiological processes.
Natwithstanding the absence of a clear definition of the
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role of glycine-rich matifs, these regions proposed to be
invalved on protein-protein interactions are highly flexible
making glycine-rich proteins good candidates to function in
conjunction with other proteins. In this work. an
extensively in silice analysis of the regions outside of
glycine-rich motifs of PE_PGRS from sequenced genomes
of M. whercuiosis complex was carried out. Non-glycine
regions vary greatly hetween the sequences. Among thase.
the conzensus wargeting for export (signal peptide) and O-
glveosilation could be predicted, sortease and RGD motifs
together with domains correspend 10 proteins with known
and unkown functions were observed, New regions due to
frameshifts were alse detected an in one case transcription
of the new sequence wis experimentally confirmed. The
non-glycine-rich regions of PE_PGRS could significative
contribute ta an specific function of the proteins together
with the commaon properties conferred by the glycine-rich
molifs,

P160. ACTIVIDAD ANTITUBERCULOSIS DE
DERIVADOS HALOGENADOS PIRAZOLICOS
DE LA ISONIAZIDA.

Bonacorso HUG.', Zanatta N.', Martins M.AP.', Oliveira
MR, Coelho T2, Ramos D2, Silva PEA?

NUQUIMHE (Nicleo de Quimica de Heterocilos)
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa
Muarsa. Santa Maria, RS, Brasil. *Fundagio Universidade
Federal do Rio Grande RS Brasil.

El reducido arsenal terapéutico dispanible para el
tratamienta de la tuberculosis (TB) pone de manifiesto que
la bisqueda de nueves farmacos es ana de las principales
lineas en los programas de investigacion relacionados con
la TB. Fueron sintetizados compuesios con nucleo de la
wsontazida ligado a un grupo pirazélice'? que tuvieron la
actividad antimicrobiana determinada por el método de
microdilucion fremte al Mycobacrerinm tuberculosis
H37Rv. Los valores observados de CIM fueron de 25 a
.39 ugiml. Los compuesios con grupos H e MePh ligados
a la posicién 3 del pirazol Tueron los mas activos (CIM =
0.39 ugiml). Ademds, la presencia de fluor en el grupo
pirazdlico determing mayor actividad que ¢l cloro. Estos
resultados preliminares indican la importancia de buscar
nuevos firmacos anti TB a partir de estrategias
relacionadas con modificaciones en las moléculas de
actividad conocida. buscando asi una mavor actividad con
menar toxicidad.

(13 Helio G. Bonacorso. Marli R, Oliveira, Michele B.
Caosta. Leticia B. Silva, Arci . Wastowski . Nilo
Zanatta. Marcos A. P. Martins, J. Hererocvel. Chem,
2005, 42, 631.

i2) Helio G, Bonacorso, Marli R. Qliveira. Michelle B.
Costa {d). Leticia B. Silva. Nilo Zanatta. Marcos A. P,
Martins, J. Braz. Chem. Soc. 2005, /6, 868

Financiamiento: CNPyg



118

P161. DETECCION DE Mycobacterium tuberculosis
POR METODOS CONVENCIONALES EN UN
GRUPO DE PACIENTES VENEZOLANOS,
{Detection of Mycobacterinm tuberculosis by
conventional methods in @ group of venezuelan
patients|

Briceiio E.!. Perrone M., Pardi G, Guilarte C. ', Arvelo L.

IFacullad de Odontolegia, UCV. “Facultad de Medicina,
UCY. Yenezuela.

Ohjetiva: Establecer la importanciz del diagnostico
micrebioldgico de la tuberculosis.

Metodolegia: 13 pacientes que asistieron al Servicio de
Tisiologia del Hospital Simdn Bolivar, Caracas -
Venezuela. con cuadro clinico presuntivo de twberculosis
pulmanar fueron estudiados a través de signos v sintomas,
examen en cavidad bucal. radiografia de tdrax,
Bacilascopiz (BK) ¥ métoda de Petroff.

Resultades: 11 de las 15 muestras de esputo fueron BK
(+1y 4 BK (-1, M. tubercufosis fue aislado en 7 de las
muestras incluyendn los pacientes gue presentaron BK (-1,
Radiogrdaficamente [0 pacientes presentaron lesifm
bilateral. 4 unilateral v | hbrotorax. El examen en cavidad
bucal permitidé observar enfermedad periodontal de leve a
moderada en 14 de los pacientes. B de ellos de manera
localizada y 6 de manera generalizada,

Lu deteccitn de M. muberculosis a través del BK sigue
siendo un método de importanciz para establecer en
conjunta con los antecedentes. epideminlogia, clinica.
radiegrafia, serclogia ¢ histopatologia del paciente el
diagnastico definitivo de la tuberculosis, sin embargo, la
técnica de PCR puede complememar dicho estudio.

Financiamiento: (CDCH), UCV,
Agradecimientas: Dra, Yajaira Roldan, Hospital Simdn
Baolivar, Caraces, Venezuela

P162, TIPAGEN MOLECULAR DE CEPAS DE
Mycobacterium bovis AISLADAS DE UNA
PROPIEDAD DE RIO GRANDE DO SUL -
BRASIL.

Silva PE.AJ Silva A B S Dellagostin 07, Borsuk 8.7

'Fundagin Universidade Federal do Rio Grande-Rio
Grande, RS, Brasil, “Universidade Federal de Pelotus-
Pelotas. RS, Brasil.

pedre @ furg br

La tuberculosis bovina es una enfermedad importante.
tanto desde el punto de vista de salud piblica cama por las
pérdidas econdmicas. En este trabajo se cultivaron
muestras de ganglios ¥ pulmones de |62 animales
pertenecientes a una propiedad de produccidn lechera en el
Sur de Brasil. Entre los arimales, 123 fueron reactives al
PPD ¥ 138 presentaron lesiones macroscapicas compatibles
con tuberculosis. Del total de las muestras. fueron aisladas
87 cepas de M. bovis, cura diversidad clonal fue evaluada a
través de spoligotyping. Foeron chiervados cuatro patrones
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distintos los coales fueron comparados con los que estuban
depositados en Mycobacterium tovis Spoligotype Database
{www.mbavis.org). Los patrones SBOI2E v SBOL19, gue
estuvieron presentes en 81 y | cepas respectivamente va
habian side descritos anterformente. mientras los patrones
SBI1177 v SB1178 gue abrigaron 3 v | cepa
respectivamente todavia no habian sido depositados en esa
buse de datos. La presencia de un cluster predominante,
puede estar relacienado al hecho de que los animales
pertenecian a una misma propiedad. sin embargo, Ia
utilizacidn de otras téenicas de tipagen podria aumentar |a
diversidad clonal. Por otro lado la observacidn de patrones
distintos de los depositados en Ia base de datos indica la
utilidad de realizar estudios de esa naturaleza para evaluar
la dindmica de la enfermedad.,

Financiamiento: CNPg

Pl63. EHPRESIC"[N DE CITOCINAS, TLRs Y MHCH
EN MACROFAGOS HUMANOS ESTIMULADOS
CON LIPIDOS DE CEPAS DEL COMPLEJO
Mycobacterivm tuberculosis. (Cytokines. TLRs and
MHCII expression i human macrophages stimulated
with lipids from Mycobacterivm fuberewlosis complex
strains)

Racha-Ramirez L.M.'?, Lépez M.L.M., Segura S.E.,
Estrada-Parea 8.5, Herndndez-Pando R*. Van Soolingen
D5, Maldonado-Bernal M.C*, Lopez-Macias C.*. Isibasi-
Araujo A ', Estrada-Gareia 1.7

IHosp. Infant. México “F. Gomez", 88, *Esc. Nal. C. Biol.,
IPN. 3Inst. Invest. Bioméd., UNAM. ‘Inst. Invest. C. Méd.
Nutric, *S, Zubirin™, 85. SNatl. Inst. Pub. Health Environ,
Bilthowen. The Netherlands. *Hosp. Esp. CMNSXXI,
IMSS, México DF. Méxica,

westrada @ ench.apn.mx

El ohjetivo fue evaluar la expresion de dos citocinas
TNF-z ¢ IL-10, TLR2 y 4 y HLA-DR, en macrifagos
humanas incubados con lipidos extraibles de cepas del
MTC con distinta wirulencia, Se abtuvieron extrazctos
lipidicos polares ¥ apolares de M, cameiri, HATRy v
Beijing, Macréfagos derivados de monocitos se
estimularon con 10pg de los lipidos v 1D00ng de LPS de E.
coli. Se midiéd TWF-a e IL-10 (ELISA) v TLRs 2.4 v
HLA-DR por FACS.

Las cepas virulentas H37Rv v Beijing indujeron la
mayor produccidn de TNF-u. Los lipidos apolares de
Beijing v los polares de Mocanery indujeron 1L-10, La
expresian de TLR2 v 4 se incrementd con lipidos de
M.canenii, igual que la fraccidn apolar de HATRv. TLR2
disminuyé con lipidos apolares ¥ polares de las cepas
H3TRv y Beijing. Los lipidos de Beijing disminuyeron la
expresiin de ambos TLRs y HLA-DR. Estos resultados
pedrian explicar parcialmente la hipervirulencia atribuible
a las cepas Beijing.

Apoyado por CONACYT 42312, "Becario ED1 COFAA
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Pl6d. ANALISIS DE LA RESPUESTA DE
ANTICUERPOS DE RATONES INFECTADOS
CON Mycobacterium tuberculosis CONTRA
DIACTILTREALOSA (DAT) Y FACTOR
CUERDA (CF). { Analysis of the antibody response
against diactiltrehalose (DAT) and cord factor (CF}
in Mvcabacterium tubereulosis infected mice)

Hernandez-Salas R., Serafin-Lépez 1.'. Chacdn-Salinas
R.'., Fabre-Ruiz A.'. Pérez-Tapia S.M.'. Lapez-Marin
L.M.2, Hernéndez-Pando R, Estrada-Parra S.'. Esirada-
Gareia 1!

"Lab. Inmunelogia Molecular [1. Depto. de Inmunologia,
Esc. Nac, de Ciencias Biolégicas. Iastitmo Polidenico
Nacional. México. ZInstituto de Investigaciones
Biomédicas. Universidad Nacional Auténoma de México.
Mnstituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
“Salvador Zubirdn”, Méxica.

ricardohdzsalas @ vahoo.com.mx

Los ratonss con TB experimental tratados con
antifimicos y un inmunomodulador (Factor de
Transferencia) mostraron una mejoria clinica caracterizada
por una disminucién del nimero de bacterias v reduccidn
de dreas neumonicas, El objetivo de este trabajo fue
analizar s1 existia correlacién entre los niveles de
anticuerpos (Igs. [gA. 1gG1, [gG2a, 1gG2b, 1gG3 e 1gM)
contra los antigenos lipidicos DAT v CF presentes en los
sueros de estos ratones v la mejoriz clinica. Los sueros se
colectaron a distintos tiempos después de aplicar el
teatamiente: terapia antifimica y/o Factor de Transferencia
muring. Observamos que en la etapa imicial del tratamiento
combinade hubo altes niveles de anticuerpos anti-DAT de
clase IgGl, v bajos niveles de TgA e 1gGZa cuya
produccién aumenté conforme avanzé el tiempo de
tratamiento, por lo que concluimes que existe una
correlacién entre la presencia de anticuerpos IgA e 1gGla
anti-DAT v la disminucién del nimero de bacterias.

P165. ACTIVIDAD TRIPANOCIDA DE UN
DERIVADO DE BENZOTRIAZOL. (Tripanocidal
activity of a derivative of benzotriazol)

Becerra M. C.', Guifiazi N.2, Hergert L.Y.!. Gea §.7,
Mazzieri M.R.!, Albesa 1.

Dpto.Farmacia. *Dpto. Biequimica Clinica. CIBICI-
CONICET. Fac. Cs. Quimicas, Univ. Nacional de Cordoba.
Cardoba. Argentina.

becerra®@ feg.unc.cdu.ar

Las drogas para el tratamiento de Chagas tienen efectos
secundarios nocivos. Con la finalidad de disedar de
farmacos menos tOxicos e identificar nuevas estructuras
con actividad antiparasitaria se sintetizd un derivado del
benzotrizzol {BZT), N-hencenosulfonilbenzotriazol
(BSBZT1. Se investigd la actividad de BSBZT (30mg/mL)
y se compard con la actividad de BZT y benzmidazol (droga
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de referencia). en cultivos de epimastigotes de
Trypanosoma cruzi (cepa Tulahuen). Mediante recuento en
cémara de Neubauer, se observd una disminucidn en el
nimero de epimastigotes a las 48 y 72 h de incubacidn cen
BSBZT. a diferencia del compuesto BZT que no presenta
actividad inhibitoria, A través del andlisis por citometria de
flujo, se encontraron alteraciones morfoldgicas en los
pardsitos tratades con BSBZT comparados con los
pardsitos tratados con BZT o sin tratar. Ademis, el andlisis
de coloracidn vital con loduro de propidio, nos permitio
determinar gue el tratamiento con BSBZT. induce un
mayoer porcentaje de muerte celular gue el tratamiento con
BZT.

Los resultados obtenidos con este nueva prototipo
permiten profundizar ¢l estudie de la actividad
antimicrobiana con derivados N-bencenosulfonilos de
benzotriazoles.

El presente trabajo fue financiado con subsidios de
SECYT-UNC, CONICET ¥ FONC¥T

P166, ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
FLAVONOIDES AISLADOS DE LA RESINA
DE LA PLANTA Pseudognaphalium robustum.
(Antibacterial activity of flavenoids isolated from
the resin of the plant Psendognaphalivm robusnon)

Astudillo F.', Mendoza L7, Wilkens, M.

Depto. de Biologla, “Depto. de Quimica de los Materiales,
Facultad de Quimica y Biologfa, Universidad de Santiago
de Chile.

mwilkens@ lauca.usach.cl

Los flavonpides son compuestos polifendlicos gue
puseen actividad antibacteriana principalmente frente a
bacterias Gram positivo, El mecanismo de accidn puede ser
a través de un efecto prooxidante, dafando la membrana,
proteinas v dcidos nucleicos: o bien, a través de un efecio
sobre In cadena transportadora de electrones afectando la
respiracion celular. Se analizé ¢l efecto sobre cultivos
bacteriznas de Sraphylococcus anrens ¥ Listeria
monocyiogenes de la resina completa, de mezclas de
compuestos (fracciones) de la planta Psewdognaphalivm
robustum v de flavonoides puros coma pinocembrina y 3-
metil galangina. Coatro de las siete fracciones obtenidas de
la resina presentaron actividad antibacteriana equivalente a
la presentada por la resina. El efecto de los compuestos
puros sobre el crecimiento bacteriano fue bacteriosines o
bactericida. dependiendo de |a concentracidn de compuesto
utilizada. Mediante Ia determinacidén de la actividad
enzimdtica catalasa s¢ demostré que el efecto de los
flavonoides a concentraciones que causan cerca de un 90%
de inhibician del crecimiento. mo es prooxidante, El
mecanismo seria por la inhibicidn de la respiracion
bacteriana determinada por el consuma de oxigenoe.

Financiamiento: provecto DICYT-USACH
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P167. SUSCEPTIBILIDAD DE CEPAS DE Streptococeus
prneumoniae aisladas DESDE  EPISODIOS
BACTERIEMICOS EN POBLACION ADULTA
DE LA VIII REGION DE CHILE. (Suscepiibility of
Streptococcus prewnomae 1solates from bacteremic
episodes in adult population of the " region of Chile)

Aguilera C.', Bello H.', Gonzilez G.', Mella 8.2,
Henriquez N, Chabouty H.', Blamey.'. Riedel G*, Soto
A5, Cabezas A Dominguer M

‘Depto. Micrebiolegia, Fac. Cs. Binldgicas. *Depla.
Medicina Interna, Fac. Medicina, U. de Concepeidn.
*Hospital Clinico Regional de Concepcion. *Hospital Las
Higueras v “Hospital Naval de Talcahuano. Chile.
cristtanaguiler@udec.cl

En este trabajo se estudié el comportamiento de cepas
de §. preumoniae. aisladas desde episodios bacteriémicos
en poblacion adulta, frente a penicilina y otros agentes
antibacterianes, Se recolectd 38 cepas aisladas desde
hemocultivos entre Enero 2005 v Agosto 2006 en ires
hospitales de la 8 region y se determind la susceptibilidad
a & antihacterianos por difusién en agar (CLSI, 2006}, Se
encontri resistencia 4 oxacilina (OXA) (29%). wimetoprim/
sulfametoxazol (TMS} (22%), tetracicling (TET) (196).
eritromicina (ERM) (6%} y cloranfenicol (CLF) (9%,

Todas las cepas fueron sesceptibles o levofloxacing,

moxifloxacing v vancomicina, Se¢ encontré cepas
resistentes a mids de un anuibacteriano. siendo las
principales asociaciones: OXA-TMS (3 cepasi, OXA-ERM
(2 cepas) ¥ OXA-CLF-TET-TMS-ERM (2 cepas), Se
concluye que un mimera considerable de cepas de §.
pagiwmonioe es resistente @ penicilina v, ademdis, se
presenta coresistencia con antibacterianos de otros grupos,

Financsd DIUC 205.085.029-1.0. Se agradece a Dr. J.C.
Hormazdbal (ISP) par facilitar cepa contral

P168. ANTIMICROBIANOS NATURALES Y SU
POTENCIAL APLICACION EN TERAPIA
FOTODINAMICA. (Natural antimicrobizls and
their potential application in photodynamic therapy)

Comini L.R.'. Nofiez Monteva §.C.', Pder P.L.%, Becerra
M.C.%, Albesa 1.2, Cabrera J.L.!

'Fgnosia {IMBIV-CONICET) y “Higz. ¥ Microbiol. Dpto.
Feia. FCQ. UNC. Cha. Argentina,
plpaez @ feg.unc edu.ar

Sz aislaron ¢ identificaron nueve antraquinonas {AQs)
mayoritarias de las partes aéreas de Heterophyvilaea
pousfulare (Rubidcens), las cuales son fotosensibilizantes
Tipo I yio 1T con generaciin de anidn superdxido (0. vio
oxigeno singlete ('0.), respectivamente. Se establecit que
cuatro de lax AQs assladas, soranjidiol {11, rubiadina (2),
damnacantal (3) y 55 -hisoranjidiol (4) poseen actividad
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antibacteriana sobre Staphviococcss aurens (CIM = 32-64
peiml), efecto que se zsocid @ un incremento de 0, v 0.
Incluso se abservi que la produccion de ambas especies
reactivas del oxigeno (ROS) aumenta en presencia de luz,
Debido a estos antecedentes, en esta oportunidad se estudid
si la produccian fotosensibilizada de ROS produciria un
mayor efecto sobre el indculo bacteriano. Para ello, la
suspension bacteriana se incubd con cada AQ (10 ppiml)
durante 4 hs a 37°C. Se comparé la actividad antihacterizna
bajo irradiacién UV-V (380-480 am} con los respectives
cantroles en oscuridad mediante recuento en placas de agar
Miieller-Hinton.

Se demostré que en oscuridad sélo 4 presentd efecto
bactericida, el cual fue incrementado en presencia de luz.
La irradiacion permitié gque | ¥ 2 exhibieran efecto
buactericida. ne asi 3. Por lo tanto. 1, 2 ¥ 4 poedrian
utilizarse en terapia fotodindmica en bacterias.

Financiamiento: CONICET, SeCyT, FONCYT

P16Y9. SUSCEPTIBILIDAD DE CEPAS DE
Helicobacter pylori AISLADAS DE PACIENTES
CHILENOS FRENTE A 6 ANTIBIOTICOS.
{Susceptibility of Helicobacter pylori strains
1salated from Chilean patients to 6 antibiotics)

Daroch F., Quilodrin 5., Retamal C .. Gonzalez C.. Garcia A.

Universidad de Concepeién, Chile.
fdaroch@udec ¢l

Helicobacter pylert es agente causal de patologias
gastroduodenales, su erradicacion implica regresion del
dafio epitelial. Los esquemas de tratamiento incluven al
menos 2 antibidticos. Objetiva: Analizar la susceptibilidad
de cepas de H. pylori frente a metronidazol (Mitz),
claritromicina (Clry, levofloxacine (Lewv), subcitrato de
bismute (Sb), tewaciclina (Tel v amoxicilina (Aml).
Metodologia: Las biopsias gdstricas de MM} pacientes
chilenos. fueran sembradas en agar Columbia suplementada
con 5% de sangre ¥ DENT e incubadas en microacrafilia a
37*C por 5 dias. Luego se realizaron antibiogramas,
Resultados: El 452% de los cultivos fueron pasitivos para
H. pyfori, a 34 2% de ellos se les realizd antibiograma. La
MAYor resistencia se observd para Miz (48 8%) ¥ Sb
(46,8%). Se encontré mayor susceptibilidad a Aml (98 2%
¥ Te (Y8.8% ). Las cepas mostraron mavor resistencia frente
a la combinacién Miz-Sh (62 ,92%), siendo mis
susceptibles a Miuz-Te y Te-Sb (1,12%}. Se presentaron 3
casos de resistencia a Miz-Lev-8b-Clr. No hubo resistencia
a mis de 4 antibidtices. La susceptibilidad en antra v
cuerpa no presentd vanaciones. Conclusidn: Las cepas son
mayoritariamente resistentes a Miz y Sb y la resistencia a
alguni de ellas en una combinacién, implica resistencia de
la cepa ¥ posible fallo en la terapia.

Financiamiento: Proyecte FONDEF DO3I-1105
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P170. ELEVADA RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
EN BACTERIAS AISLADAS DEL ECOSISTEMA
NATURAL DE VIDES. (High antibiotic resistance in
the microflora from a natural vineyard ecosystem)

Lépez L', Romero J.!, Troncose M 2. Figueroa G.*

'Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacéuticas,
Universidad de Chile. Santiago, Chile, 2INTA, Universidad
de Chile. Santiago. Chile.

Hoepez# uchile.cl

Se determind la resistencia a 9 antibidticos en 50 cepas
bacterianas aisladas de hojas, sarmientos, suele ¥ uvas
sanas, Se evalud la sensibilidad mediante test de difusion
en agar y en las cepas que resultaron resistentes, se
determing la concentracidn minima bactericida (CMB) en
placas de agar con diferentes dosis de antibidticos. 36
cepis (729 ) resultaron resistentes a | o mds antibioticos,
El mayor mimero de cepas resistentes (27) lo fue & Acida
Nalidixico. de ¢llas 24 presentaron CMB de >80 ugiml,
comparado con 1 sola cepa resistente @ Gentamicina, pero
con una CMB de >80 ug/ml. En general las CMB
fluctuaron entre 3-10ugiml para Ciprofloxacino y >80 pg!
m! para algunas cepas frente a 7 de los antibidticos.
Estreptomicina fue el antibidtico menos efectiva frenle a
las 5 cepas ensayadas, Del total de cepas. 20 (405 ) fueron
resistentes @ 1 antibidtico, 3 (10%1 a 2 antibidticos, 4 (8% )
a 3 antibiaticos. 4 (8% a 4 antibidticos, 1 (2%) a §
antibiaticos. | (2%} & 6 antibidticos ¥ 1 (2%) a 8
antibidticos. Es importante destacar esta inesperada
multiresistencia, considerando que en este ecosistenit no se
utiliza este tipo de antimicrobianos, ; Podria esto deberse a
que la aplicacion de agroquimices gatillen esla siluacion?

Financiamiento: Proyecto DI MULT 04/05-2

P171. RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN BGN
AISLADOS DEL HOSPITAL TORRES
GALDAMES DE IQUIQUE, UN ESTUDIO DE
CLONALIDAD Y  PRESENCIA DE
ELEMENTOS GENETICOS MOVYILES.
{Resistance to antibiotics in isclated BGN of the
Haospital Torres Gaidames of Iquigue. a clonality
study and presence of mohile genetic elements)

Moraga R_, Arias T.. Santander E.!, Méndez F 2

"Universidad Arturo Prat. *Hospital Torres Galdames.
Iquigque., Chile.
rmoraga@ unap.cl

Los bacilos gram negatives en el ultimo tiempoe han
cohrado importancia como agentes de infeccidn
nosocamial. La resistencia antimicrobiana codificada por
elementos genéticos moviles genera un flujo horizontal,
gspecialmente en ambientes sometidos a presién de
seleccion, como es el ambiente hospitalario.

Objetivo: Investigar la resistencia a antimicrobianos
utilizades en el tratamiento de pacientes de distintos
servicios v determinar la presencia de integrones v la
clonalidad en las cepas analizadas.

Materiales y Métados: Se aislaron cepas desde servicios
del Hospital Torres Galdames, durante el segundo semestre
del 2004, Se identificaron por su perfil bioguimico, se
determing la susceptibilidad a antibidticos mediante el
método de difusiom en agar, La presencia de integrones se
detectd mediante PCR. Las cepas freron genotipificadas
mediante ERIC-PCR.
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Resultados: El [8% de las capas aisladas correspondic
a Prosens mirabilis, el 17% a Escherichia coli ¥ el 14% a
bacilos Gram negativos no fermentadores, La mayoria de
los aislados presentd elevada resistencia a los antibioticos
evaluados.  Ampicilina  B3%, Cefalotina  B2%,
Ciprofloxacine ¥1%. Gentamicina 81% y Sulfametoxazol
82%. De las cepas anlizadas, el 75% presentd integrones,
siendo clase 2 el mis comin. Se detectd la presencia de
genotipos comunes en los distintos servicios estudiados

Conclusiones: las cepas presentaron niveles elevados
de resistencia hacia algunos de los antimicrobianos
ensayados, Existe una alta frecuencia de integrones en los
aislados clinicos. El estudio de ERIC-PCR permiti evaluar
la clonalidad de ciertas cepas.

Financiamiento: Provecto DI 042004, UNAP

P172. GENES DE VIRULENCIA Y RESISTENCIA DE
ALTO NIVEL (RAN) A GENTAMICINA EN
CLONES DE Enterococcas faecalis AISLADOS
EN CHILE. (Virulence genes and high level
resistance (HLR) to gentamicin in Enterscoccus
fuecalis clones isolated in Chile)

Silva J.I. Rodriguez Y.!. Araya J.'. Kihn 1°. Colque-
Navarro P2, Baguero F.2. Méllby R 2. del Campo R 2

Depto. Tecnalogia Médica-INDES, Univ. de Antofagasta,
Antofagasta. Chile, *Microbiology and Tumor Biology Center,
Karolisnka Institute, Estocolmo. Suecia. “Depanamento de
Microbiologia, Hospital Ramon v Cajal, Madnd, Espana.
jsilva@ yantof ¢l

Se estudia [a presencia de genes de virnlencia en cepas de
Enrerccoccus faecalis resistentes a altos niveles de
gentamicina aisladas en Antofagasta, Chile. Se estudiaron 72
cepas procedentes de muestras clinicas (47) y avicolas (251,
La identificacitn se realizé por pruchas hioguimicas. la
refacién fenotipica se determiné por el sistema Phene-Plate ¥
su relacion genética por electroforésis de campo pulsado
(PFGE-Smal). La susceptibilidad a antibidticos fue hizo por
técnica de dilucién en agar. Genes de virulencia efed. acel,
age v #zelE v gen aach-aph2” que codifica resistencia a
eentamicing fueron ensayvados por PCR. La tipificacian reveld
una alta diversidad de fenoupes bioguimicos. con 2 fenotipos
predominantes C-3 v C-4, ambos inclufan 21 cepas de origen
clinico v avicola. Todas las cepas fueron susceptibles a
ampicilina y vancomicina, Resistencia de altos niveles (RAN)
a gentamicina fue observada en el 8% y 28% de los
aislamicntos avicolas y clinicos. respectivamente. También,
elevada resistencin a tetraciclina con un 60% v 37%,
respectivamente. Resistencia moderada fue observada a otros
antimicrobianns. El gen efaA fue amplificado en todas las
cepas ensayadas, Genes de virulencia fueron mis frecuentes
en lus cepas clinicas gue las de pollo. En 7 cepas clinicas v 1
avicola con RAN a gentamicina‘amikacina fue detectado el
gen aach -aph2” por PCR v Dot Blot, pero 6 cepas clinicas
ademis portaban los genes acel, agg v g¢lE. Estas cepas de E.
Jaecatiy con RAN a aminoglicosidos. portaban un plasmidio
de aproximadamente 20 Kb. El analisis de electroforesis de
campa pulsado (PFGE-Smal) mostearon 6 patrones diferentes
en estos & aislamientos: consistentes de 2 patrones comunes
(en aislamientos clinicos) ¥ 4 genotipos unicos: Smi. Sm2, I,
C. A y B. Las cepas clinicas presentaron mayor resistencia a
los antimicrobianos ¥ con RAN-gentamicina‘amikacing que
exhibian gen gach'-aph2™, portaban ademds un mavor
porcentaje de genes de virulencia asociados,

Provecto PROIM
Antofagasta y proyecle

357 DIRINVY. Universidad de
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P173. CARACTERIZACION DE LA CAPACIDAD
ANTIMICROBIANA DE UNA  CEPA
AMBIENTAL AISLADA DESDE EL RIO
MARGA-MARGA DE LA ¥V REGION.
{Characterization of antimicrobial activity of a
environmental strain isolated from marga marga
river, v region)

Strahsburger E.', Suazo P.!. Orrego E.!. Velisquez J.C.1.
Figueroa M .2

Departamenta de Ciencias Bioldgicas. Campus Vina del
Mar, Universidad Andrés Bello. Viia del Mar. Chile.
*Centro de Investigaciones Marinas de Quintay,
Universidad Andrés Bello.

estrahsburger@unab.cl

Del Rio Marga-Marga ubicade en la ¥ region de Chile
se wisld una bactersa bacilar Gram positiva. formadora de
endoesporas, catalasa positiva, aerohia, fermentadora de
glucnsa, lactosa, manosa, tolerante a una concentracian de
20% NaCl, perteneciente al género Bacillus spp. Esta
bacteria presentd una actividad antibacteriana de amplio
espectro actuande sobre representantes de bacterias Gram
negativos (Escherichia coliy v Gram  positives
(Staphylococus aerens), Su actividad se produce
principalmente en lu fase estacionaria. siendo mayor al
cultivarse en medio BHI (Brain Heart Infusion), medizna al
cultivarse en LB (Luria Broth) ¥ en una mezela LB-agua
maring, ¥ menor al cultivarse en medio minimo M9, A
partir del sobrenadante de un cultivo estacionarie crecido
en calde BHI. mediante cromatografia de fase reversa, se
abtuvo un extracto semipurificado que presenta el mismo
espectro de accidn antibacteriana de la cepa productora.
Dicha actividad se mantiene después de incubarse a 95'C
por 15 minutos, pero se pierde significativamente luego de
una digestién enzimdlica con tripsina. sugiriendo
tuertemente la produceion de una bacteriocina,

Financiado por Proyecto Regular UNAB DI 05-05-R

P174. METALO-B-LACTAMASAS TIPO ViM EN
BACILOS GRAMMNEGATIVOS AISLADOS DE
AMBIENTES HOSPITALARIOS EN
VENEZUELA. (vim type metallo-beta-lactamases
in gramnegatives bacilli isalated from hospital
enviroments in Venezuela}

Torres L2, Salazar M., Moran A.'. Calvo A%, Rodrigues
N Pedroza R

'Citedra de Microhiclogia. Escuela de Bioanalisis.
Universidad Centra]l de Venerveln. Caracas-Venezuela.
“Biologia Molecular de Agemtes Infecciosos. Instituto de
Medicina Experimental. UCV. Seccicn de Bacteriologia
Policlinica Metrapolitana,

ltorresucy @ yahoo com

En los Gltimos afos se ha incrementado la resistencia o
los carbapenems. el mecanismo de resistencia de mavor
relevancia a estas drogas. es la produccidn de
carbapenemasas. Las metalo-f-lactamasas (MBLs). son

POSTERS

carhapenemasas codificadas en cromosomas y plismidos.
cuya actividad es inhibida por EDTA. Las MBLs tipo VIM
¢ JMP son las de mayor distribucién mundial, Debido al
impacta clinica v epidemiolégico que generan estas
enzimas, nos planteamos detectar la presencia de MBLs en
100 hacilos  gramnegativos. La  deteccién  de
carbapenemasas se realizé mediante el test de Hodge v
Masuda, la de MBLs demostrando el efecto sinergistico del
EDTA sobre el [PM. Mediante PCR se identificaran genes
bl blag, ¢ Integrones clase I Se evidencid un 38% de
aislados con actividad hidrolitica para el IPM, un 30% de
cepas productoras de MBLs, de estas un ntimero de 18
(60%) presenturon genes fla,, v en 17(94%) de estos
uistados, se demaostrd la presencia de integrones. Las MBLs
pueden estar asociadas a integrones, localizados en
plasmidos, ser transferidas a otros géneros bacterianos v
ser diseminadas en ¢! ambiente hospitalario.

Financiamiento: CDCH-UCV

P175. GENOTIPOS DE Srtaphylococcus aunreus
METICILINO RESISTENTE ¥ sSUS
PATRONES DE RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA, i(Methicillin resistant
Staphviccocous aurens genotypes and patterns of
antimicrobial resistant)

Wilson M.'. Ouh C.', Ouh L.!, Medina G.2. Bustamante N 2

'Instituto de Microbiologia Clinica, Universidad Austral de
Chile. *Escuela Tecnologia Médica, Universidad Austral de
Chile

myrawilson@®uach.cl

Staphviocecens aurews junto con ser la especie mis
aislade en procesos supurativos del hombre, es un
importante agente de infeccidn intrahospitalaria, Presenta
diferentes mecanismos de resistencia a antibiGticos
betalactimicos. presentando uno o varios mecanismos de
resistencia.

En el presente trabajo se determing el genolipa de S5
cepas de Staphviococens awreas meticilino resistente
(SAMR). aislados de pacientes del Hospital Clinica
Regional Valdivia. relaciondndelos con patromes de
Tesistencia @ diversos antimicrohianos,

Para la genotipificaciion se implementd un PCR
destinado a amplificar regiones hipervariables asociadas al
gen meeA, Los patrones de susceptibilidad antimicrobiana
se determinaron mediante concentracion inhihitoria minimi
(CIM) frente @ penicilina. ampicilina, cefradina,
gentamicing, ciprofloxacino. lincomicina, eritromicina y
vinconicina,

El estudio de genotipificacion de las cepas SAMR
permitid identificar 5 genotipos, los cuales se asocian o 6
patrones de resistencia antimicrobiana. Los genotipos mds
identificados corresponden al 15 ¥ 14 con un 49 y 32,7%
respectivamente. No se encontréd resistencia frente a
vancomicing, sin embargo, ¢] 83.6% de las cepas presents
multiresistencia al resto de los antibiGticos ensavados,

Financiamicnra: DID-2004-64
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P176. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE TRES
ESPECIES AUTOCTONAS DEL NORTE DE
CHILE. (Antimicrobial activity of three native
plant species from northern Chile)

Zaldivar M.'. Gareia R.!. Belmonte E.', Roceo G.'. San
Martin A.', Gigoua F.'. Delporte C.', Backhouse N
Negrete R.!. Bandoni A.%, Di Leo Lira P2, Van Baren C 2.
Gianninoto H.2, Eraze 8.1

IFac. Ciencias Quimicas ¥ Farmacéuticas, U. de Chile. *Fac
Farmacia v Bioguimica, U de Buenos Aires, Argentina.

Dunalia spmasa (Mexven) Dammer (Solanaceael. n.v.
chumi-chumi, Malesherbia aunristipulata Ricardi
{Malesherbiaceae), n.v. aji de zorra v Xenophvifum
popesam Phil (Asteraceael, n.v. poposi, son especies
andinas del norte de Chile ¥ se usan en medicina popular
pera no registran estudios guimicos o farmacoldgicos. El
objetivo de esta investigacion fue validar sus usos
folcloricos evaluando Ia actividad antimicrobiana de
extractos de estas plantas.

Se obtuvo el exudado resinoso con diclorometanc de la
parte aérea. se exfrajo sucesivamente con solventes de
polaridad creciente, obteniéndose extractos en hexano,
diclorometana ¥ metanol. El aceite esencial fue obtenido
por hidrodestilacidn. La actividad antimicrobiana se realizd
mediante siembra de hacterias G (+) ¥ (=) en medio sdlido
en presencia de los extractos y mediante ¢l bioensayo
bioautografiz.

El exudade resinoso presentd la mayor actividad en
cada una de ellas frente a bacterias G (+): 8. qurens. B.
subiilts v M. flavis a concentraciones de HH y 200 ug/ml..
Ademis. D, spinosa fue activa contra K. prewmoniae y E.
coli, No se encontrd actividad antifdngica.

Los compuestos activos para M. auriscpufaia fueron
una mezcla de dcidos grasos poliinsaturados constituidos
principalmente de dcido y-linolénico, La actividad de X,
poposwm se encontrd en el aceite esencial. siendo B-pineno
el principal componente. En D. spinosa los principales
componentes activos son das compuestos isoprénicos.

Los resultados encontrados podrian dar un respaldo
cientifico al uso de estas especies por sus propiedades
antimicrebianas, siendo M. auristprdara la especie mas
activa con una CMI de 120, 30. 30 pei mL para 5. awreas,
B. subrilis v M. flavuy respectivamente.

P177. RESITENCIA BACTERIANA A
ANTIMICROBIANOS EN INFECCIONES
URINARIAS DE PACIENTES

HOSPITALIZADOS. (Bacterial resistance to
antibiotics in Urine Infections in haspialized
patients)

Barmes A.!. Farizs A2, Cosiansi C2. Arce Miranda ).\,
Paraje G.!

IDpto. Farmacia. Facultad Clencias Quimicas, Universidad
Nuacional de Cérdoba, ARGENTINA. * Laboraterio
Regional de Microbiologia. Cordoba, Argentina.

abarnes @ feg.unc edu.ar

El objetivo de este trubajo es evaluar los perfiles de
resistencia a distintos antimicrobianos en pacientes
hospitalizados con disgnéstica de Infeccion Urinaria {IUL
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Se realizd un estudio observacional retrospective
{2003-20015) de 2800 pacientes adultos gue asistieron & una
institucién pablica, a los que se les solicitd diagnastico de
IU. Se analizaron cultivos microbiologicos a E.coli ¥
Swaphviacoccus sp y se evalud la resistencia a Quinolonas
(Norfloxacina-NOR). p-Lactdmicos {Ampicilina-AMP,
Cefalotina-CEF1. Aminoglucdsides (Gentamicina-GEN1,
Trimetoprima-sulfametoxazel (TMS). Nitrofuranos
(Nitrofurantoina-NIT) por el Método de Difusion (segin
NCCLS).

Las IU afectd mas a mujeres ¥ el germen
frecuentemente aislado fue E.coli, Los resultados, no
diferenciados por sexo. revelan una resistencia de E.cofi a
NIT (10%) ¥y a Stphvlococces sp (3%). Se destaca la
resistencia deé Staphyviococens sp a TMS (19.53%), La
resistencia fue de 53% (NOR) v 70% {AMP) para los dos
MICFOITEANIS oS,

Existen pocos antecedentes en nuestro pais, de estudios
de este tipo, siendo importantes en cualgquier inshitucion
para planificar el vso racional de ATM v evitar. en lo
posible la aparicidn de cepas multirresistentes.

Agradecimientos: al Ministerio de Salud Publica: al
CONICET: v a la Dra. Albesa

P178. ESTUDIO DE VARIABLES SIGNIFICATIVAS
EN LA PRODUCCION DE Bacillus
thuringiensis. (Study of relevant variables for the
production of Bacillus thuringiensis)

Monella R.', Sauka D.', Benintende G

'Bioinsumos Microbianos. IMYZA-INTA. Castelar,
Buenos Adres, Argentina.
rmoeneila@enia.inta.gov.ar

Los bioinsecticidas a base de Bacillus thuringiensis
(Bt) estin constituidos por una mezcla de esporas y
cristales. Estos son mundialmente utilizados para controlar
diferentes plagas e insectos vectores. Su comercializacion
se ve muy influenciada por el alto costo de los productos.
El estudio que se presenta forma parte preliminar de un
proceso de optimizacion de las fermentaciones destinadas a
la produccién regional de bioinsecticidas compelitives en
precio v calidad respecto de las mancas mis reconocidas
de!l mercado mundial. El objetivo fue seleccionar las
pardimetros de mavor relevancia en el cultive de dicha
bacteria, para maximizar los valores de biomasa producida.
Se partio de un medio desarrollado anteriormente,
utilizando como indculo una cepa mativa mosquitocida de
Bt. En el disefio experimental se utilizd un modelo de
Plackertti-Burman con 8 variables ¢n dos niveles, Las
varzables analizadas fueron dos fuentes carbonadas vy une
proteica. regulacién de pH., % de indcule, aireacian ¢
incorporacién de una sal. Los cultivos se realizaron en
Erlenmeyers agitados a 200 rpm ¢ incubadas a 29 = 0.5°C.
Los resultados de biomasa (peso seco} fueron semetidos a
un andlisis de wvariancia (ANOVA). que permitid
determinar que las fuentes carbonadas v proteica del medio
fueron los parimetros de mayor relevancia ¥ que permitian
aumentar significativamente el crecimiento bacterianc.



P179. CARACTERIZACION MOLECULAR DE
LEVADURAS TOLERANTES A CriVI) Y CON
CAPACIDAD DECOLORANTE AISLADAS DE
EFLUENTES TEXTILES DE TUCUMAN
{ARGENTINA). (Molecular characterization of
CriV1) tolerant, dyve-decolorizing yeasts isolated
from textile effluents in Tucumin { Argentinal)

Ferndndez P.M.Y. Pajot HE, Figueroa L.1LC 2. Farina J.1.!

'PROIMI-CONICET, Av. Belgrano v Caseras (T4001MVE)
Tucumiin, Argentina. “Microbiologia Superior, UNT.
Tucumdn, Argentima.

El objetive de este trabajo fue wtilizar herramientas de
hictogia molecular para la idemtificacion v caracterizacion
de levaduras aisladas de efluentes textiles v por este medio,
describir los grupos vinculudos a Cri¥1) e colorantes
textiles y determinar posibles relaciones taxondmices entre
ellas,

Para el aislamiento, se realizaron microcosmaos del
efluente adicienades va sea con CrVI) o coloranie Azul
Vilmalix RR-BB. Lua seleccion incluyd ensavos cualitativos
en medio sdlido ¥ cuantitatives en medio liquide. Las
levaduras seleccionadas fueron agrupadas de acuerda a los
resultados del andlisis de microsatélites mediante MSP-
PCR. Se seleccionaron 3 levaduras por su alto potencial
decolorante ¥ 5 por su elevada wlerancia a CriVD, La
caracterizacidn molecular incluvé secuenciacion del
scgmente 185 y dominio D1/D2 del 268 del ADNr v de
genes de citocromo oxidasa, Las levaduras seleccionadas
de ambos mcrocosmos mosiraron estar taxondmicamente
relacionadas. Los resultados obtenidos demuestran que las
tecnicas  moleculares  empleadas  permiten  una
wentificecion ripida v reproducible de levaduras aisladas
del medio ambiente.

Agradecimientos: Dr. Delgado OD por su supervision en
biologia molecular.
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PI180, FORMULACION DE BIOPESTICIDAS PARA
COMBATIR LAS ENFERMEDADES DE LA
CALA (Zantedeschia spp) PRODUCIDAS POR
Erwinia carofovera, (Biopesticides formulation to
control the diseases produced by Erwinig
carciovora in calla (Zantedeschia spii

Giacaman A.', Costa M. Ciampi L7, Figueroa 14

"Tesista carrera de Bioguimica, Universidad Austral de
Chile, que produce el efecto inhibitorio Valdivia, Chile.
* Instituto de Ciencia v Tecnologia de los Alimentos,
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" Instituto Produccidn v Samidad Vegetal, Universidad
Auwstril de Chile, Valdivia, Chile. * Instituto de Bioguimica,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.
annesigiacaman@uach.cl

Se farmule un biopesticida can la cepa Bacilius
subilis BCID de alia actividad v persistencia sobre Erwinia
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carmavorda, patogeno causante de la putrefaccion blanda
cremosa en cala (Zantedescha spp.y, flor ornamental cuve
cultive intensivo resulta de gran interés comercial. Para
este fin se probaron diferentes medios de cultivo v con ¢l
mis adecuado se cultivd la cepe en modalidades batch v
continuo. Fue posible determinar que Ia sustancia que
produce €] antagonismo resulta inducible a la presencia de
Erwinia caromvora viva o inactivada, al ser liberada al
medio en la segunda mitad de la fase exponencial de
crecimiente del Bacilfus. Posteriormente, se aislé v
purificé parcialmente la sustancia que produce el efecto
inhibitaric, a través de sucesivas etapas de ultrafiitracion.
resultznde ser un metabolito extracelular. menor a 3 kD,
que absorbe luz a 212 nm. Igualmente se realizé un estudio
en el tiempe de la persistencia del efecto antagonista del
tormulade que resulté superar los 240 dias a temperatura
ambiente.

PI181. POTENCIALES PROBIOTICOS PARA EL
CULTIVO LARVAL DE Concholepas conchaolepas
{BRUGUIERE, 1789}, (Potential prebictics for
Concholepas concholepas (Bruguiére. 1789 larval
culture)

Gomez P.', Varas R, Leyton Y. ., Riguelme €

"Wnidad de Microbiologia Aplicada. Universidad de
Antofagasta. Antofagasta, Chile.

peomez@ uantof.cl

La produccion masiva de semillas de Concholepas
cenchalepas sun ne ha sido posible en Chile, debido a las
altas mortalidades en su estado larval, las cuales entre otras
causas han sido atribuidas a infecciones bacterianas. Como
medida de contral de dichas infecciones se han
admunistrade antibioticos. generalmente sin conocimiento
de la microflorz hacteriana asociada con los estadios
larvales. Particularmente, C. concholepas es eno de los
moluscos con mids larga perioda larval planctotrafico, las
larvas veliger se mantienen en el plancton durante 2 a 3
meses. Como alternativa al emplen de antibidticos v debidao
a la capacidad de una gran cantidad de patégenos de
desarrollar resistencia antibidtica se propone la adician de
bacterias probioticas, aisludas del mismo arganismo en
cultivo ¥ gue favorecen la sobrevivencia larval. Este
trabajo, viene a constituir la primera seleccian de
patenciales vepas bacterianas probidticas. aisladas desde el
cultive larval de C. concliolepas a través de bioensavas en
camaras multipoze de 5 ml aplicadas en concentraciones de
1410% y 14107 ¢cel/ml) durante 24 haras o larvas
tempranas. Ha sido posible seleccionar 3 potenciales cepas
probidticas que mejoran la sobrevivencia para su empleo en
cultivos experimentales.

Finarciamiento FONDEF DO411203
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P182. BIOOXIDACION DE UN CONCENTRADO
REFRACTARIO DE ORO A DIFERENTES
TAMANOS DE PARTICULAS UTILIZANDO
Sulfolobus metallicus. (Biooxidation of a refractory
gold concentrate at different particle sizes using
Sulfolobus metallicns)

Gonziler P_, Astudillo C.. Gentina 1.C.. Acevedo F.

Escuela de Ingenieria Bioguimica, P. Universidad Catdlica
de Valparaiso, Valparaiso, Chile.
facevedo®@ucy cl

La hiooxidacion de minerales depende, entre otras, de
su drea expuesta, la que queda definida por el didmetra de
particula {(dp) ¥ la densidad de pulpa (DP). Se evalua la
influencia del drea superficial sobre la velocidad de
hioosidacian variando ..

El trabajo se hizo en matraces con medio Norris a 10 ¥
15% DP. pH inicial 1.8 ¥ 70°C. El concentrado contenia
384 pirita, 16% enargita. 11% calcopirta ¥ 11% cobre
aris, A cada DP se utilizd fracciones de d&p <38 pm. 38-75
pm y 75-106 um. La velocidad de biooxidacian se midid
por la soluhilizacion de Cu v Fe.

Para ambas DP la mayor velecidad de solubilizacidn de
cobre ¥ hierro se obtuve <on la fraccion de 38-75 um. A
1016 de DP, éstas casi duplicaron las obtenidas con la
fraccion de mayor dp debido a la menor drea expuesta ¥
fueron algo superiores a la fraceidn de d <38 pm. tal vez
debido & dificultades de adherencia a particulas tan
pequenas ¥ a abrasian. La velocidad de extraccion de Cu a
10% de DP casi dobla la obtenida a 15% ¥ la de Fe fue 1.5
veces superior.

La hicoxidacién de la fraccidn de 38-75 um a 10% de
DP presentd para cobre v hierro una productividad de 4R} y
340 mg L' d'' v una extraccién de 75 v 46%
Tespectivamente.

Provecto FONDECYT 1020768

P183. PRODUCCION DE PIGMENTOS, PROTEINAS
Y EPS EN FUNCION DE LA IRRADIANCIA Y
NITRATO DE LA CIANOBACTERIA
Phormidium sp. (Effect of wradiance and nitrate on
pigments. proteins and EPS production of
cvanobacterium Phormidium sp.)

Jonte L.. Mora R_, Morales E.

Departamento de Biolagia. Facultad Experimental de
Ciencias, Universidad del Zulia, Maracaibo, Venezuela.
everm@ iamnel .com

En ¢l presente trabajo se reporta la produccion de
pigmentos, proteinas ¥ exopolisaciridos en funcion de la
concentracién de nitrato (0, 2, 4, 8 y 12 mM} ¢ irradiancia
(4. % y 12 Klx) en cultivos discontinuos de la cianobacteria
Phormidinm sp. Los cultivos por triplicado. a un volumen
200 ml se realizaron a 35%., aireacion, fotoperiedo 12:12 h,
¥ 29 =3°C, Phormidium sp, presenta filamentos simples con
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vaina, verde azulado, flexibles. mévil, células de 3 x 2 um.
En medio sdlido exhibe crecimiente mucoso, y en liguido
forma fléculos v se adhiere al envase formando un tapiz.
Las mayores valores de clorofila se alcanraron a 8 v 12
mM de nitrato con 18,90 y 1903 ugml', la mayor
produccicn de ficociznina a 8 mM ¥ 156 mmol g m™= s
con 24250 v 156,21 ugml! respectivamente. El contenido
de carotenpides ¥ proteinas fue superior a 12 mM con 4,15
y 606,51 pa.ml' (p=005) respectivamente. Irradiancias
entre 8 v 12 Kix incrementan la produccion de biomasa
enriquecida con clorofila @ ¥ proteinas con 18 283-1947 ¥
695,51-708,28 png.ml? respectivamente. La mayor
produccion de EPS de 1237 mg.ml-'se obtuvo a 12 Kix. El
crecimiento de esta cianobacteria bentonica puede ser
modulade para la produccidn de pigmentos ¥ proteinis en
condiciones de laboratorio.

Financiamienta por proyecto FONACIT §1-2000000786

P184. PRODUCCION MASIVA DE Navicula incerta
EN FOTOBIOREACTORES CON INOCULOS
BACTERIANOS. (Mass production of Mavicwlo
incerta in photobiorreactors with bacterial
inoculums)

Luza Y.. Riquelme C.

Unidad de Microbielogia Aplicada, Universidad de
Antofagasta, Chile.
yery luza@gmail com

Navicwlo incerta es una diatomea bentdnica de buen
mivel nutricional v ampliamente utilizada por la industria
acuicola, siendo su principal caracteristica la presencia de
acidos grasos poliinsaturados. No obstante, no existen
sistemas para la produccion masiva de esta microalga.
Nosotros describimos un sistema nuevo para la produccion
masiva de N. incerta incculando la bacteria I2-UMA
benéfica en su cultivo. Se evalud el efecto de esta hacteria
comparando su influencia en el crecimiento microalgal de
N. incerta. Ademads. se evalud la biomasa seca ¥
concentracién proximal de lipidos obtenidos de
fotobioreactores de N. incerta con v sin [2-UMA durante %
dias. El crecimiento de la microalga fue monitoreado y se
registraron las variables de contenido lipidico, temperatura,
pH y DO. El mayor crecimiento microalgal se observa en
presencia de la bacteria 12-UMA al sexto dia de cultivo
{37.62%). La biomasa final seca supers en [12.28% al
tratamiento en ausencia de I2-UMA. La concentracidn
praximal de lipidos es mayor en presencia de [2-UMA
siendo de 13.38%, la emision fluorométrica de lipidos en
tanto fue mayor con un 68.1% al sexto dia de cultivo. El
oxigeno disuelto registra menor concentracion asociado a
I2-UMA. Los resultados preliminares de este estudio
sugieren un efecto favorable del uso de la bacteria 12-UMA
en el cultivo masivo de la N, incerta en fotobioreactores.

Proyecto Fondef DOILI32



P185. UTILIZACION DE COMPUESTOS
NITROGENADOS POR CULTIVOS MIXTOS
DE LEVADURAS VINICAS. (Utilization of
nitrogencus compounds by mixed culture of wine
yeasts)

Mendoza L', Mancs de Nadra M.'2. Farfas M.\

'CERELA v "FBQF-UNT. Tucumdn-Argentina.
mfarias@ cerela.org ar

El nitrdgeno es el principal factor limitante del
crecimiento v fermentacion alcohdlica de levaduras. Se
investiga la utilizacién de compuestos nitrogenados de jugo
de uva por cultivos mixtos de cepas vinicas de Kloeckera
apivalara v Saccharomyces cereviziae. Las levaduras se
cultivin en medio jugo de uva pH 5.5, 10 d a 28°C. La
enumerzcion diferencial se realiza en medio malta agar pH
6.5, Las preteinas se determinan utilizando ¢! método de
Bradford: amenio ¢l de fenol-hipoclorito: aminodcides y
actividad proteolitica el de Cd-ninhidrina. La maxima
densidad celular en cultivos mixtos de K. apiculara v §.
cerevisiqe es inferior a sus respectives cultives puros.
Detectamaos actividad proteolitica en cultivos puros de
ambas levaduras, siendo mayor en S, cerevisae. La
velocidad de consumo de amincdcidos v de amonio en
cultivos puros de K. apicuwlata es inferior al de cultivos
puros de 5. cerevisiae, En co-cultiva se obhserva
disminucion de la actividad exoproteasa. menor consumo
de amonio y ammodcidos en relacion al cultivo puro de K.
apicwfata. La concentracion de nitrdgeno asimilable al final
de la experiencia es elevada. Por lo wnto, la menor
densidad celular en el cultivo mixto no estaria relacionada
a competicitn per sustrato nitrogenado entre la levadura
apiculada y Saccharomyces cerevisiae,

Financiamiento: Banco Rio, CONICET y CIUNT

P186. SINTESIS ENZIMATICA DE AMPICILINA A
ELEVADAS CONCENTRACIONES DE
SUSTRATO. CATALIZADA POR PENICILINA
ACILASA DE E. coli. (Enzymatic Synthesis of
ampicillin at hight substrate concentrations
catalized by E. colt Penicillin acylase)

Aguirre C.' Riveres R.'. Castillo E.'_ [llanes A 2
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La penicilina acilasa (PA) obtenida de Esclerichia coli
recombinante cataliza reacciones de hidrélisis v sintesis de
compuestos [-lactdmicos. Para reacciones de sintesis de
ampictling controladas cinélicamente. se emplea el dcido 6
amina penicilinico, 6-APA v un donador de grupe acilo
activado, éster metilico de fenilglicina, FGMe. El
mecanismoe para esta reaccion considera tres etapas
clementales que ocurren simultdneamente: a) hidrilisis del
dador de grupo acilo. h) hidrdlisis del antihidtico v ¢
sintesis del producto, lo que conduce a un perfil cinético
con un miximo de concentracion del producto de sintesis,
seguida por una disminucidn de su concentracion.

El phietive de este trabujo es aumentar ¢! rendimiento

POSTERS

de sintesis de ampicilina por efecto del aumento en la
concentracion de sustratos v determinar la reactividad del
nucledfilo en presencia y ansencia de etilenglicol, bajo
condiciones preestablecidas de temperatura {4°C), pH (7 3],
concentracian de cosolvente (30% wiv), carga enzimdticu
1125 Ul'mel 6-APA)} ¥ razdn de la concentracion de
sustratos (13, 6-APA FGMe).

Los productos v sustratos fueron monitoreados en el
tiempo ¥ analizados por HPLC en columna de reversi
utilizando como fase movil metanol - tampon fosfato pH
TMh. Se evalud rendimiento, productividad volumétrica y
preductividad especifica de las sintesis.

Se vhservd que a mavor concentracion de sustratas se
obtiene un mayor rendimiento de sintesis mientras se
encuentre en fase homogénea. Las condiciones dptimas de
sintesis en términos de rendimiento sc establecen en
sistema homogéneo (1600 mM 6-APA) siendo de un S0%,
en presencia de etilenglical.

El etilenglicol sumenta la reactividad del nucledfile de
43 M a 62M, reflejandose en un mayor rendimiento.

Los autores agradecen a proyecto Fondecyt 1060428

P187, SINTESIS DE CEFALEXINA EN MEDIO
ACUOSO CON PENICILINA ACILASA DE
E.celi RECOMBINANTE. (Synthesis of
cephalexin in agueous medium with recombinant
E.coli penicillin acylase)

Manes A., Corrotea ., Tavernini L.. Zamorano F., Wilson L,

Escuela de Ingemieria Bioguimica, Universidad Catélica de
Valparaiso. Chale.

Peniciling acilasa de £. cofi recombinante se emplea en
la producciin de dcido 6-amino penicilinico. intermediario
en la sintesis de penicilinas semi-sintéticas. La enzima es
muy versitil ¥ puede emplearse bajo ciertas condiciones en
la sintesis de penicilinas ¥ cefalosporimas semi-sintéticas a
partic de los correspondientes nicleos b-lactdmicos, pero
fa sido dificil competir con los procesos quimicos debido a
menores rendimientos ¥ productividades. El uso de medios
organicos de reaccion permite incrementar los rendimientos
hasta valores cercanos al estequiométrico, pero la actividad
¥ estabilidad de la enzima se ven afectadas. lo que na
permite obtener productividades globales competitivas.
Ademis, el uso de cosolventes implica costos adicionales v
atenta contra el cardcter de tecnologia limpia, gue es un
arribute importanie del proceso enzimatico. Se presentan
resultades obtenidos en la sintesis de cefalexina a
concentraciones de sustrato hasta v por sobre el limite de
solubilidad, con penicilina acilasa inmavilizada en medio
libre de casvlvente (acuoso) bajo la premisa de que en tal
condician  serd  posible  obtener rendimientos
estequiométricos sin desmedro de productividad e
incrementande la vida atil del catalizador. Bajo esas
condiciones se abtovo rendimientos de conversion del 100
% v productividades de 300 mM/h, superiores gue en
medio orgidnico con claras ventajas en cuanto a costos de
produceidn e impacto ambiental.

Agradecimientos: Financiado por Provecto Fondecyt
1060428



POSTERS

P188. EVALUATION OF THE USE OF PROPIDIUM
MONOAZIDE FOR LIMITING DNA
FINGERPRINTING TO THE LIVE PORTION
OF MIXED MICROBIAL COMMUNITIES.

Sossa P.', Nocker A2, Burr M2, Arava JE.'. Camper
AKZ

"Unidad de Parasitologia. Universidad de Antofagasta,
Chile. *Center for Biofilm Engineering, Montanz State
University. Bozeman, Montana 54717. EE.U.U.

Propidium monoazide (PMA} has been shown ta be
pseful For bacterial live-dead discrimination in combination
with quantitative PCR. PMA is o membrane-impermeant
dve that penctrates cells with compromised cell
membranes, which can be considered dead, Once inside the
cells, PMA intercalates into the DNA and can be covalently
cross-linked to it upon light expasure. This modification of
DNA from dead cells strongly inhibits PCR amplification.
Consequently, the analysis of hactertal communities can
theoretically be limited to the cells with intact cell
membranes, Three experiments were performed to study
the usefulness of PMA treatment of mixed bacterial
communities comprising both intact and compromised cells
in combination with end-point PCR: (1) PMA treatment of
defined mixtures of live and sopropanol-killed cells from
pure cultures; (21 PMA treatment of environmental sumples
spiked with defined ratios of live and dead cells: (3) PMA
treatment of environmental microbial communities. Genes
encoding 165 rRNA were PCR-amplified from extracted
genomic DNA and PCR-products were analyzed using
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). Results
confirm that PMA inhibits amplification of DNA from dead
cells. Preliminary data suggests that PMA treatment can
affect DGGE community profiles in terms of banding
patterns and band intensities.

PI8Y, EFECTO DEL USO DE CULTIVOS
INICIADORES PARA LA FERMENTACION
ALCOHOLICA SOBRE LA BIOTA NATIVA
DE LEVADURAS Saccharomyces. (Effect of use
of commercial wine yeast for alcoholic fermentation
an the biadiversity of natives yeast)

Ganga A_, Guevara F.. Viisquez C.- Martinez C,

Departamento de Ciencia ¥ Tecnologia de los Alimentos.
Facultad Tecnoldgica. Universidad de Santiago de Chile.
Santiago. Chile.

aganga@usach.cl

Con ¢l objeto de asegurar la calidad en la produccion
del vino, industrialmente su elaboracién se inicia con la
siembra de cultivos de levaduras comercuales, las que
homogenizan la microbiota levaduriforme originel,
dirigiendo asi la fermentacién. Estas levaduras comerciales
han sido aisladas desde paises con una basta tradicién
vitivinicola, especialmente europeos. Por ello, desde un
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punto de vista ambiental se ha planteado la interrogante de
cuil serfa el efecto del wso de estas levaduras comerciales
sobre la diversidad de las poblaciones de fevaduras nativas
de aquellos nuevos paises productores de vinos, conocidos
cama los del “neevo mundo™, que han incerporado en su
proceso de elaboracion estas levaduras comerciales. En el
presente trabajo se compard la diversidad de levaduras
Saccharemyvees cerevisiae de dos zonas diferentes de
produccion de vinos en Chile. una industrializada.
perteneciente a la regién de Curicd y la otra artesanal.
correspondiente a la region de Cawquencs. A través del
andlisis de RFLP del DNA mitocondria se estudio la
diversidad genética (H) es, asi como la relacion
filogenética entre las poblaciones analizada.

Financiado por Fondecyt 1040099

P190. DETECCION DE TOXINAS PARALIZANTES
EN FUENTES DE AGUA DULCE
ARGENTINAS. (Paralytic shellfish toxins
detection from freshwater sources in Argentina)
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Las toxinas del Venero Paralizante de Mariscos (VPM)
constituven un grupo de neurotoxings capaces de nhibir la
excitacion de células nerviosas y musculares, o través del
blogueo de canales de sodio dependientes de voltaje, Estas
toxinas, producidas por especies de dinoflagelados ¥
cianobacterias, pueden provocar la intoxicacién de
persenas que censuman moluscos contaminados.

El andlisis de una muestra proveniente de un ambiente
intensamente utilizado para deportes acudticos y pesca en
la ciudad de La Plata (Buenos Aires) reveld la presencia de
las toxinas del VPM: saxitoxina (STX) y GTX2:3, Este es
el primer reporte de toxinas paralizantes en ambientes
dulceacuicolas de Argentina,

Ohservaciones morfologicas de la muestra revelaron la
presencia de diversas especies de cianobacterias. Para
identificar u la especie responsable de la produccion de
toxinas, se aislé cada especie en medio liquido y solido,
abteniendo a través de esta téenica, cultives clonales.
Andlisis moleculares permitirin identificar con certeza la
cepa 6xica que hasta ahora, se presume. corresponde a
Culindraspermopsis raciborskii.

Agradecimientos: Proyecto FONDECYT 1050433; Niicleo
Milenio EMBA PO4/007-F



P191. TRATAMIENTO DE UN EFLUENTE
PAPELERO MEDIANTE LA ACCION DE
HONGOS LIGNINOLITICOS CHILENOS.
{Treatment of Kraft mill wastewater by native
Chilean white rot fungi

Tortella G.°, Donoso C.', Acevedo F.!'. Cea M.'. Rubilar
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El trabajo tuvo por ohjetive determinar la capacidad
que presentan cepas de hongos ligninoliticos chilenos en la
degradacidn de compuestos fendlicos clorados presentes en
un efluvente de la industria de la celulosa. ademas de
determinar la reduccidn de color y DQO. Se evalud un total
de 12 cepas incluida P, chrysosporium gue se utiliza como
control. Las cepas fueren inoculadas como células libres,
en matraces Erlenmeyer. conteniendo 250 mi de efluents
sin esterilizar a 130 rpm v a 25°C durante 12 dias. Se
observa una reduccion de color entre un 79.5% v 70.7% y
una reduccion de la DQO entre un 743% v 57.1%. La
degradacion de clorafenales fue muy variada dentre de las
cepas. Una mayor eficiencia s¢  presenté con
Anthracophylivm discolor, quien redujo la concentracidn
de clorofenoles hasta en un 98%. Se detectd manganesa
peroxidasa ¥ en menor grado lacasa. En general se chservé
una buena respuesta en fa degradacion del efluente al ser
tratados con células libres de hongos nativas. Por lo tanto
es posible la utlizacién de cepas de hongos ligninoliticos
nativos chilenes en el tratamiento de efluentes de la
industria de la celulosa,
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P192. BIORREMEDIACION DE CROMO IVl POR
Rhizobiem DVI. (Chromium (V1) bicremediation
by Bhizedicm DV 3 strain)
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El cromo es un elemento wixico, posee dos estados de
oxidacion de importancia bioldgica; cromo hexavalente (Cr
VI v trivalente (Cr 113, El primero produce toxicidad
aguda ¥ cromica, y es 1000 veces més toxico que el Cr 111,
Una solucion a este problema es la reduccion del mertal
atilizando plantas ¥ microorganismaos, Las hacterias del
género Rhizebiwm habitan los suvelos y tienen la
particularsdad de infectar las raices de las leguminosas v
formar nddulos,
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El objetivo del trabajo fue determinar la resistencia v In
capacidad de disminuir los niveles de Cr VI de una cepa de
Rhizobinm, wislada a partie de nddulos de una leguminosa
del género Desnianthus, ¥ cuantificar el metal captado por
el exopolisacdrido (EPS).

La cepa aistada fue caracterizada mediante
secuenciacidn del ARNr 168 como Rivzobimn DV3. Los
EnsaN0s mostraron gue la cepa fue resistente hasta 208 mg/
L de Cr V1. En medio de cultivo liguido adicionado con 26
mg/L del metal se observd una disminucion del 50% en los
niveles de Cr VI. La produccidn del EPS fue de 1.400 mg/L
a las 24 h, mientras que en presencia de Cr VI fue de 810 y
1500 mg/L a las 24 y 48 h, respectivamente. con una
captacitn del 2% de Cr V1. Un porcentaje superior al 40%
fue reducido a Cr 111

Los resultados obtenidos contribuyen a apoyar la
hipotesis de utilizar cepas de Rhizobium asociados con
piantas en ensayos de biorremediacion de suelos
comtaminados con Cr V1.

P193, POSSIBILITIES FOR PLANT ENHANCED
BIOREMEDIATION OF LINDANE BY
Sphingobiwm indicum B90A,

Meyer J.!. Schwitzguebel 1.P.2, Van der Meer J.R

“Department of Fundamental Microbiology, University of
Lausanne, Switzerland. Joana Meyer@ yahoo fr
‘Environmental Biotechnology Laboratory. Lausanne
Federal Polytechnic {EPFL}, Switzerland.

Lindane 1gamma-hexachlorocvelohexane, HCH) is a
persistent pesticide. Bacterial degradation would be a
possible way 1o remediate lindane contamination. Here we
studied the possibilities to use Sphingabium indicum BYIA
for targeted HCH bioremediation and possibly enhance its
degradation activity by phytastimulation. Lindane
mineralization by strain B9OA in soil has been
demonstrated. but the strain rapidly loses survivability in
soil. In order to maintain more optimal activity of the strain
we examined whether the bacteria could be stimulated in
the vicinity af coriander roots in a gnotobiotic svstem
specifically developed for this study. BY9OA population
sizes were quantified by selective plating on rifampicin and
oy quantitative real-time PCR on the lind gene. After 9
days incubation time no differences in B9UA cell number
between the treatments with plants and without plants were
found. We can speculate that a reason for the absence of a
clear plant root effect on the BYA population size could
stem from the plant species itsell or that 9 days old plants
may not have produced enough root exudate to allow a
significant bacterial growth in the systems. Further
optimization of the experimental set-up is needed to
validate the results on B90OA survival in the gnotobiotic
system.
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P194. PRESENCIA DE BACTERIAS REDUCTORAS
DE SULFATO EN SEDIMENTOS
INTERMAREALES IMPACTADOS CON
DESCARGAS DE RELAVES DE LA MINERIA
DEL COBRE. {Presence of sulfate reducing
bacteria in intertidal sediments impacted with
discharges of copper mine tailings)
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Los desechos de la minerfa del cobre tienen un impacto
negativo sobre la biota de los ambientes contaminados. En
un trabajo previo. se encontsd un marcade efecto del cobre
sobre la estructura de las comunidades bacterianas de los
sedimentos del drea de Chadaral. Se estudié por T-RFLP
{polimorfismes del largo de los fragmentos de restriccion
terminal) del gene 168 rRNA. la estructura de las
comunidades bacterianas en sedimentos intermareales de
zonas impactadas y no impactadas con cobre, entre O v 20
cm de profundidad, pero no se encontraron diferencias
debidas a la profundidad. En el DNA metagendmico de
todas las muestras se detectd por PCR la presencia de genes
168 rRN A de bacterias reductoras de sulfato. El gen dsrAB,
marcador de la via de la reduccion disimilativa de sulfato,
fue detectado por PCR en dos muestras, una de ellas
expuesia a cobre. Se construveron genotecas ¥ su andlisis
por RFLP reveld una gran diversidad para ambaos sitios v
solo un filotipo en comin, Veinte clones secuenciados
revelaron una alta similitud con genes dsrAB. Estos
resultados sen importantes porque revelan la presencia de
hacterias reductoras de sulfato en los sedimentos. las que
por su actividad preducen sulfuros gue pueden reaccionar
con el cobre y, por ello. permiten disminuir la
btodispenibilidad del cobre.

P195. EFFECT OF BIOAUGMENTATION ON
HERBICIDE DEGRADATION AND MICROBIAL
COMMUNITIES IN AGRICULTURAL SOILS.
{Efecto de la bivaumentacion sobre la degradacion de
herbicidas v lus comunmidades microbianas en suelos
agricolas}

Morgante V.'2, Flores C.'3. Gonzilez M.'3. Visquerz
M.**, Rossello-Mora R.*. M. Seeger,’

'Lahoraterio de Microbiologia Molecular ¥ Biotecnologia
Ambiental, Depto. Quimica, UTFSM, Chile. *Depto,
Genética Molecular v Microbiologia, Facultad de Ciencias
Biologicas. PUC. Millennium Nuocleus EMBA. “Instituto
Mediterrinea de Estudios Avanzados (CSIC-UIB), Palma
de Mallorca. Espana.

veronica.morgante@ gmail com

Herbicides are used for weed control in agriculture and
forestry. Simazine and atrazine are s-triazine herbicides
widely applied on cultivation fields in all America.
Recently, their use has been forbidden in many countries of
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Europe. In this study. Pseudomonas sp. strain P41, a native
s-triazine-degrading bacterium. was immobilized in
alginate matrix and used for bivaugmentation. Microcosms
were performed using annually simazine-treated soils and
soils without history of herbicide application. Microbial
and chemical analvsis (Most Probably Number, HPLC)
were used 1o estimate simazing attenuation, Changes in soil
microhial communities were determined by FISH. The
addition of Pseudomoenas sp, strain P41 increase simazine
catabolic activities. The native soil microbiota was
naturally able to degrade simazine but the additien of the
Pryendomonas sp. P41 enhances the attenuvation of the
herbicide. Bicaugmentation is essential for the degradation
of simazine in soils without history of simazine
application. FISH analysis showed that bioasgmentation
modify the structures of soil microbizl communities and
that encapsulation process protects strain P41 from grazing
by protozoa and other adverse environmental conditions.

Acknowledgements: Millennium PO400T-F, USM 130522,
MECEPUCV-0206 and Fundacién Andes

P196. MONITORING OF BIOMINING BACTERIAL
COMMUNITY PRESENT IN MINERAL ORE
SAMPLES THROUGH QUANTITATIVE
REAL-TIME PCR. (Monitoreo de las
comunidades bacterianas biomingras existentes en
muestras de mineral viz PCR cuantitativa en tiempo
real}

Pacheco 1.', Ehrenfeld N.!'. Aravena A2, Maas A%, Parada
P, Badilla R.!

'BioSigma. S.A.. Colina, Chile. ‘Laboratorio de
Bicinformdética ¥ Matematica del Genoma (LBMG).
Universidad de Chile., Santiago, Chile.

ipacheco@ biosigma.cl

Quantification of different bioming bacterial species
specific abundance 1s key imformation for understanding
their role in bioleaching processes in bioreactors, columns.
or heaps. We have designed a strategy of bacterial
molecular quantification based on gquantitative real time
PCR using SYBR Green as reporter {luorophore and genes:
11 16SrRNA for bacterial domain, genus Acidiphilinm,
Leprospirillum and Acidithiobacifluy thipoxidans specie: i)
rusA for Acidithiobacillus ferrooxidans:; and i) rus8 for
“Wenelen™ strain, property of BioSigma S.A.

A bicinformatic searching algorithm was developed to
find specific sequences for genes and taxons mentioned
above, taking mto account all the public databases of
bacterial DNA sequences and bacterial genomic sequences
praperiy of BioSigma $.A. To enhance the sensibility and
liability of the dynamic range of detection of this
technique. a pre-amplification of the DNA prior to the
gPCR step was added. Primers designed have an
amplification efficiency of almost 100% in all cases with
no cross reaction or unspecific amplification. Detection
limit obtained when using a variation coefficient (CV)
fower than 10% in threshold cycles (CiT)) registered,
corresponds to 107 bacteria’ml of liguid sample.
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P197. SOBREVIVENCIA DE Sphingopyxis alaskensis y
Sphingopyxis chilensis AL CONGELAMIENTO
E INANICION EN RELACION CON EL
CONTENIDO DE POLI-B-
HIDROXIALCANOATO (Survival of
Sphingopvris wlaskensis and Spidngopvris chilensis
under starvation and frozen condition associated to
poly-_- hyvdroxyalkanoate content )

Pavez P.'. Castillo J.L.2. Martinez M',

'Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias
Bicldgicas. *Lab.Citometria. Hospital del Trabajadar,
Facultad de Medicina; Universidad de Concepcion,
Concepeidn. Chile.
pampavez@udec ¢l

En el ambiente acudtico las bacterias tienen variadas
estrutegias de sobrevivenciz., Los sustratos enddgenos.
como: poli-f-hidroxialcanoatos (PHAL, participan en la
sobrevivencia de bacterias en inanicién, Se estudié la
viabilidad celular ¥ su relacién com ¢! contenido de PHA
después de inanicidn v congelamiento de §_ alackensis 877
¥ 8. chilensis S37. Estas bacierias se cultivaron en calda
R.A por 48 h, se resuspendieron en solucian salina
(1.0x107 UFC/mL) sin fuentes de carbono v se congelaran
por 488 a -20°C. Se determing la proporcién de células
recuperables en cultive. El contenide de PHA y la
proporcion de células viables se estudié por citometrin de
flujo unilizando Rojo de Nilo y loduro de Propidio.
respectivamente. Los resultados indican que el percentaje
de bacterias con PHA disminuye con la inanicién. Se
abserva que la sobrevivencia, §. ehilensis disminuye con el
congelamiento al disminwir ¢l centenido de PHA. En
cambio. 8. alastensis sobrevive mejor al congelamiento
después de la inanicién. Los resultados sugieren un
mecanismo allernativo en §. alaskensis para sohrevivir al
congelamiento

Financiamiento: DIUC N" 205.036.0306-1.0 y DIUC
Patagonia N" 205.056.036.02915P

PI98. IMPACTO DE LA l:‘UT(]DEGR.-\D:‘\.Cl(I)N DE
LA MATERIA ORGANICA DISUELTA SOBRE
LA COMUNIDAD BACTERIANA DE LA
LAGUNA DE ROCHA. {Impact of dissolved
organic matter photodegradation on bacterial
community in Laguna de Rocha)

Piccini C.', Conde D, Pérez G.'. Pernthaler 1.7,
Sommaruga R4

'Microbiologia., [IBCE. Montevideo, Uruguay,
‘Limnelogia, Fac.Ciencias. Monteviden. Uruguay.
Limnotogy. Univ, Zurich. Switzerlund. *Ecology. Univ.
Innshruck. Austria.

prccini@ itbee edu uy

En este estudio se evalué el efecte de la
fotodegradacion de la materia orgdnica disuelta (MOD}
sobre la comunidad bacterianz de vna laguna costers de
Uruguay. Para ello se realizaron experimentos en los que
azuy abtenida de la zona de influencia limnica de s laguna
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se¢ sometid durante 6 dias a radiacién solar natural,
empleanda filtros que eliminan selectivamente diferzntes
bandas del espectro solar {UVB+UYA+PAR, UVA+PAR,
PAR v oscura). Posteriormente se inocularon bacterias del
mismo sitio de muestreo a cada tratamiento y tras 5 horas
se evalud la abundancia (conteo directo), actividad
(incorporacién de [*H|-leucinay ¥ composicidn de la
comunidad bacteriana (CARD-FISH). En los tratamientos
que recibieron radiacién UV se increments la abundancia v
actividad bacterianas, regisirindose ademds un aumento
significative  de  la poblacidn  de Gama v
Betaproteobaereria, En esta dltima, las bacterias oxidantes
del amonio constituveron hasta un 40%, mientras que su
abundancia i it era menor a 1% . Los resultados sugieren
que ciertos fotoproductos de la MOD, como el amonio,
mducirian cambios en el ensamble bacteriano que podrian
tener relevancia en los ciclos biogeoguimicos de los
nutrientes,

Firancizdo por IFS, DAAD, MPI v PEDECIBA

P199. ENRIQUECIMIENTO DE BIOPELICULAS
CON ARCHAEAS PRODUCTORAS DE
METANO METILOTROFICAS MEDIANTE
COMPUESTOS N-METIL. (Anaerobic biofilm
enrichment with methylotrofic methane producing
archaea by n-methyl compounds)

Ruiz-Tagle N.’, Navarre 8.2, Aspe EZ, Yidal G.%, Chamy
R.*, Aroca G5, Witzel PO, Urrutia H.'

'Centra de Biotecnologia, Universidad de ConcepeiGn.
Concepeion, Chile, “Fac Cs Naturales v Oceanograficas,
UdeC. "Depra Ing Quimica, UdeC *EULA. UdeC. SEsc Ing
Bioguimica. PUCV, "Max-Planck Institut, Plon. Alemania.

nruiztag@udec.el

En ambigntes anagrobios ricos en proteinas v sulfato, la
actividad de archaeas productoras de metano [APM) es
limitada detdo al H.S producido por hacterias reductoras
de sulfate (BRS), En presencia de sulfato ¥ metilaminas, se
estimula la actividad de APM meulotréficas, aun en
presencia de BRS. En este trubajo se estudiaron diferentes
compuestos n-metil sobre APM en biopeliculas ohteridas
desde un reactor anaerobio de lecho fijo.

Sc  alimenté  biopeliculas  con  precursores
metanogénicas directos e indirectos (compuestos m-metili.
y caracterizi las comunidades de Archaea mediante perfiles
del ADNr 168 (DGGE), clonacion (Zero Blunt PCR kit v
secuenciacion (BigDve Terminator v3.1 kit, 3100 Abi
Prism}. Perfiles por DGGE mostraron similitud entre
tratamientes v se observé el desarrollo de archacas
metilotréficas  de los  géneros  Methanesarcing,
Methanosaera ¥ Methanomethiyloverans (y olras secuencias
no descritas) ¥y mavor metanizacidn en presencia de
acelatoe.

Este trabajo pretende demostrar que el enriquecimienta
con AMM es una petencial estrategin para faverecer ¢l
tratamienta de riles ricos en sulfato.

Agradecimientos: DAAD. Fondecyr 1020990, DIUC
20030270
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P200. INFLUENCIA DE LA SURGENCIA COSTERA
SOBRE LAS COMUNIDADES MICROBIANAS
EN EL NORTE DE CHILE (21°20°S). (Coastal
upwelling influences on micrebial community in the
narth of Chile (217200581

Santander E.', Herrera L.'. Pérez G.

'PROPNOR. Departamento de Ciencias del
Universidad Arture Prat, [quigue Chile,
esantan@ unap.cl

Mar,

El sistema de Corrientes de Humboldt. en su margen
voslero, se encuenira sujeto a intensos proceses de
surgencia. los cuales controlan los altos niveles de
abundancia v biomasa plancténica. El objetivo del presente
trabajo fue analizar la interaccidn entre los procesos fisicos
y quimicos involecrados en los procesos de fertibizacion v
cancentracion, ¥ la respuesta de los microorganismos en un
centro de surgencia costera. El drea de estudio fue hahia
Chipana (21°20°8}, Ia cual fue visitada en siete ocasiones
entre agosto del 2003 v enero del 2004, La temperatura v
salinidad fueron registradas utilizande un CTD. Las
muestras de agua fueren obtenidas entre ta superificie y 50
m. de las que se determind oxigeno disuelto, nutrientes.
clorofila-a. abundancia ¥ biomasa del bacterioplancton.
microfitopluncton ¥ micrezooplancton. Li temperatura
mostrd una clara variabilidad temporal, observiandose una
tramtsicion desde una condicidn fria a une condicion cilda
de acuerdo a la vcurrencia de eventos de surgencia. El
uxigena presentd los menores vilores asociados a menor
temperatura. Los nulrientes mostraron sus mayores niveles
cuando las condiciones se caracterizaron por ser mids frias v
con menor contenide de OD, El amonie presentd mayores
valores bajo condiciones mds calidas v oxigenadas. El
fitoplancton mostrd mdximoes al comienzo vy final del
estudic, mostrando los menores niveles durante la fase de
surgencia activa, El bactenioplancton s¢ observd en
desacople con los productores primarios. y el
microzooplancton presenté una abundanciz celular cuyos
mdximoes ocurrieron en el inicio del estudio.

Financiamiento: Direccion de Investigacion. Universidad
Arture Prat

P201. SELECCION DE BACTERIAS ARSENITO-
OXIDANTES DESDE SEDIMENTOS
ENRIQUECIDOS CON As (HI). (Isolation of
arsenite-oxidizing bacteria from arsenic-rich
sediments)

Valenzuela C.!. Campos V.'. Escalante G.', Mellado C.'.
Yidcz 1.2, Zaror C°, Mandaca M.A!

!Depro. Microbiologiu, *Depto. Quimica Analitica, ‘Depta.
Ingenierfa Quimica. Universidad de Concepeidn.

El arsénico es un importante metaloide gue se
encuentra muatural v artificialmente en aguas terrestres lo
que causi importantes dafos en la salud de las personas
que consumen estas aguas. El pbjetivo de este trahajo fue
aislar bacterias arsenito-oxidantes desde sedimentos
naturiles enriguecidos con arsenito.
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Sedimentos provenientes del rio Camarones (1 Regidn).
mediante experimentos en columnas, fweron enriguecidos
con As (I} v en ausenciz de una fuente de carbono
orgénico para inducir las poblaciones arsenito-oxidantes
quimiolitotréficas. La deteccion de As (111} v As {V) se
realizd mediante HPLC/HG/QAAS. La capacidad de oxidar
As (111} se determino coalitativamentes con AgNO;.

Los sedimentos. enriguecidos con As, muestran
actividad arsenito-oxidante ¥ un mayor porcentaje de
bacterias resistentes al metaloide. Se aislaron ) cepas
bactersanas guimioliotrificas capaces de oxadar As (I1) a
As (V).

Los  resultados  permiten  concluir  que ¢l
enriguecimienta continua con As (LI permite la seleccion
de bacterias arsenito-oxidantes. capaces de crecer
guimiolitotroficamente, las que pueden transformar el
arsenito a una especie WM veces menos t6xica. Estas
bacterias presentan un potencial biotecnoldgico en la
descontaminacitn de aguas con alto contenide de arsémce.
Prevecto FONDECYT 1050088,
204.036,027-1 .0

Proyecto DIUC

P202. AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y
ENSAYO DE BACTERIAS DE SUELO
HIDROFOBICAS CON PROPIEDADES
AGLOMERANTES. (lsolation, characterization
and awssay of hydrophobic soil bacteria with
agglemerating properties|

Yerdejo A.. Montenegro E., Robeson J.

Insututo de Bielogia, Pontificia Universidad Catdlica de
Valparaiso. Valparaiso. Chile.

jrobeson@ucey ¢l

Las bacterias con capacidad para aglomerar particulas
de suelo son de importancia en la estructura del suvelo y
ademis tienen proyecciones en el control de particulas en
suspensidn en operaciones geotécnicas. En este estudio se
twvo como objetivo alslar bacterias de suelo de superficie
hidrofébica para ensayarlas respecta a sus propiedades
aglomerantes. Usando una seleccidn con ciclohexano se
obtuvieron cepas de bacterias Gram negativas. oxidasa
positivas, moviles, de merabolismo oxidative v de
superficie celular hidrefébica de acuerdo al rest de
Rosenberg. las cuales fueron asimiladas al género
Psewdomonas, Ademds, producen abundante material
extracelular en calde LB en contraste con los controles.
Estas baclerias son capaces de aglomerar particulas de
arena en ensayos de resistencia a un estrés mecdnico de 300
r.p.m por un minuto, La arena tratada con dichas bacterias
no se desagrega frente al estrés mecanico en los tiempos de
tratamiento que desagregan en un 95% o mds a la arena
cantrol.

En conclusién, las bacterias examinadas presentan
propiedades adecuadas para la potenciacion de suelo
rizosférico de v el control de particulas en suspension.

Financiamiento: Direccion de investigacion Pentificia
Universidad Catélica de Valparaiso. Proyecto DI - PUCY
20271272006



P203. EXPRESION EN MICROCOSMOS DE SUELOS
DEL GEN tfdA, QUE CODIFICA PARA EL
PRIMER PASO EN LA DEGRADACION DEL
HERBICIDA 2.4-D, EN Cupriavidus necator
JMP134, iExpression in soil microcosms of the
tfdA gene, encading the first step in degradation of
the 2.4-D herbicide. in C. necarer IMP134)

Weil T.. Manzano M., Gonzilez B.

Depto de Genética Molecular v Microbiologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, & CASEB. P, Universidad Catilica de
Chile.

tweil @ puc.c]

El herbacida cloroaromitico 2.4-D es un compuesto
ampliamente wtibizado ¢n la agricultura para el control de
malezas, a pesar de sus conocidos efectas OXICOs en
animales v humanos., C. accaror IMPI34 es ona beta-
proteobacteria que posee la capacidad para degradar el 2.4-D
¥ utilizarle como fuente de carbono. Estas funciones
enzimiticas estin ¢odificadas en ¢l plasmidio pIP4. E]
primer paso en la degradacicn del herhicida es realizado por
li enzima a-cetoglutarate dioxigenasa que estd codificada en
el pen fdA. Dicha actividad ha sido estudiada
principalmente en cultives de laboraterie. Estudios previos
muestran que al inocular la cepa JIMP134 en suelo impactado
con el herbicida, la cepa no es capaz de remover este
compuesta del svelo nativo con la misma eficiencia que en
un suelo esténl, indicando gue factores ambientales padrian
estar mvelucrados en la baja eficiencia degradativa en suclo
nativo, Por ello se guiso estudiar la expresion de las
capacidades catahalicas gue tiene la cepa para degradar este
compueste en el ambiente, focabizando la atencion en fa
expresion del gen fdA. Piara esto se utilizaron microcosmos
de un suelo {3 g) provenmente de un pargue del centro de
Santinge. Los tratamientos incluyeren la utilizecion de terra
nativa ¥ de berra esteribizada con ravos gamma. La bacteria
erecida previgmente en fructosa fue inoculada en los
microcosmos de suelos en presencia ¥ ausencia de 2.4-D 2
mM. A los 30 minutos de incubacidn s¢ extrajo el RNA total
y se midieron los niveles de oA mediante RT-PCR. Con
este procedimiento se encontrd expresion efectiva del gen
A en microcosmos de suelo estéril, selo cuando éste
estaba expuesio al herbicida, sugiriendo gue la via
degradativa de esta cepa en suclo esta activa. En suelos
nativas no se ohserva expresion, pero esto puede deberse a
factores que interfieren en la deteccidn del transcrito.
posibilidad que se estd explorando mediante la optimizacion
del procedinmiento de obtencion del RNA desde suelo,

Financiameento: FONDECYT 1030493; FONDAP-CASEB
iproyecto [SO1-0001, pragrama 7). v el Nicleo Milenio
EMBA POLPOOT-F

P204. BACTERIA MARINA SECRETA PROTEINAS
CON ACTIVIDAD ANTIFOULING. (Marine
bacteria secretes proteins with antifouling activity)

Zapata M.!, Castillo V=, Silva F.'. Infante C.!, Wilkens
M2, Riguelme C.!

'Unidad de Microbiolopis Aplicads, Dplo. de Acuicoltura.
Universidad de Antofagasta. Chile. ‘Laboratorio de
Microbiologin Malecular. Dpte. de Biologia. Universidad
de Santiage de Chile.
mzarces@ gmail com

Dehido a la prohibicion del uso de compuestos Grgano
estinnicos en las pinturas antifouling de los buques por
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parte del Parlamente Eurepeo (Reglamento CE n"782/2003)
¥ al uso indiscriminade de sustancias quimicas en las redes
de los sistemas de cultivos acuicolas. se requicre
urgentemente alternativas ambientalmente amigables para
contrarrestar el hiofouling. Se estudie la actividad
antifoeuling secretada por una bacteriz maring Ni-LEM
atsleds en Antofagasta. Sobrenadantes de los cultivos en
medio MY fueron filtrados v se sometieron a distintos
tratamientos para determinar la naturaleza de la actividad
antifouling. La actividad antifouling se determing por la
imhibicion de la formacidn de la pelicula primaria
compuesta por microalgas, que es vital para la colomzaciin
de organismos mayores, Se determind la presencia de
proteinas en las muestras con petencial actividad
antifouling, detectandose la actividad en fracciones con un
tamaie mayor & 3300 Da, Una de las fracciones obtemdas
mediante HPLC - monol) presemtd actividad Frente a las
microalgas Nizsofiia sp. ¥ Amphora sp., indicando gue se
trata de una proteinz con caracteristicas polares. El analisis
de las fracciones activas mediante geles de poliacrilamida
mostrd numerosas bandas de proteinas. Se analizo la
actividad de los eluidos del gel de tres proteinas
principales. resultando dos de ellas inhibitoriss de la
formacion del fouling. Los resoltados muestran que los
productos secretados por esta bacteria son promisorios
candidatos como aditivos antifouling.

Financiamiente: FONDEF DO411251

P205. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION
BIOQUIMICA Y MOLECULAR DE
HETEROTROFOS AEROBICOS ASOCIADOS
A BIOPELICULAS DE PLANTAS NATIVAS
CHILENAS. (Isplation and biochemical and
molecular characterization of acrobic heteratrophic
bacteria associated to biofilms of native chilean
plants}

Sepalveda R.. Abarzia L. Jopia P, Urrutiz H.

Laboratorio de Biopeliculas v Microbiologia Ambiental,
Centro de Biotecnologia. Universidad de Concepcidn,
Concepeion, Chale.
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Las bacterias fitopatogenas forman biopeliculas
bacterzanas con la cual logran una efectiva colonizacion ¥
patogenicidad en sus hospedadores. Algunos de estos
fitopatdgenos son causantes de pérdidas en las areas
agricola v forestal, siendo relevantes los danos provocados
por especies oxidadoras-no fermentadoras como
Pseudomonas syringae. entre otros, Con el fin de conacer
que especies bacterianas componen las comunidades
habitanies del rizhoplan de drbeles v plantas nativas
chilenas, se tomaron muestras desde hojas, raices y suelo
de distintas especies de la octava region, desde las cuales
fueron aisladas diferentes cepas bacterianas en medios ¥
agares de coltivo. 29 de las cepas tecuperadas fueron
caracterizadas mediante la aplicacidn de proebas
broguimicas, medios diferenceales y andlisis molecuolares,
Los resultados obtenidos sefialaron que coatro de [as cepas
corresponden a Psewdomonas svringae, ademis de
encontrar especies pertenecientes a los géneros Erwinie sp..
Xaathomenas sp. ¥ Agrobacterinm sp. Resultd relevante la
utilizacicn de méodos numéricos implementados sobre
imterfaces como MATLAB, considerados una gran
herramienta para la clasificacian de especies.

Financiamiente; Provecto INNOV A BIOBIO 04-B1-321
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P206. ANALISIS PROTEOMICO GLOBAL DEL
PERIPLASMA DE Acidithiobacillus
ferrooxidans, (Global proteomic analysis of
Avidithiobacilluy ferrooxidans’s periplasm)

Valenzuela L.', Chi A=, Hunt D2, Jerez C A

ILaboratorio de Microbiologia Molecular ¥ Biotecnologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile. Santiago,
Chile. “Departamento de Quimica, Universidad de Virginia,
Charlottesville. U.S.A.

lissettevalenzuela@vahoo es

Acidithiobacillus ferrooxidans obtiene energia a partir
de la oxidacién del ion ferroso vy de compuestos
inorganicos  de azufre reducide (CLAR). Este
mictoorganismo es exitosamente utibzadoe en operaciones
de biolixiviacién debido a la capacidad gue posce para
solubilizar los sulfuros metélicos. Con el fin de identificar
nuevos componentes involucrados en el metabolismo de los
CIAR, se realizé un anilisis global de las proteinas
peripldsmicas expresadas en diferentes condiciones de
crecimiento: ion ferroso, azufre elemental v tiosulfato.
mediante protedmica de alta resolucion LCQ-MS.

En total se identificaron 216 proteinas. El treinta v
cuatro por ciento de ellas correspondid a proteinas
desconocidas, 15,7% a proteinas de transporte/union y
lipoproteinas, ¥ 13% fue relacionado a metabolismo
energético. Entre las proteinas expresadas en cultivos con
CIAR, encontramos la tiosulfato azufre transferasa P21,
proteinas de la familia de las tioredoxinas ¥ dos proteinas
del sistema de transporte de molibdato (ModA 1 ¥ ModAZ),
las cudles tienen homologia estructural con proteinas de
unién a sulfato/tzosulfato. El contexte génico alrededor de
algunos de los genes que codifican para estas proteinas
sugiere su participacion en el metabolismo del azufre y
posiblemente en la oxidacion de azufre v formacion de
centros Fe-S.

Financiado por FONDECYT 1030767

P207. FUNCTIONAL ANALYSIS OF THE CHIT!
GENE 5'-FLANKING REGION IN Metarhiziam
anisopliae USING SGPF AS REPORTER
PROTEIN.

Silveira C.P.., Souza T.'. Carvalho L.RM. ', Palma L.".
Crestani J.', Polese M.!, Staats C.', Lubeck 1.'. Zambell
F.C.', YVainstein M_.H.'. Schrank A

"Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Pérto Alegre,
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The filamentous fungus Metarhizium anisoplioe s a
biocontrol agent used to control a variety of insets and
acari that cause important economic losses in agriculture.
The infection process oceurs by mechanical pressure, and
production several cuticle-degrading enzvmes that are
related to pathogenesis, including chitinases. The aim of
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this study is the idemtification of cis-acting elements
essential for the regulation of a M. amisepliae chitinase
gene {chitl gene coding for a 42kDa endochitinase) under
induction/repression conditions. Deletions of the 3' ciirl
gene flanking region were constructed by PCR in order to
localize contralling elements. The green fluorescent protein
ORF (sGFP} was used as a reporter to access the
functiomality af the constructs. A control construct was the
complete 836 bp chitd gene flanking region. The presence
af the GFP was verified by PCR. The expression of the
sGFP. even in the contral construct was not detectable by
fluerescence OM nor by spectrofluorometer. Therefore, to
access the expression of sGFP protein extracts were
prepared from the mycelium, which was grown on glucose
or colloidal chitin, and antiseram anti-sGFP was used 10
detect the protein by Western blot. The antiserum only
recognized a sGFP protein with molecular mass of 27 kDa
in deletion promotor of 432 bp.

Financial support: FAPERGS

P208. FAGO-RESISTENCIA ¥ PATOGENESIS EN
Salmonella enterica SEROVAR ENTERITIDIS.
(Phage-Resistance and Pathogenesis in Salmonella
enterica Serovar Enteritidis)

Santander 1.', Robeson J.2

'Biodesign Institute, Arizona State University. Center for
Infectious Diseases and Vaccinplogy. Tempe. AZ B5I187
USA. ?Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.
Instituto de Biologia. Yalparaiso, Chile,

jrobeson@ucy cl

La fago terapia ¢s una alternativa contra diversos
patGgenos bacterianos. Sin embargo, cepas fago-resistenies
pueden surgir. Estudios en Psewdomoenas muestran que
cepas fago-resistentes pueden ser avirulentas. En este
estudio, reportamos que cepas de §. Enteritidis fago-
resistenies son avirulentas en Caencrhabditis elegans
debido la perdida del O-polisacdrido (O-PS). Cepas de S.
Enteritidis fago-resistentes se aislaron mediante €1 uso de
tres fagos liticos (f2a, fFa vy fI8«). Factores de virulencia
posiblemente relacionados con fago-resistencia, como el
lipopolisacéride, plasmido de virulencia., movilidad ¥
fimbria del tipo I, fueron evaluados, Las cepas de §.
Enteritidis fago-resistentes mostraron un fenotipo similar o
la cepa parental, exceptuando por la perdida del O-PS ¥
auto-aglutinacion, Consecuentemente, las cepas fago-
resistentes presentaron un fenotipe rugoso y avirulencia en
C. elegans. Esto indica que el O-PS es necesario para la
adherencia del los fagos a la superficie bacteriana vy a su
ver necesario para la virulenciz en C. elegans.

Agradecimientos: Este estudio fue financiado por el
proyecte D.ILUCY 122.762.2001. Agradecemos a Roy
Curtiss [T (Arizona State University} por permitir parte del
desarrollo de este estudio en su laboratorio
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P209. ELl. REGULADOR PhoP CONTROLA LA
EXPRESION DE mgtC EN Salmonella enterica
SEROVAR TYPHI (The PhoP regulator controls
the expression of mg!C in §_ enverica serovar Typhi)

Retamal, P.'*, Castro D.'*. Fuentes J.'=, Castillo M.!,
Mora G2

'F. de Ciencias Bicldgicas, P. Universidad Catélica de
Chile. °F. de Ecologia ¥ Recursos Naturales, U, Andrés
Bello, Santiagoe, Chile. *Becarios Conicyt.
pirgtama @ puc .l

Objetivo. En Safmonefla Typhimurium la proteina
MgtC participa en la captura de Mg?* en el ambiente
intracelular ¥ su expresion depende del sistema PhoP-
PhoQ. El ahjetivo de este trabajo es determinar las
condiciones que afectan la expresion de mgeC en 5, Typhi,
v verificar la participacian del sistema PhoP-Pho() en este
proceso.

Metodologia. Se utilizd la cepa S. Twphi STH2370. Las
condiciones de expresion se determiraron por ensayos de
actividad -galactosidasa. Se generd Ia mutante mprC-:FRT
por ¢l métado de intercambio alélico v luego se insertd el
plasmidio pCE36 en la cicatriz FRT dejando el reportero
LacZ bajo el control transcripcional del promotor mgsC. La
mutante pholficam mgCilacd se obtuvo por transduccidn
con fago P22 desde la cepa EGI4589 (5. Typhimurium
phoP:icam) a la receptora mgtCiilac?.

Resultados. La transcripcion de mgrC se induce en tres
de las condiciones evaluadas: 1) escasez de Me™. 2) pH
deido y 3) fase de crecimiento logaritmico tardio y
estacionario. El factor PhoP estd involucrado en la
regulacion de las dos primeras condiciones. no asi en la
altima.

Conclusidn, El regulador PhoP controla la expresidn de
mgiC en 8. Typhi.

Financiamiento: Proyectos: Fondecwt 1060999, UNAB
(404

Agradecimientos: Dra. Claudia Saavedra. Dr. Eduardo
Grosman

P210. RESPUESTA ANTIOXIDANTE DE
Staphyloecoccus aurens FRENTE AL ESTRES
INDUCIDO POR ANTIBIOTICOS,
{Antioxidative response of Staphvlocaccus aureus
apposite oxidative stress induced by antibiotics)

Paez P.L., Becerra M.C.. Albesa [.

Dpto. Farmacia. Facultad de Ciencias Quimicas.
Universidad Nacional de Cérdoba, Ciudad Universitaria.
CP. 3000, Cardoba, Argentina.
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El estrés oxidative constituve una posible causa de
dano bacteriano gencrado por diversas sustancias, A su vez,
las bacterias paseen mecanismos que las protegen contra la
injuriz oxidativa. El objetivo del trabajo fue comparar la
capacidad de defensa de Staphyvlococeas aureus ante la
generacion de estrés axidativo mediado por antibidticos de
usa comercial,
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Se incubaron suspensiones de cepas sensibles (83 v
resistentes (R) de S. aureus con ciprofloxacina (CIP) o
cloranfenicol (CMP} v se determiné la actividad de las
enzimas superixido dismutasa (SOD) v catalasa (CAT) por
espectrofotometria mediante la resccidn de Nitro Blue de
Tetrazolium {(NBT) y la reaccion con dcido acétice y
dicromato de potasio, respectivamente. Para la
determinacion de glutation (GSH) se utilizd el reactivo de
Ellman.

No se detectaron diferencias en la actividad SOD o
CAT entre cepas S v R de §. ewrcus cuando se trataron con
CIP 0 CMP, sin embargo, se observaron variaciones en los
niveles de GSH.

Estos resultados indican gque GSH tiene una funcién
impartante como componente del sistema antioxidante no
enzimitico contra ¢l efecto nocivo generado por
antibidticos en éste género bacteriano,

Financiamiento: SeCyT. CONICET

P211. DESTINACION DE ANTIGENO HIBRIDO A
MEMBRANA EXTERNA DE UNA CEPA
ATENUADA Y EVALUACION DE SU
INMUNOGENICIDAD EN RATONES
DESAFIADOS CON H. pylori. (Duter memhbrane
destination of a hybrid antigen n an attenuated
strain and its immunogenicity in H, pylori
challenged mice)

Olmos M.', Martinez P!, Bruce E.', Bustos P.'. Serrano
C =, Harris P2, Venegas A

'Dpte. Genética Molecular ¥ Microbiologia, Facultad de
Cs. Biologicas, P, Universidad Catélica de Chale, Santiago.
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Helicobacter pyiori coloniza el estémago del 50% de la
poblacidn mundial, causando gastritis cronica. dlcera e
incluse cincer gdstrico. Dado el creciente nimero de cepas
resistentes a antibidticos, fa formulacion de una vacuna es
de gran relevancia. Se ha demostrado que antigenos
expuesios en membrana inducen mayar proteccion. Nuestro
objetivo fue demaostrar inmunogenicidad de una Salmoneila
atenuada gue expresa el gen de Hpaa de &, pyloer, clonado
por PCR ¥ fusionado a un autotransportador que expone la
proteina hibrida en membrana externa. Se comprobié por
digestion con tripsina que la guimera estd expucsta al
exterior. La expresidn es estable incluse después e
eliminar el inductor. Con esta cepa se inoceld ratones via
oral ¥ se midié por ELISA el titulo de anticuerpos después
de desafiar con H. pviori. Se comprobé que los ratones
moculados presentan una respuesta significativamente
mayor que los controles. De estos resultados se concluye
gue la quimera es inmunogénica en ratén y su utilizacidn
como antigeno en ¢l desarrello de una vacuna es
recomendable.

Financiamiento: FONDEF DO2I-1067,
1030894

FONDECYT
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P212. INTERACTION OF ENTEROINVASIVE
Escherichia coll WITH J774 MACROPHAGES:
CELL KINETICS OF CELL DEATH AND
CYTOKINE PRODUCTION.

Juliana Mota Khalil Amhaz’, Patricia Renovato Tabo~,
Carlos Alberte MoreiraFilho'*, Marina Baquerizo
Martinez'

Departamento de Anilises Clinicas e Toxicoldgicas. FCF/

USP. lInterunidades em Biotecnologia, ICB/USP. *1IEP
Alvert Einstein. SP. “Departamento de Imunologia, 1CB/
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Enteroinvasive Fscherichia coli (EIEC). like Shigelia,
invades the colonic mucosa, causing dysentery. In order for
an infectious process occur. an inoculum of 102 Shigelia
cells are needed. in contrast 1o 106 EIEC cells, The
phagocytosis of Shigella by macrophages resident in the
mucosa promotes the liberation of IL-1 and induces the
apoptosis of these macrophages. IL-1 induces the synthesis
of other cytokines that recruit monocytes and neutrophils
which characterizes the inflammatory response, Due (o the
scarcity of studies on the pathogenicity of EIEC. the aim of
this study was 1o evaluate the production of cytokines and
death of 1774 macrophages after infection with EIEC. After
different infection times, nuclear fragmentation was
quantified by flow cytometry. The kinetics of expression of
[L-1. TNF and IL-10 was evaluated by measuring mRNA
synthesis by real time PCR. The infection with EIEC
resulted in an increase in J774 macrophage death and an
activation in the transcription of genes for TNF. IL-1 and
IL-10. In comparison to Shigelia, EIEC presented 1o be less
capable of inducing cell death, however, there were no
significant differences in the expression of genes that were
evaluated when macrophages were infected with Shigella
or EIEC. In spite of the activation of the production af
cyvtokines being similar between both pathogens. the
smaller pathogenicity of EIEC can be partly explained by
its less efficient capability of escaping from the
macrophage and mducing its death.

P213. PREDICCION  BIOINFORMATICA ¥
DISTRIBUCION DE ISLAS GENOMICAS EN
CEPAS CHILENAS DE Brucella abartus.
{Bioinformatic prediction and distribution of
genamic islands in Brucella abortus chilean strains)

Mancilla M., Zirraga A

nstituto de Bioguimica, Universidad Austral de Chile,
Yaldivia, Chile.
marcosmancilla@uwach i

Brucella abortus es un patégeno bacteriano Gram
negativo intracelular facultative, cawsante de brucelosis,
enfermedad zoondtica ¥ endémica que conlleva a aborto ¢
infertilidad en numerosos mamiferos. Con el objetivo de
gstudiar su patogemcidad, llevamos a cabo una prediccion
de islas gendmicas (Gls) en la secuencia anctada del
genoma de B, aborrus 9-941, wtilizanda el programa SIGI-
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COLOMBO acoplade a la herramienta de anotacidn
ARTEMIS, Encontramos varios clusters de genes con
caracteristicas de Gls: desviacidn en %GC v uvso de
codones, presencia de elementos moviles y de repetidos
flangueantes. Aplicando el algoritmo PSI-BLAST.
identificamos funciones putativas para varios ORFs
contenidos en estas Gls, con homdloges presentes cn
putativas Gls de bacterias relacionadas. Algunos de estos
foci han sido recientemente relacionados a sobrevivencia
de la bacteria dentro del hospedero, rasgo relacionado a
virulencia.

Utilizando como estrategia “long range” PCR v RFLP.
determinamos la distribucion de estos loci en un panel de
cepas de campo v de referencia de B, aborius, encontrando
polimorfisma respecto a la presencia de Gls, evidencia que
apoya la hipdtesis bioinformdtica. Una posible relacion de
estos foci con la patogenicidad de B. aborrus, sportard
nuevos antecedentes para dilucidar ¢l mecanismo
imvolucrado.

Financiamiento: Provecto DID S8-2005-17

P214. INDUCCION DEL TRANSPORTE DE 3-
CLOROBENZOATO EN Cupriavidus necator
JMP134. (Induction of 3-chlorobenzoate transpoert
in Cupriavidus necator IMP134)

Ledger T.', Flores-Aceituno F.!, Serrano 1!, Ganzilee B!
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Cupriavidies necaror IMP134 (pJP4) es capaz de crecer
en J-clorobenzoato (3-CB), un modele de compuesto
contaminante del tipo cloroaromdtico, como Gnica fuente
de carbono gracias a la expresion de funciones codificadas
en los genes cromosomales benABCD. v los genes rfd del
plasmidio pJP4. Ya gue 3-CB no difunde a través de la
membrana celular a pH fisioldgico. se investigé la
presencia de un sistema de transporte del compuesto en €.
necator IMP134, Experimentos de incorporacidn celular de
('*C)3-CB demostraron gue existe en esta cepa un
transportador inducible por 3-CB, v por benzoata. su
andlego no clorado. Se demostré mediante RT-PCR en
tiempo real que un gen cromosomal que codifica para una
permeasa con 54% de identidad a un transportador de
benzoato. se induce especificamente en presencia de 2-CB.
Se determiné la expresion del transportador putative y de
los genes benABCD en presencia de distintos derivados del
dcido benzoico y se compard su perfil de induceion con el
perfil de induccién del tramsporte de ("'C)3-CB. Los
resultados obtenidos indican que el sistema de transporte
de 3-CB es inducido por 3-CB v por benzoato, o por un
intermediario de su degradacion. Este es el primer reporte
existente para un transportador de 3-CB,

Este trabajo fue financiado por el proyecto FONDECYT
1030493 ¥ el Nuclea Milenio EMBA PO4/POOT-F



136

P215. A. ferrooxidens: UN AUTOTROFO ESTRICTO
CAPAZ DE UTILIZAR GLUTAMATO
EXOGENO. (A. ferronvidans: an abligate
autotraph that can use exogenous glutamate)

Kriiger E.. Inastroza C., Toledo V., Katz A., Orellana O,

Programa de Biologia Celular v Molecular. 1CBM.
Facultad de Medicina. Universidad de Chile. Santiaga,
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En algunos microorganismos autdtrofos el cicla de
Krebs estd interrumpido por la zusencia de la -
cetoglutarate deshidrogenasa, Los productos de la via son
ce-cetoglutarato ¥ succinato. En presencia de amonio la
glutamato deshidrogenasa (GDH) transforma el -
cetoglutarato en glutamato. Este se transforma en
elutamina por la glutamina sintetasa (GS).

En A ferrooxiduns, los genes del ciclo de Krebs acod,
isod?. sucA v speB estdn en un operon gue contiene ademas
genes para la glutamil-tRNA sintetasa (GluRS) v la
proteina P11,

Se estudid el efecto del glutamato en la proliferacion
de Aferronyidans v la expresion de algunos genes de su
metabolismo. Se observi un aumento de la proliferacian en
medio con glutamate. Resultades de andlisis de la
expresicn por RTPCR de la GDH v la GS sugieren gue la
bacteria utilize el glumamato del medio para la sintesis de
elutaming.

Aferroosidans no puede utilizar glutamina para la
sintesis de proteinas. El Gln-IRNAS s¢ forma por una via
indirecta en que la GIuRS forma Glu-iIRNAS" v [a
amidotransferasa {AdT) lo transforma en Gln-tRNACI,

Se estudio la expresion v actividad de la GIuRS v la
AdT en presencia v ausencia de glutamato. Resultados
preliminares sugieren que en condiciones de escaser de
€ste se favorece su uso para Ja sintesis de proteinas,

Financiamiento: Provectos enlace DI e ICBM. Universidad
de Chile

P216. INTEGRONES DE LA CLASE 1 EN CEPAS
NOSOCOMIALES DE Klebsiella pneumoniae.
{Class 1 integrons in Klebsiella pneumoniae
nosocomials strains}

Guzman M2, Alonsa G2

'Universidad de Oriente. Sucre-Veneruela, “Labaratorio de
Biologia de Plasmidos. Universidad Central de Veneruela,
multzaguz@ canty .net

Objetivo: Caracterizar integrones de la clase | en cepas
de Klebsiella pnenmeaniae,

Metodologia: Se estudiaron 29  aislamientos
nosocomiales de Klebsiclla preumoniae en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald”™ Sucre-
Venezuela. La presencia de integrones clase | se investigd
mediante [a reacciin en cadena de la polimerasa v ¢l tipo
de casete génica por andlisis de secuenciacion,

Resultado: Los mayeres porcentajes de resistencia se
presentaron para el grupo de los fi-lactdmicos v
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aminoglicasidos. 24 cepas de K. presmoniae transfivieron
moléculas plasmidicas con una frecuencia de conjugacian
de 1072 transconjugantesicélula donante. El 34% de las
cepas de K. preamoniae presentaron integrones de la clase
| con tamanos que oscilan entre 750 v 2MMph. Todos los
mtegrones identificados estdn asociados a moléculas
plasmidicas. Los casetes gémicos identificadas en los
mtegrones fueron el aadAl, aadAS. aadB, aoci6” g, que
conlieren resistencia a aminoglicdsidos. el gen dfrAl7 que
confiere resistencia a trimetoprim, ¥ orfD de funcién
desconncida.

Conclusiones: La presencia de integrones clase [ en lus
moléculas plasmidicas representa un factor de riesgo en fa
diseminacidn de los genes de resistencia,

El trabajo fue financiado por Consejo de Desarrollo
Cientifico y Humanistice de la Universidad Central de

Venezucla v el Cansejo de Investigacion de la Universidad
de Oriente

P217. EL GEN ompW DE Salmonella enterica serovar
Typhimurium SE INDUCE EN PRESENCIA DE
METIL VIOLOGENO. (The gene ompit of
Salmonella enrerica serovar Typhimurium is
induced under the presence of methyl viologen)

Gil F2. Muiioz C#, Fumeron R.%, Pacheco N, Bittner MY,
Fuentes D2, Saavedra C®
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Las bacterias Gram [-) estan rodeadas por dos bicapas
lipidicas concéntricas, Ambas poscen proteinas que
facilitan el transporte de nutrientes. productos finales del
metabolismo. sustancias toxicas v 1ones.,

Evidencia gendtica demostré que el producto del gen
amply de 5. Typhimuriom actuaria como un canal de
membrana externa para la expulsion de compuestos de
amonio cuaternario como metil violégeno {MVY, Este
fenémeno ocurriria independientemente de SmvA, bomba
de membrana interna relacionada cor la resistencia a MV
Estos resultados sugirieron la existencia de otra porina,
diferente de OmpD., que funcionaria en conjunto con SmvA
en la expulsion de esta sal 16xica,

Un candidato es el producto del gen ompW de §.
Typhimurium, cuye producto es una porina menor de la
membrana externa. Resultados obtenidos en nuestro
lehorutorio indican que este gen también estaria
invelucrado en resistencia a MV, El objetivo de este
trabajo es demostrar la induccidon del gen ompW en
presencia de MV,

En este trabajo demostramos que el gen ampW se
induce en presencia de MY aproximadamente 2 veces al
reemplazarlo por el reportera lacZ factividad _-
galactosidasa). v tanto ¢l RNA mensajero (RT-PCR} comao
la proteina (Western Blot) aumentan ¢n el tiempao.

FONDECYT N" 1030037, Proyecto UNAB DI, 56-04
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P218. EFECTO DEL pH EN LA EXPRESION DE hivE
(HEMOLISINA} DE S, Typhi. (Effect of pH on
expression of §. Typhi hivE [kemolyvsin])

Fuentes J.A.!. Castro DA, Retamal P!, Castillo M.',
Mora G.C.°

'F. de Cs. Bioldgicas. PUC. Stgo., Chile. °F. de Cs. de la
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Salmenella Typhi es el agente etioldgico de la fiebre
tifoidea en humanos, su dnico hospedero conocido. HIVE,
¢l homdloge (>90%) de la hemolisina/citolisina ClyA
descrita por primera vez en £, coli K12, es el determinante
del fenotipn de hemdlisis observado en la cepa vacuna §.
Typhi T¥21a. Recientemente, nuestro laboratorio describio
la participacidn de HIVE en virulencia mediante ensavos in
wivg ¥y ex vive. Hasta el momente, las sefales ambientales
invelucradas en la expresién de JivE son desconccidas, En
¢l presente trabajo, la expresion de hivE fue evaluada
mediante fusiones fac en tres condicienes de pH (5.0, 70 y
B0 normaimente asociadas a distintas etapas del proceso
infectivo, Este ensava se complementd con la medicién de
la actividad citolitica asociada a HIvE en las mismas
condiciones. Se encontrd que la expresion de AlvE aumenta
en la fase logaritmicn tardiz v en pH 5.0; mientras que
disminuve en la fase logaritmica tempranz ¥ en pH 8.0, Los
datos de expresion se correlacionzn perfectamente con la
actividad citelitica asociada a esta hemolisina. lo guoe
refuerza los resultados. Con estos antecedentes concluimos
que &ivE modula su expresion respondiendo a cambios de
pH del medin externo. lo que padria estar directamente
relacionado con fa funcidn que ejerce esta citolisina en el
pracesa infectivi,

FONDECYT 1060999, UNABO404. 1. F..D.C. v P. R. son
hecarios CONICYT

P219. THE ATRAZINE DEGRADATION PATHWAY
OF Pseudomonas sp. (ADP) IS REGULATED BY
THE CARBON SOURCE AND PHYSIOLOGICAL
SIGNALS.
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The microbial degradation of recalcitrant chemicals
can be modulated to finally coordinate the expression of
the catzbolic pathway with the ecological and physiological
status of the cell. This modulation has been swdied mainly
n pathwavs that involve the use of chemicals as the carbon
source. Nevertheless, this regulatory mechanism has been
less studied in pathways that vse compounds as the
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nitrogen source. This work analvse the regulatory
mechanism over impesed to the atrazine degradation
pathway of Psewdomonas sp. (ADP). The atrazine is a
nitrogen ring herbicide used widely for the weeds control.
The xenchiotic can be vsed as the nitrogen source by @n
important diversity of bacteria. The better-studied
micraorganism is Pseudomonas sp. (ADP) in which the
genetic basis for atrazine degradations has been
established. The catabolic pathway was studied using
resting-cells assavs and locZ ranscriptional fusions for the
atzA and arzd) catabolic genes. Results shows that the
catabolic pathway is regulated by a second mechanism,
different to the nitrogen global regulation, that involves the
carban sources type and physiological signals, Carben
sources as aiginate or citrate induce the expression of
cataholic pathway, whereas succinate produces a repression
of the pathway.

This work is supported by grant Fondecyt 3050052

P220, ANALISIS MOLECULAR Y POBLACIONAL
DE LA RECOMBINACION DEL PLASMIDIO
PIP4 EN Cupriavidus necator. (Molecular and
population analysis of plasmid plP4 recombination
in Cupriavidus necator)
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La bacteria Cupriavidus mecator IMP134 (pIP4) es
capuz de crecer en compuestos cloroaromiticos y muchas
de estas funciones catabdlicas se encuentran codificadas en
¢l plismide plP4. que se eacuentra en aproximadamente
cinco copias por ¢élula. Se ha propuesto que dos copias de
este plismido sufririan una doble recombinacion homaloga
entre repetidos invertidos, generiandose dos formas
recombinantes: pIP4-F3, que tendria dos copias de los
moédulos génicos para la via de degradacidn de catecoles;
los genes ofd, pero ninguna copia del gen (/AL clave ¢n fa
degradacidén de dcidos fenoxialcancicos v pIP4-FM. que
tendria dos copias del gen fdA. pero ninguna coepia de los
modulos génicos rfd.

Se unlizd PCR midhiple para distinguir entre la forma
silvestre de pIP4 v sus dos formas recombinantes putativas
¥ las secuencias de nuevos productos de PCR confirmaron
la dable recombinacidn homdloga. Estudies poblacionales
detectaron una baja frecuencia de formas recombinantes del
plismide en condiciones basales e indicaron gue ¢l
plismido pJP4-FM no es susceptible a presién selectiva.
pero que el plismido pJP4-F3 si o es, ¥ que existe un
cquilibria entre las diferentes formas del plismido pIP4. lo
que jugaria un rol impertante ¢n su plasticidad catabdlica,

Financiamiento: FONDECYT 1030493 v (051112 ¥
Niicleo Milenio EMBA P/04-007-F
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P221. LA ISLA DE PATOGENICIDAD 2 DE
Salmonella enterica (SP13) PARTICIPA EN LA
RESISTENCIA AL ESTRES OXIDATIVO Y EN
LA SUPERVIVENCIA INTRACELULAR, (The
Salmonella Pathogenicity Island 3 (SP13)
contributes 1o oxidative stress resistance and
intracetlular survivalp

Castillo M.!. Retamal P.", Fuentes J.A.", Castro DAY,
Mora G.C.2

'Fac. de Cs. Biolagicas, PUC. “Fac. de Cs. de la Sulud,
UMNAB. Stgo. Chile.
mhceastil@pue el

SPI3 se encuentra presente en la mayoria de los
serovares de Salmonella eaterica analizados, sin embargo
no existen datos sobre su pasible participacidn en
resistenca i estrés oxadativo e invasion.

Objetive: Determinar la contribucion de SPI3 en
procesos de resistenciz a estres oxidative causados por
H,0s ¥ NaNOs> y evaluar el rol en mvasidn y preliferacion
en celulas epiteliales humanas (HEp-2).

Metodelagia: A partir de las cepas silvestres de §.
Typht (STH23700 v §. Typhimurium ¢ 140285) se generaron
las cepas mutantes en SPI3 por la metodologia de
intercambio alélico (Datsenko ¥ Wanner, 2001}, Estas
fueron incubadas cn presencia de H,0Os v NaNO; durante |
¥ 3 horas respectivamente ¥y se evalué supervivencia. Para
evaluar invasion y proliferacidn en HEp-2 se utibizo el
ensavo de proteccidon a gentamicina {(Contreras v cols.
1997).

Resultados: Ambas cepis mutantes presenlaron un
menor indice de resistencia a esteés oxidative, ademds de
problemas en la proliferacion en HEp-2.

Conclusidn; SPI3 contiene genes gue estin
involucrados con resistencia estrés oxidativo producido por
Ha(O v NaNO:., Ademas las cepas mutantes en SPI3
presentan deficiencias en la proliferacién en HEp-2.

Financiamiento: FONDECYT 1060999 v UNAB (M04, (%)
Becarios CONICYT

P222. COLORACION DIFERENCIAL DE
FLUORESCENCIA MODIFICADO PARA LA
DETECCION DE ACIDO NUCLEICO
BACTERIANO. iModilied differential fleorescent
staining for bacterial nucleic acid detection)

‘Flores E.. "Albarado L.

Universidad de Oriente, Nicleo de Sucre. Cumana,
Venczoela.

eveflores@eantv . net

El presente trabajo tuvo como objetivo estandarizar el
método de coloracién diferencial de fluerescencia de Furi
v col., para la deteccion de ARN cromosdmice ¥
citoplasmdtico en Escherichia cofi ATCC 25922 y
Piendomonas spp. aisladas de suelos de coltivos agricelas,
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Se ensayaren tinciones a diferentes concentraciones de
narenja de acriding, asi como solventes para la {luoresceina
de sedio, obteniéndose resultados dptimos a las
copcentruciones de naranja de acridina 0,03% en buffer
acetato pH 40, v de fluoresceina de sedio 0.002% en
buffer acetato pH 4.6, En la observacion microscipica el
citoplasma bacteriano expresd diferentes tonalidades de
tincion verde, amarillo y anaranjado fluorescente v de baja
fluorescencia. La técmica diferencial de fluorescencin
modificada permitid la visualizacion microscépica de
aspectos del citoplasma bacteriano coma material
cromosomice ¥ sintesis de ARN, mediante las varnaciones
de tincidn ¢ intensidades de fluorescencia gue indican
concentraciones determinas de ARN, pudiendo ser
aprovechado parz estudios relacionados al ciclo celular
bacteriano. Concluyendo qgue las diferencias de tincion
ohservadas en las bacterias estudiadas estin asociadas a la
cantidad de ARN citoplasmatico,

Se agradece al Consejo de Investigacién por el
financiamiento de los proyectos CI-2-040102-1283:06 ¥
CE-2-040102- 128406

P223. INCREMENTO DE SUPEROXIDO DISMUTASA
DE Protens mirabilis EN RESPUESTA AL
ESTRES GENERADO POR ANTIBIOTICO.
(Enzymatic increment of superoxide dismutase in
response to oxidative stress of Protews mirabilis)

Aidassa V.' Barnes A, Albesa 1.

Departamento de Farmacia. Facultad de Ciencias
Quimicas. UNC. Cardoba. Argentina,
alassa @ fegame.eduar

Objetivos: Comparar la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ERO) y dxida nitrico {(NO) en .
mirabiiy sensibles (S) y resistentes (R} a Ciprofloxacina
iCip) analizando la repuesta de la enzima superdxida
dismutasa (SOD}.

Metodologia:  Se  determinaron ERO  por
quimicluminiscencia v NO por Griess en dos cepas 5 v dos
cepas R, Mediante espectrofotometria se evalud SOD
intracelutar v extracelular en presencia y ausencia de Cip.

Resultudos: Se observd incremento significativo de
ERO intrecelular frente a Cip en las cepas S, lo gque indujo
aumente de SOD. La actividad 50D fue mas alta con (.8
gue con 0,08 wg/ml. siendo el incremento de la relacidn
SODintra’SODextra mavor con 0,08 peiml. En Las cepas R
no se alterd la produccion de SOD.

Contrariamente ¢l NO aumenté més en P. mirabilis R
que en S, con mavor incremento @ la concentracicn de 0.8
ugi/ml. La relacién ROS/NO basal fue similar en las cepas
S ¥ R mientras que con Cip fue mavor en las cepas S,

Conclusiones: Las cepas S mostraron incremento de la
relacidn SODintra/SODextra derivade del estimulo de ROS
intracelular, mientras que la modificacion de esia relacion
no se abservd en las cepas R, Las cepas R presentaron
mavar produccion de NO.
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P224. E\’:\LUAC!GN DE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA DE Paenibacillus larvae
{Protealytic activity of Paenibacillus larvae)

Schlapp G., Antunez K., Anido M., Zunino P,

Lab, Microbiologia. [IBCE. Montevideo. Uruguay.
geraldin@iibee edu uy

Las proteasas bacterianas son importantes factores de
virnlencia, esenciales para la sobrevivencia y dispersién en
el huésped. En el caso de Paenibacilins larvae, apeate
causal de la Logue Americana. enfermedad de las larvas de
abejas meliferas, se han reportado metaloproteasas
presentamente implicadas en la degradacion de péptidos
antibacterianos ¥ descomposicidn de tejidos larvales. El
ohjetivo de este trabajo consistié en estudiar la produccidn
de enzimas proteoliticas por £, larvae. En primer lugar se
evalué su produccién mediante siembra de P. larvee
(PL44) en medio J-leche, observindose crecimiento con
protedlisis de proteinas Licticas. Luego se realizaron
ensayos para relacionar la actividad proteolitica con el
viclo de vida del patégeno. Para ello se inoculd medio J
con PL44 ¥ a diferentes tiempos se evalud el n* de células
vegetativas v esporas, ¥ la actividad proteolitica mediante
simogramas, Durante la fase de multiplicacian bhacteriana
se dewectd una alta actividad proteolitica que disminuyé al
comenzar la esporulacion. También se realizaron easavos
de inhibicidn en zimogramas, empleando inhibidores de
serin, cistein y metaloproteasas. confirmando que se trata
de metaloproteasas. Por dltimo se estudia el perfil de
metaloproteasas prodocido por aislamientos de diterentes
origenes, encontrandose diferentes perfiles. Resultaria
interesante analizar la relacién entre perfil v origen
geagrifico asi como con sy virulencia.

Financiado por FCE-10159/2004

P225, GENES REQUIRED FOR Salmonelia FITNESS
IN MICE IDENTIFIED BY MICROARRAY
HYBRIDIZATION OF TRANSPOSON-
TAGGED MUTANTS.

Santiviage C.', Ahmer B2, McClelland M.'

'Svdney Kimmel Cancer Center. San Diego, CA. USA,
*The Ohie State University, Columbus. OH. USA.
csantiviago®@ skee org

When a library of (ransposon insertion mutants is
subjected to selection., muotants in genes contributing (o
fitness in that environment are lost from the population,
Changes in the library composition can subsequently be
monitored on a microarray. This strategy was applied o
wentify Salmonella genes required for litness in mice. A
library containing 39 000 mini-Tn3 transposon insertions in
S, Typhimurium 14028s was inoculated (1.p.1 into 6 BALB/
¢ mice. After 2 days rhe mice were sacrificed and the
bacteria colonizing the spleen were recovered. The DNA
adjacent to each insertion in inpul and cutput samples was
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selectively amplified, labeled and hybridized to an array of
Salmonellu genes. The hybridization data showed that
mutants in about 206 ol all Typhimurium genes were
significantly reduced in the population colonizing the
spleen. Almast every gene known to coatribute in systemic
(e.g. SPI-2) and enteric (e.g. SPI-1} infection was
associated with fitness in owr assay. Mutants in genes
required for systemic infection showed the most dramatic
fitness phenotype. A novel role in mouse infection was
detected for the secreted effectors AvrA, GogB, OrzeC,
PipB-1, SifB, SipA. SopB, SspH-2. SteB. and SteC.
Finally, & requirement for fitness was ohserved for many
hypothetical virulence genes. including those in SPI-6 and
the Gifsv-2 phage. and genes related to o-di-GMP
metabolism.

Supported by NIH granis RO1 AIO34829. RO1 AIS2237.
R21 AIOST733 and RO AINS0002

P226. CARACTERIZACION DEL SISTEMA
PRODPUCTOR DEL PEPTIDO
ANTIBACTERIANO MICROCINA 24,

iCharacterization of the antibacterial peptide
microcin 24 system)

Corsini G.. Ferndndez F.

Labaratorio de Bacteriologia Malecular. Facultad de
Ciencias de la Salud, Universidad Diegoe Portales, Santiago.
Chile.

gino.corsini@ prof.udp.cl

Las microcinas son un grupo de bacteriocinas de bajo
pese malecular {inferior a 10 kDa} prodocidas
principalmente por bacterias entéricas. que presentian
actividad bacteriostitica o bactericida sobre especies
estrechamente relacionadas con aguellas que las producen.

Lu microcina 24 es una bacteriocina producida por [a
cepa uropatogénica E, coli 2424, Los determinantes
genéticos para sintesis de fa microcina 24 estdn contenidos
en un fragmento de DNA de 525 kb que poses 5 ORFs
(mdbd, mifl, mafS. mefA v mifB).

Empleando diferentes medios de cultivo, se determing
las condiciones dptimas de cultivo para la produccion de
microcing 24, Usando ensayos sobre un césped indicador se
determind que la microcing 24 comienza a producirse
cuando la bacteria esta en fase exponencial de crecimiento.
Mediante procedimiento cromatogrifico con una columna
hidrofdbica C18 (Sed-PackC ) se purifice la microcina 24
v s determiné mediante geles de poliacrilamida que su M,
¢s aproximadamente 7000, Por mutagénesis con ¢l
transposon TnS se determind que el wfS codifica para la
microcing 24 v gque mifA v mB esun implicados en la
exportacion de esta microcina. Mediante experimentos de
RT-PCR se determind que mifl v mifS se transcriben juntos
en un mRNA bicistronico y que s¢ expresa tanio en fase
exponencial come estacionaria de crecimiento.

UDP-VRA Proyvecto Semilla CG13.03 25003
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P227. PREDICCION DEL EFECTO DEL ESTADO
FEBRIL SOBRE LA ESTRUCTURA
SECUNDARIA DEL RNA DEL VIRUS JUNIN.
{Prediction of censequences af the febrile status on
the RNA secondary structure of the Junin Virus}

Gutson D.", March A.!. Combina M_!, Rabinovich D.!2

'FuDePAN, Cdrdoba, Argentina. “Departamento
Microbiologia, Facuitad de Medicina - UBA. Bs. As..
Argentina.

daniel gutson @ fudepan.org.ar

Se ha cbservado una acumulacidn de nucleoproteinas
durante la persistencia del virus Junin,

En este trabajo se analiza la estructura secundaria del
RNA en térmimnos de la temperatura, ¥ sus posibles efectos
sohre la sintesis de proteinas.

El estudio comprende la prediccidn de estructura
secundaria (ES}) del RNA en funcian de la temperatura (T).
evalvando AG ¥ cantidad de nocledtidos apareados (Nt 0.
tanto para RNA gendmico (RNA.) como antigendmico
(RNA,) de los segmentos L y S. Para esto se utilizd <l
programa MFOLD v utilitarios desarrollados ad-toc.
evaluando las temperaturas entre 33'C v 42°C.

En todas las prediceiones de ES se observa la unidn de
los extremos, aumento del AG{T) ¥ dismuinucion de Nt (T},
tanto parié RNA_ como RNA,,.

También se obseeva que al aumentar la temperatura. ¢l
RMNAg presenta un mavar des-aparcamiento en la zona
intereénica gue el presentado por el RNA ., por lo tanto la
proporciin RNARNA, serfa mayor en el estado febril, y
en consecuencia mediaria un aumento en la sintesis de
glicoproteina sobre la de nucleoproteina, Estos resultados
tendrian importancia en la comprensicn de la clinica v la
persistencia en el roedor.

Asimismo, queda manifiesta la necesidad de considerar
las variaciones de T incluyendo el estado febril. en la
regulacidn de la trascripeion viral.

P228. LOS GENES DE LAS PORINAS HopA, HopV Y
HopE DE H. pylori ESTAN SUB-
REPRESENTADOS EN CEPAS CHILENAS Y
SOLO ALGUNAS CEPAS EXPRESAN LAS
CORRESPONDIENTES PORINAS., (The
Helicobacter pylori HopA, HopV and HopE porm
genes are underrepresented in Chilean strams and
only few strains express the corresponding porins)

Lienlaf M., Diaz M.I.. Vencgas A

Depto. Genética Molecular v Microbiologia, Facultad de
Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catabica. Santiago,
Chile.

midiaz® poc.cl

H. pylori es una bacteria patdgena ampliamente
distribuida en 11 poblacion humana. responsable de gastritis
cronica. Gleeras v cdncer gistrico. Las porinas represenian
la puerta de entrada para nutrientes v ciertos antibidticos en
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estas v otras bacterias. Estas proteinas, como frente de
chogue. pueden ser buenos immundgenos a otilizar en el
diseio de una vacuna, En este contexto nos hemos
enfocado en caracterizar fa distribucion los genes fopd,
kopV¥ ¥ hopE en cepas chilenas para definic la
representatividad de sus productos para utilizarlos como
antigenos en una vacuna. Previos estudios nuestros
mediante PCR han sugerido que los genes hopE ¥ hopV
estaban presentes en cepas chilena pero solo algunos se
expresaban. Al extender este andlisis, incluvendo hopA, en
un grupo de 84 cepas representativas de distintas regiones
del pais. se encontrd que fropA, estd sub-representado
respecto a los otros genes ¥y hopV es detectado mads
frecuentemente gque hopf bajo nuestras condiciones de
ensayo. Si se considera la expresion de los genes medida
por Western blet la presencia es win menor. La falta de
amplia distribucion de estas porinas en las cepas chilenas
de H, pylori limita su vso ¢n una vacuna.

Financiamiento: FONDECYT 1030894

P229, EXISTENCIA DE UN FENOTIPO KILLER EN
Xanthophyllomyces dendrorhous. (Existence of a
killer phenotype in Xanthophvllomvees dendorkous)

Baeza M.. Flores O, Sanhueza M., Cifuentes V.

Depta. de Ciencias Ecoldgicas, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile. Santiago, Chile.
mbaeza@uchile.cl

En varias cepas de la levadura carotenogénica X.
dendrorviiowns se ha demostrado la presencia de moléculas de
RNA de doble hebra (dsRNAY dsRNAs encapsuladas en
particulas tipe virus (VLPs). pero su funcidn es aiin
mcierta, existiendo al respecto resultados contradictorios,
En 8. cerevisiae se ha asociadp [y presencia de ¢stos
elementos genéticos a la produccidn de toxinas (fenotipo
killer) con la capacidad de matur a levaduras sensibles. En
el presente trabajo se evalud esta posibilidad en cepas de X,
dendororfions, utilizando como células sensibles cepas
pertenecientes a tres géneros de levaduras v bajo diversas
condiciones de pH (4.6 a 5.6 v temperatora (153"C a 22°C),
En estes estudios se observd la existencia de un fenotipo
killer contra Rhedotorela sloffice . con una mayor actividad
@ pH 4.6 ¥ 15°C. Esta actividad se observé en
sobrenadantes libres de células v el andlisis de extractos
prateices mediante PAGE-SDS, nos permite coacluir gue la
actividad se debe a un factor proteico yue es exportado,
Ademas, se determind que la actividad killer es producida
solo durante la fase exponencial de crecimiento de la
levadura. Para asociar la actividad Killer con la presencin
de dsRNA. se realizaron experimentos de curacién con
anisomicing (inhibidor de peptidil transferasas) v hasta
momento hemos obtenido 4 clones que han perdide el
fenotipo killer.

Proyecto DI I-04/08-02 v Fondecyt 1040450
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P230. Trypanosoma eruzi MODULA LA
MADURACION DE CELULAS DENDRITICAS
IN VITRO. (Trypanosoma cruzi modulates DC
maturation in Vitro)

Poncini C.'*, Alba Sota C.'". Salana M.E.!. Gonzilez
Cappa §.'*"

'Die. Microbiologia, Fac, Medicina, UBA, Buenos Aires,
Argentina.
caropren@ hotmail .com

Previamente caracterizamos el efecto de la infeccidn
muring con tripomastigotes (Tp) de la cepa virulenta RA
sobre las CPA. Ahora intentamos determinar si las
alteraciones observadas son causadas por el parisito per se.
Para ello, cultives enriguecidos en células dendriticas (CDy
obtenidas de médula dsea se estimularon con Tp de RA v/o
LPS.

Los Tp infectaron las CD sin inducir apoptosis.
Asimismo, se¢ analizd la expresidn de moléculas de
superficie por citometria de flujo. El LPS mcrementd [a
intensidad de fluorescencia mediana (IFM) del MHCII
(p<01.05) pero no los Tp o Tp+LPS. El porcentaje (%) de
células que expresan MHCII no mostrd diferencias tras el
estimulo con Tp respecto del control. pero si frente a LPS
{C: 20.9:10; Tp: 27.3=13; LPS: 38.127%. LP5+Tp:
44 4215 4%; *p<0.05).

Los Tp no incrementaren la [FM basal de CDA0. CD3D
v CD86, como si se observd con LPS o con ambos
estimulps (p<0.03). El % de células que expresan estos
marcadores aumenté en presencia de LPS. Solo ¢n el caso
del CDB6, ¢l tratamuento con Tp también incrementd este
% (p<0LOS).

Los Tp no aumentaron la secrecidn de IL-10 respecto
del ¢ontrol. como si lo hizo LPS (p<t.05). El tratamiento
de LPS4+Tp indujo un efecto sinérgico en la liberacidn de fa
citoguina comparado con ¢l efecto individual (Tp: p<0AKI1.
LPS: p<D08),

Se concluve que los Tp de RA son malos inductores de
Ia maduracion de las CD in vitro.

**nvestigador *becario CONICET

P231. SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS
DE CEPAS DE E. coli AISLADAS DE
INFECCIONES URINARIAS CANINAS
(ESTUDIO PRELIMINAR). (Sesceptibility of E.
celi isolated of canine urimary infections
(prelimimary study))

Abate S.'. Carloni G.'. Colusi A2

'Fac. Cs. Veterinarias UBA - Cdad. Bs. As Argentina,
Bedson SA. La lonja Pilar Argentina,
sabate @ fvet.ubs.ar

El abjetivo de este trabajo es evaluar lz sensibilidad de
E. coli aisladas de infecciones urinarias ¢aninas {IU] a Jos
antimicrobianos mds utilizados, Se realizaron 71
aislamientos bacterianos de [U, siendo 46 correspandientes
a E. coli. Se identificaron segun ¢l Manual Bergey's y se¢
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realizod la sensibilidad a diferentes antibictices por el
méteda de difusion en agar segin Baver v Kirby. utilizando
sensidiscos ¥ asumiendo los puntos de corte sugeridos en ¢l
documento M-100 S13 (vol. 23 N° | 2005) NCCLS. EL
2391% de las cepas fueron resistentes & 3 o mids
antimicrebianos, siendo la resistencia observada a
gentamicina 15.5%; ciprofloxacina 31%: ampicilina 244
trimetosulfa 26%; cloramfenicol |1%: nitrefurantoina
4.5%; estreptomicina 11% y fosfomicina 0%. La
proporeian de E. coli multirresistentes es elevada (24%),
debiéndose tomar precauciones terapéuticas. La
ciprofloxacing fue la droga gue con mayor resistencia. v
dada su masiva difusién para tratamientos empiricos, se
desaconseja su uso sin cultivo y antibiograma. La
fosfomicina demostrd ser la droga con menor resistencia.
de wcwerdo con estudios realizades utilizando cepas de
origen humano. Si bien se requiere profundizar estudios
farmacocinéticos v dindmicos de fosfomicina en animales.
nuestros resultados constituyen un aporte valioso en la
blisgueda de alternativas terapéuticas para el tratamiento de
IU producidas por microorganismos resistentes.

P232, COMPONENTES DE LA BACTERIOFLORA DE
Alphitobius diaperinus COMO CONTROLADORES
DE Salmonella enterica SEROVAR ENTERITIDIS.
{Components of the bacterioflora of Alphitobius
diaperinuy as controlers of Salmonella enferica serovar
Enteritidis)

Gonzdlez A.. Retamales ., Robeson ]

Institute de Biologia, Pontificia Universidad Catélica de
Yalparaiso. Valparaiso, Chile.
Jjrobeson@ucv.cl

Alphirobins diaperinus es plaga avicola en nuestro pais
v constituye un ambiente aplo para interacciones entre su
bacterioflora ¥ Salmonella enteritidis (SE). Usando la cepa
SE PT4 Rif " Mal® se abservd inicialmente. que ésta
experimenta un descenso marcado, elimindndose del
insecto a los 5 dias post-infeccidn. Esto puede ser
explicade en parte. por una accidn antagonica de [a
bacterioflora de A. diaperinus. Para poner a prueba esta
idea se realizaron experimentos de exclusion competitiva
entre una cepa de Proreus sp. (Riff) v SE PT4 Nal®,
encontrindose que Protens suprime ¢l desplazamiento de
SE en placa sobre todo en condiciones nutricionales
disminuidas. Por otra parte se verificd el traspaso de
plasmidos hacia la bacterioflora del coledptera, SE 13076
Dap- ! pUCV2 (Km/Cm} ne transmite ¢l plasmidio, en
contraste con un control E.celi Dap- /| pUCV2 gue
transmite a un 25% de los potenciales receptores.

En conclusién, existe una interaccién antagdnica entre
la bacrerioflora nativa del insecto con SE PT4 ¥ no existe
traspaso de genes de resistencia. Esto hace pemsar In
bacterioflora de A, digperinus seria un importante factor
para disminuir el establecimiento de SE en la industria
avicala.

Financiamiento: Direccién de Investigacién. Ponrtificia
Universidad Catdlica de Valparaiso
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P233. DOSE-EFFECT RELATIONSHIP OF
QUININE-LOADED NANOCAPSULES IN
MALARIA INFECTED RATS.

Haas S.E.!, Oliveira L.K.2 Bettoni C.C2. Silva C.E.
Aradjo, B.Y.', Guterres S.5. Dalla Costa T

UFRGS - Programa de Pas-Gradoagio em Ciéncias

Farmacéuticas. "UFRGS
Alegre, Brazril.
byaraujo®@ vihoo.com

- Faculdade de Farmiciz. Parto

Objectives: The aim of this work was 1o evaluate
quinine (QN) nanocapsules [NC) efficacy in vive.
Methodology: Protocol approved by UFRGS Ethics in
Research Committee (# 2MI5477). Five weeks old male
Wistar rats were intravenously inoculated with 10¥
Plasmodium bHerghei parasitized erythrocytes to develop
malaria. Eight groups (n = Tigroup) were treated by iv.
route. §/8 h on the 7 o 9" days post-inoculation: QN-NC
10, 20 and 25 mgrkg. free drug 10, 25 and 35 mg'kg and
negative control groups: without treatment and treated with
unloaded-NC. Parasitemia and survival rates were
eviluated up to 30 days. Results: QN-NC were prepared by
nanaprecipitation and showed high encapsulation
efficiency (99%). Both negative control groups and QN
free 10 mg'kg died between 15-17 davs post-inoculation,
The QN-NC 10 mg'kq increased survival by 28.5% and 20
mgfkg. by 85.7%. It was observed 1004 survival with 25
mg/ke dose {cure in 8-10 davs after treatment). With the
same dose, free drog showed only 40% survival. Diflerent
of QN free effective dose (35 mg'kg, cure in 8-10 davs
after treatment), the reduction of parasitemia with QN-NC
25 mgikg started on the first treatment dav. Conclusion:
Nanoencapsulation of QN reduced the effective drug dose
in 30%. from 35 to 25 mg'ke. and increased the survival
rate in 60% (25 mgikz QN freel.

Supported by: CAPES, CNPg

P234. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE
RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN E.
coli AISLADAS DE AVES Y CERDOS.
{Molecular Epidemiology of Resistance ta
Antimicrobial in E. coli isolaied from Poulire and
Swine}

Lapierre L., Lean L., San Martin B*, Toro C.S.
'Programa de Microbialogia. ICBM . Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. “Laboratorio de Farmacologia.
Facultad de Cs. Veterinarias, Universidad de Chile.
lililapierre @ gmail.com

Objetive: Caracterizar el patron de resistencia a
anumicrobianos ¥ determinantes gendéticos en cepas de E.
coli de aves y cerdos. Métodos: Se midié la concentracidn
minima inhibitoria (CIM) de tetracicling, estreplomicing,
trimetoprim. dcido nalidixico v ciprofloxacino en 85 cepas
de E. coll aisladas de aves ¥ 93 de cerdos. Se detectd por
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PCR los genes de resistencia ievA, rerB. aadl, dkfria,
divfrlll dirVIT. ¥ los genes asociados a Integrones intl ¢
int2. Mediante PCR-RFLP se detectd la presencia de
mutaciones en gyrd. Resultados: Resistencia a tetraciclina
un T8 ¥ T, a estreptomicing 36 y 77%. tnmetoprim 7 ¥
134, dcido nalidixico 41 y 27% y. ciprofloxacine 19 y 9%
27Ty 2% presentaron gen rerA, 27 ¥ 85% rerB. 72 v 88%
aadl, 33 v 30% dhfrfo, en fas cepas de aves v cerdos.
respectivamente. Se detectd mutaciones en gyrd en el
1004 de las cepas resistentes a guinolenas en el codon 81,
83, 87 v ¢n ambos 83 y 87. Un 12 v 52% presentaron inrf v
un 8 y 29% inr2 en aves y cerdos respectivamente.
Conclusiones: Existe un patron de resistencia a
antimicrobianos y portacidn de genes asociadoes diferente
entre las cepas de E. coli aisladas de aves y cerdos,
posiblemente debido ul manejo diferencial de antibidticos
en ambas producciones.,

FONDECYT 1030857 Y 1040539

P235. RESISTENCIA A TETRACICLINA Y
FENICOLES EN BACILOS GRAM
NEGATIVOS AISLADOS DE PISCICULTURAS
DE LA VIII Y X REGION DE CHILE.
(Resistance ta phenicols and rerracveline in Gram
negative bacilli 1solated from freshwater salmon
farms from 8" and 10 region of Chile)

Lépez Y.!. Miranda C.?, Ferndndez C.!, Fuentes 0.', Bello
H.'. Dominguez M.', Gonzilez G.!

'Depto. Microbiologia. Fae. Ciencias Bioldgicas, U. de
Cancepeidn. Concepeitn, “Depte. Acuicultury, U. Catélica
del Norte. Coguimba. Chile.

viopez@udec.cl

En este trabajo se determing la frecuencia de cepas de
pacilos Gram negativos (BGN} resistentes a tetraciclina
(TET). cloranfenicol {CLF) ¥ florfenical (FLO) asociadas a
piscicultura. Se incluyd 160 cepas de BGN aisladas de
muestras de sedimento, agallas. intestina v mucus de
alevines. Se determind el perfil de resistencia a diversos
antibacterianos ¥ el nivel de resistencia a TET, CLF v FLO,
de acuerdo al NCCLS (2002). La mayoria de las cepas
presento resistencia a los antibacterianos ensayados ¥
91.5% de ellas exhibio resistencia a 3 0 mis compuestos.
El principal patrén de resistencia incluyd FLO. CLF,
ampiciling. dcido oxelinico, flumegquina ¥ sulfametoxazol!
trimetoprim (18%). En las cepas de bacilos Gram negativos
no fermentadores productores de oxidasa, se observa
clevados niveles de resistencia a los tres anlibaclerianos
estudiados, con una media geométrica de la CMI de 238
ug/ml para TET, 228 pe/ml para CLF v 314 pgiml para
FLO. Se concluye que entre las cepas de BGN asociados a
pisciculturas del sur de Chile Ia resistencia a fenicoles v
TET es frecuente y las cepas exhiben elevado nivel de
resistenciz a estos compuestos.

Financio FONDECYT 1080924 & INNOVAO3-B1-205L1
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P236. GENOTIPIFICACION DE CEPAS CHILENAS
DE Brucella abortus. (Genotipyng of Brucella
abertus Chilean strains)

Mancilla M.'. Villarroet M.2, Saldias M., Soto 1.2, Zarraga
A_E

Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile, *Servicio
Agricola ¥ Gunadera,
marcosmancilla@uach.cl

La brucelosis bovina es una enfermedad infecciosa
zoonotica, causada por Brucella abortws, manifestindose
en zbortos ¥ disminucion en la fertilidad, lo que conlleva a
pérdidas econdmicas mmportantes, Con ¢l propdsito de
explorar la diversidad genética de las cepas B. aborrs
circufanies en nuestro pais. se realizd RFLP-fingerprinting
IS7i1 a un panel de 46 aislados de campo. recolectados
entre los afos [997-20035, provenientes de 5 regiones v 16
localidades geogrificamente distintas y aisladas de leche o
restos fetales, Todos los aislados fueron caracterizados por
métados convencionales como hiovar 1. El clustering
realizadoe con el programa Gelcompar, utilizando el método
UPGMA, permitia definir 4 grupos distintos, El 875 de los
aislados presentaron un perfil similar a la cepa de
referencia biovar |, ampliamente distribuido a nivel
nacional, En tanto, un 8,7% presentaron un perfil idéntico
al de la cepa vacuna RBS1, correspondiendo sélo a aislados
de resios ferales, Curiosamente, encontramos 2 mslados
recientes gue presentaron una secuencia de insercion [ST11
adicional, localizada en fragmentos de restriccion
diferentes, constituvendo cepas dnicas no reportadas. Este
hallazge se contrapone a la idea de limitada diversidad
penética gue presenta este género ¥ sugiere subgrupos
adicionales a los ya descritos dentro de un mismao biovar.

Financiamiento: Provectos DID S-2005-17 ¥ FONDEF
Daziiind

P237. RESISTENCIA A QUINOLONAS Y OTROS
ANTIBACTERIANOS EN CEPAS DE
Enterococcus spp. Y Escherichia coli AISLADAS DE
FECAS DE MASCOTAS TRATADAS Y NO
TRATADAS CON ENROFLOXACINA. {Resistance
te guinelones and other antibacterials among strains of
Emerococens spp. and E. cofi isolated from pets feces
with and without enrofloxacin therapy

Moreno A, Guggiana D2, Dominguez M.!. Bello H.',
Gonzilez G

‘Depto. Microbiologia, *Alumno de Bioingenieria. Fac. Cs.
Binlogicas. U. de Concepeidn. Concepeidn. Chile.
amaorenos @ udec cl

El ohjetivo de este trabajo fue comparar la frecuencia
de cepas de Enterococcus spp. v E. coli resistentes a
quincionas v a otros antibidticos. aisladas de mascotas
tratadas ¥ no tratadas con encofloxacing, Se trabajé con dos
grupos de mascotas, 15 sin tratamiento antibiotico y 15 que

143

estaban en terapia con enrofloxacina. A partir de heces. se
realizt recuento de cepas resistentes a enrofloxacing.
ciprofloxacina, levofloxacina, tetraciclina, cefalotina.
gentamicing v sulfametoxazol-trimetoprim. Mediante
difusifin en agar, se investigo el perfil de resistencia en las
cepas resistentes. El andlisis estadistico mostré diferencia
significativa entre los recuentos de bacterias resistentes de
amhos grupos. Se selecciond 81 cepas resistentes a
enroflexzcina en el grupo de animales tratados, de las
cuales 39% fue resistente a4 mis de 7 amtibidticos. En
cambio, en ¢l grupo control se aislaron 22 cepus resistentes
a enrofioxacina y solo | cepa fue resistente a ¥ antibidticos.
Se concluyve que el uso de enrofloxacina puede seleccionar
resistencia a éste y otros antibacterianos,

Financié FONDECYT 1040482, Agradecemos a MEVEPA
VI Region y Prof. de Estadistica Urcecino Gonzélez

P238. ANALISIS DE LA COMUNIDAD
BACTERIANA PRESENTE EN EL INTESTINO
DE TRUCHA ARCOIRIS (Oncorfiynchus
mykiss). (Analvsis of bacterial community in
intestine of rainbow trout {Oncarfyvnehns mykisyt)

Navarrete P.'. Mardones P.2, Riveros M.'. Opazo R.',
Romero J.!

"Laboratorio Biotecnologia, INTA. Universidad de Chile.
“Programa Doctorade en Biotecnologia, Universidad de
Santiago. Santiago, Chile.

pnavarre @ mga.cl

El estudio de la microbiota intestinal de peces ha sido
cominmente realizado mediante cultive, Sin embargo,
estos métodos. generalmente muestran una vision
meompleta de la diversidad bacteriana presente. En este
estudio, se utilizd un método molecular basado en la
amplificacién del gen 168 rDNA. La comunidad bacteriana
presente ¢n el intestino de trucha arcoiris fue estudiada
mediante amplificacién de la regién variable V3 del 165
rDNA vy posterior separaciém de los amplicones por
electroforesis en gradiente de temperatura (TTGE) La
amplificacién se realizd a partir del ADN extraido
directamente del contenido intestinal de 32 truches
juveniles provenientes de 4 estangues de experimentacion.,
Los perfiles TTGE obtenidos fueron simples ¥ muy
similares en las diferentes muestras analizadas, presentando
varias bandas en comin. Las bandas comunes en el gel
fueron cortadas. elufdas v reamplificadas para su
secuenciacion. La identificacion reveld gue la comunidad
bacteriana ea truchas fue dominada por el género
Chirpbacter, correspondiendo la banda mds intensa a
Chirobacier gillenii (100% identidad). Los resultadas
sugieren que fa comunidad bacteriana dominante de truchas
presenta una estructura simple y comin en los diferentes
individuos analizados.

Beca CONICYT P. Navarrete
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P139. SEROLOGICAL AND MICROBIOLOGICAL
ESTIMATION OF Salmonelle PREVALENCE
IN POULTRY IN URUGUAY,

Pereira M.. Betancor L., Giossa G.. Flores K., Barrios P.,
Martinez A., Sirok A., Vignoli R.. Cordeiro N., Algorla G .,
Chabalgorty LA, Schelotto F.

Institute de Higiene, Facuitad de Medicing, Universidad de
la Repiblica. Uruguay.

For the last two decades Salmenella emperica serovar
Enteritidis has been the main serovar associated with
Salmonella-originated food borne disease worldwide.
Poultry-derived products are considered a major sonrce of
human infection.

We report here the results of a 2-years survey in
Uruguay that mcluded the analvsis of sera from 3751 birds
134 flocks) and 12400 eggs (21 pooliry farmsi,

Presumptive serelogical evidence of mfection wis
found in 24.4% of sera analyzed by any of two different
screening metheds: LPS-Elisa and agglutination shide test.
Sera showing positive results by one or hoth tests were also
evaluated with a flagella-based Elisz. With this method,
360 sera yielded confirmed reselts, corresponding th a
prevalence of S, Enteritidis in 6.3% ot birds.

Sulmonefle were recovered from 58 of 620 egg pools
analyzed. lsolates comprised 8 5. Enteritidis, 41 5. Derby
and 9 8. Gallinarum sirains, showing that at least 171500, 1/
300 and 171377 eggs were contaminated with 8, Enteritidis,
5. Derby and S, Gallinarum respectively. RAPD-PCR
typing results show high genetic homogeneity among
Enteritidis and Derby isolates. Despite its hagh prevalence
in eggs. §. Derby has not been isolated from humans for the
last decade in Urvgpay. §. Derby isolated strains do not
possess sopE and spy virulence genes (as evaluated by
PCR) what could be related with its different
epidemiological behaviar,

This werk has been founded by INIA and CSIC, Ursguay

P240. DEFICIENTE CALIDAD MICROBIOLOGICA
DE LOS QUESOS DE CABRA ARTESANALES
DE LA IV REGION. (Deficient microbiolagic
guality in unpastevrized gout cheeses from the IV
Region}

Figueroa A.. Troncosa M., Rivas P., Adrniazola P..
Figueroa G.

Laboratorio de Microbiologin, INTA. Universidad Jde
Chile, Suntiage, Chile.
afigueroa@inta.cl

Introduccidn: Los gquesos artesanales de cabra se
producen principalmente en la IV Regidn (80% ), y son una
importante fuente del ingreso familiar de sus habitantes.
Los ingresos son magros por la contaminacion con
patégenns. que inhibe la demanda, Objetiva: Determinar la
calidad microbinldgica de leche v quesos producidos por
peguedas productores de la IV Region, Métndos: Se
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analizaron 100 muestras: 37 de leche, 30 de gqueso fresco
(15 dias) y 33 de quesa maduro (30 dias). Las mueslras se
transportaren refrigeradas (4°C) al Laboratorio de
Microbiolegia del INTA, donde se determing la preseacia
de 5. awrcuy ¥ Safmenella. junto con RAM ¥ recuento de
Enterobacteriaceas, Resultados: Loy resultados de la leche
mastriron que %36, {25%) tenia un RAM superier a 10° grf
ml (rechazo RSA), Para queso fresco, resultd que 3729
(10% ) wvo recuentos de 8. awrews superiores a 107 gr/ml
{rechazo RSAL ¥ 26/29 (90%) sobrepasd los 107 griml de
Enterobucteriaceas irechaze RSA), Para queso madure. 6/
29 (21% ) superd Jos limites de S, aarens ¥ un 76% (25/33)
los de Enterobacterias Conclusienes: La presencia de baja
contaminacion ea la leche de cabra v el incrementoe de ¢lla
en los quesos, conflirma el no cumplimiento Jde las Buenas
Practicas Agricolas ¥ de Manufactura v Himita su acceso a
los mercados formales de comercializacion.

Financiamiento: Provecto FIA-PI-C-2004- | -P-(:44)

P241. EYOLUCION DE MICROBIOTA LACTICA
DURANTE LA MADURACION DE QUESO DE
CABRA ARTESANAL. (Evolution of microbial
papulations during goat cheese ripening)

Rivas P.', Troncosa M., Faindez G.?, Figueroa A,
Morales M E.", Figueroa G,

'Lab. Microbiclogia, INTA, U. de Chile, ?
Baiotecnologia, UTEM, Santiago de Chile.
privas@inta.cl

Lab,

Los quesas de cabra artesanales de la IV Region son de
buena calidad organaléptica, pero de baja calidad
microhiotdgica debido al empleo de leche no pasteurizada,
Ohjetive: Identificar v coantificar la microbiota dcido-
lictica en la maduracian de quesos de ¢abra elaborades por
PYMES de la IV Regidn. Métndoas: Se analizaron 7 quesos
de cabra artesamnal a los 13 ¥ 30 diss de maduracién. Se
aisld e identificé mediante pruehas bioguimicas:
Lactebacilinsg mesofilos v termdélilos, Streprocovcus,
Enterococcuy, Lactococens ¥ Leuconosioe. Se cuantificd
mediznte recuento en placa en medios selectivos v
especificos para cada género, Les recuentos se expresaron
como la mediana (UFC/gr). Resulindos: Lacrobaciflug
mesofilos, Lepconostor v Enferpcoccus mostraron
recuentos altos (109~ 107 UFC/gr) v constantes durante todo
el periode de maduracion. Lacrobaciiug termalilos en
cambio mostraron una caida brosca en los recuentos. de 20
% ¥ con 15 dias, a 10° UFC/er a los 30 dias. En cambia,
cepas de Strepfococcus teviernn un aumento significativa
en sus recuentos, desde 10° UFCrgr a 40 x 10 UFCrar hacia
el final del periodo de maduracidén. Corclusian: Se dispone
de la microbiota lictica asociada a la maduracidn del queso
de cabra en la IV Regidn, fermentos que podrian servir
para elaborar un producto regional e inocuo preparado con
leche de cabra pasteurizada.

Financiade por Proyecto FIA-PI-C 2004-1
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P242. ESTERILIZACION DE SUPLEMENTOS
NUTRICIONALES MEDIANTE EL USO DE
RADIACIONES GAMMA, (Sterilization of
nutritional supplements using gamma radiations)

Rodriguez L.R.', Falen A.S!, Pricto EFF

nstituto de Investigaciones para la Industria Alimenticia.
*Centro de Aplicacién v Desarrolle de la Energia Nuclear,
Ciudad Habuna, Cuba.

lester@isin.edu.cu

En el 1A se producen 3 tipos de suplementos
nutricionales. Prolacsin. Nutrial T ¥ I1. Su presentacién es
en pelvo ¥ su finalidad es para pacientes hospitalizados con
requerimientos nutricioniles especiales, Debido al destino
de estos productos, es preciso garantizar su esterilidad sin
aplicar calor. Por otra parte, la irradiacién es una
tecnologiz muy empleada en el mejoramienta de la calidad
microbiologica de los productos médico-farmacéuticos, por
lo gue se definié como ohjetivo de este trabajo: Determinar
las dosis de radiaciones gamma necesarias para lograr la
esterilizacign de los suplementos Prolacsin, Nutrial [y 11,

El trabajo se dividid en varias etapas: Caracterizacidn
de la microbiota; seleccidn de los microorganismos para el
estudio radiobioldgico: determinacidn de radiorresistencia
(D) e irradiacion del producto. Se obtuvieron I8
aislamientes. De ellos, el micronrganismo  mis
radiorresistente para Nutrial 1T fue Bacillus coaguians iDy,
2.1 kGy) v en Nutrial I, B. srearothermophilus, Dy 14
kGy). En el Prolacsin no hubo diferencins significativas
entre los Dy, de las especies encontradas, tomdndose coma
dosis promedia el valor 1.1 kGy. Tratamientos con 8 ¥ 5
kGy fueron suficientes para esterilizar las formulas 1y 11
de Nutrial v Prolacsin respectivamente sin gue se

B

detectaran cambios organolépticos,

P243. EFECTO DE POLIFENOLES DE DIFERENTES
VARIETALES DE VINOS TINTOS SOBRE LA
VIABILIDAD DE Escherichia coli. (Effect of
phenolic compounds of different red wines on the
survival of Excherichia cali)

Rodriguez Vaquero M.J.'2, Véliz O, Manca de Nadra
M.C.L#

IFac. Biog. Qca. v Feia. — UNT. *CERELA. Chacabuco
145. Tucumdn, Argentini.
memanca@ fhgf.unt.edu.ar

Se investiga ¥ compara el efecto de polifenoles totales
de diferentes varietales de vinos tintos de una misma
bodega argentina. sobre la viabilidad de Escherichia coli
ATCC 3521%, Se utiliza medio caldo nutritivo + 50% de
vino sin concentrar v concentrado 2 y 4 veces, utilizando
rolavapor. Como control se utilizan vinos clarificados con
carbén activado. El contenido de polifenoles se determina
con el reactiva de Faolin y se expresa en mg/L. GAE

s
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{equivalente de dcido galicol. El vino Merlot contiene 6.9%
¥ 14.9% mds polifenoles que los vines Malbec y Cabernet
Sauvignon, respectivamente, En gl medio vina (2.704,
2,522 v 2300 mg/L GAE para Merlot, Malbec y Cabernet
Sauvignon, respectivamente} después de 24 h de
meubacion a 37°C se procduce inhibicién total de células
viables de E.coli (2.2 x10% ufc/ml} en presencia de los
varietales Merlot v Malbec. Este efecto es producido por el
varietal Cabernet Sauvigron a 30 h de incubacién. Con
vinp concentrado 4 veces, la muerte celular se produce en 9
h para los varietales Merlot ¥y Malbec v a 12 h para la
variedad Cabernet Sauvignon. En los controles se observa
disminucién celular a partir de 12 h de incubacidn.
Considerando e concentracion de polifenoles v el efecto
antibacteriano, ¢l mas efectivo es el vino Malbec.

Financiamiento: CIUNT-CONICET. Argentina

P244. ACTIVIDAD §- GLICOSIDASA EN BACTERIAS
LACTICAS AISLADAS DE VYINOS DE
DIFERENTES ORIGENES. (f-giveosidase activity
of wine lactic acid bacteria from different origins)

Saguir F.!, Reguant C 2, Araque 1. Bardons A% Manca de
Nadra M.C.!

"Wniversidad Nacienal de Tucumén, San Miguel de
Tucumin, Argentina. *Universidad Rovira i Virgili,
Tarragona, Espana.

memanca®@ fbgf unt.edu.ar

Las precursores glicoconjugados no aromiticos de
vinos pueden hidrelizarse incrementando los aromas
frutales del producto. Pueden encontrarse asociados a
glucosa o unidos a diglucdsidos, Se investigd la actividad
B-glicosidasa en cepas de Oenococeus oeni aisladas de
vinos de Argentina y Espana v en la cepa comercial PSU-1.
Las células se cultivaron en medio MRS con 2 g/L de dcido
L-mdlico. pH 5.0 a 30°C. Las actividades enzimdticas se
determinaron, espectrofotométricamente, en suspensiones
celulares y sobrenadantes libre de células, durante las
diferentes fases de crecimiento. Las enzimas fueron
detectadas en las suspensiones celulares con actividades
enzimaticas del orden de 300 a 1300 nmaolimiL/h,
dependiendo de la fase de crecimiento y del
microorganisma. La méxima actividad se detectd al final de
la fuse exponencial de crecimiento. Los resultados indican
gue las actividades f-glicosidasa fueron menores en las
bacterias aisladas de vinos argentinos que en la de origen
espaiial ¥ fue mdxima en la cepa comercial PSU-1 (799
nmalimL/h). Al seleccionar cepas de Qenecoccus oeni para
formular un iniciador de la fermentacion malolicrica, se
debe considerar esta propiedad, en relacidn a las
caracteristicas esperadas en el producto final.

Financiamiento: Agencia espafiela de Ceoperacién
Internacional. Espafia. CIUNT-CONICET Argentina
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P245, SOBREVIVENCIA DE CEPAS BACTERIANAS
AMBIENTALES CON ACTIVIDAD
BIOCONTROLADORA CONTRA A, aceti.
(Survival of an environmental strain with antogonic
activity against A. acets)

Troncoso M.', Henriquez 12, Rivas P!, Figueroa A,
Lépez L%, Figueroa G.!

'Lab. Microhiologia. INTA. *Dpto. Sanidad Vegetal. *Fac.
Cs. Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile.
Santiage, Chile.
mironeo@ inta.cl

A. acets produce pérdidas econdémicas por la pudricién
dcida (pa) de las vides. El empleo de agroquimices ha
tenido paco éxito en ¢l control de esta patolagia por lo que
el uso de biecontroladores aparece como una potencial
alternativa de tratamiento en los huertos. Objetivo: Evaluar
la sobrevivencia en el huerto de cepas de Bacilius sp con
actividad biocontroladora contra A. aceti, Métodos. Se
selecciond 7 bacillus ambientales de huertos que
presentaron actividad antagénica in vitro (inhibicidn en
placa} contra dos o mas cepas de A, qcerf aisladas de uvas
con pa. De cada cepa se prepard inGeulos con 107 UFC/mL
¥ se asperjé un huerto de uvas Red globe. La sobrevivencia
se determind mediznte recuento en placa en agar nutritive o
los 1. 3,7,14 21 v 30 dias, Resultados. El indcule retenido
fue en promedio 10* UFCigr de uva. A los 3 dias post-
moculecion se aobservd que todas las cepas mantienen sus
recuentos iniciales. Al dia 7 ¥ 14 solo 5 de 7 cepas se
mantenian v 2 caian en 1 log. Al dia 21 se observd que sdlo
und cepa mantenia su recuento original, sitwacién que se
mantuva hasta los 30 dias de observacion. Conclusion. La
sobrevivencia prolongada en el campo de una de las cepas
de Bacillus sp. representa una potencial alternativa de
contriel bialégico de la pa en ¢l huerlo.

Fmanciamiento: Proyecto DI Mult 04/05-2

INTERACCION CELULAR DE CEPAS
VINICAS DE Kloeckera apiculata Y
Saccharomyces cerevisiae. (Cell interaction of wine
strains of Kloeckera apicwlata and Saceharomyces
cerevisiae)

P246.

Sosa O.A =, Manca de Nadra M.C.'2, Farias MLE.!?

'CERELA y *FBQF - UNT - Tucumdn - Argentina.
mfarias@cerela.org ar

La autofloculacidn de la cepa mel de Kiveckera
apicnaita resulta de la interaccion proteina-carbohidrato,
estabilizadas por Ca**. Cuando K.apicwiata se co-cultiva
con una cepa no floculante de S.cervisiae, incrementan las
célulus de I levadura eliptica que sedimentan en el fondo
del cultivo. El objetive de este trabajo es determinar el tipo
de interaccidn célula-célula entre ambos microorganismos,
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caracterizando la superficie celular en co-cultivo. Las
levaduras se cultivan en YPMG caldo, a 28°C durante 48 h
con agitacion. La superficie celular se examina por
microscopia electrinica de barrido (SEM). Los resultados
indican que ambas levaduras integran el flseulo y que se
establecen zonas de unidn entre las células elipticas v
apiculadas a través de un mucus homogéneo. El incremento
de células de 5. cerviviae que sedimentan en cultivo mixto
es consecuencia de une cofloculacidn entre ambas
levaduras. ¥ no de un simple entrampamiento de células no
floculantes en la matriz del flécule. La capacidad
cofloculante de Kloeckera apicalara mcl, es una valiosa
herramienta biotecnoldgica para ser utilizada en la
climinacidn de flora indigena de mostos, previa a la
maoculacion von las levaduras seleccionadas para conducir
la fermentacion alcohdlica,

Financiamiento: BANCO RIO. CONICET Y CIUNT

P247. EFECTO DE LAS CONDICIONES DE SECADO
EN LA CONSERVACION DE UNA CEPA DE
Lactobacillus CON ACTIVIDAD PROBIOTICA.
(Effect of the conditions of drying in the
conservation of Lactebacilius with probiotic
activity}

Toledo N.!, Cofré 1", Gutiérrez P.', Rojas C., Ferrer 1.1,
Barquez R.', Castro E.!

'Laboraterio de Bacterias Ldcticas. U, Concepeidn,
Cancepcion, Chile,
ntoleda@ udec.cl

La dindmica de sobrevivencia de una cepa prohidtica
en la epata de almacenamiento es fundamental para
predecir la calidad del producto final. Se investigd la
viabilidad bajo diferentes condiciones de secado de una
cepa de L. brevis LPT32 con propiedades probidticas v
tecnoldgicas promiserias para ser empleada en Ja
acuicultura. En la etapa de cultivo. la cepa LPT22 fue
crecida con ¥ sin estrés en Cloruro de Sadio (NaCl) v
cosechada a las 48 ¥ 72 horas de cultivo. Luego fue
sometida a procesos de secado en lecho fluidizado v a
vacio. Se nhtuvieron mejores curvas de crecimiento cuando
la cepa fue cultivada bajo condiciones de estrés en NaCl v
cosechada a las 72 horas de cultivo, para las dos formas de
secado ensayadas. Se lograron productos con 3% de
humedad y viabilidad de 10% a IND" Ufc/g que se conserva
hista cuatro meses de almacenamiento. Los resultados
indican que el producto seco mantiene su viabilidad
almacenado a 4°C v también a temperatura de 25°C. Se
dispone de las condiciones éptimas de crecimiento y
secado de una cepa probidtica pura la acuicultura que
asegurarian la estabilidad del producto final,

Financiamiente: Provecto Innova Bio-Bio 03B 120511
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P248. COMPARACION DE LA TECNICA NMP Y EL
RECUENTO EN PLACA DIRECTO PARA LA
IDENTIFICACION ¥ CUANTIFICACION DE
Campylobacter jejuni. (Comparison of MPN
technique and direct plating count for the
identification and guantification of C. jejuni}

Toro M.', Lopez C.'. Troncoso M., Figueroz G.*

'Laboraterio de Microbiologia, INTA, Universidad de
Chile. Santiago, Chile,
mtore®inta.cl

[ntraduccidn: La prevalencia v recuento de ufc de
Campylobacter jefuni en aves es un factor de riesgo
importante para la infeccidn de Campvlobacter en el
hombre. La técnica tradicional para identificacién ¥
recuento se basa en el cileulo del Nimero Mds Probable
(NMPI. que es un método laborioso v lento. Objetivo:
Comparar la técnica de NMP v el recuento en placa directo
para identificar ¥ cuantificar C, jefuni en carcasas de pollos
broilers. Material ¥ métedos: Se analizaron 63 carcasas
(aguss de lavado) obtenidas de una planta de faenamiento
de polles broiler. Las carcasas se transportaron hiajo
refrigeracién (4°C) al Laboratorio de Microbiologia del
INTA, U, de Chile, donde se¢ identificé ¥ cuantificd C.
Jefunt mediante ensavo de NMP y recuento en placa
directo. Resultados: La véenica de recuento en placa detectd
33 muestras positivas (30%). a diferencia {p<0.035) de el
métada de NMP que s6lo reveld 14 muestras positivas
(21%), Las medianas de los recuentos obtenidos por NMP
v recuento en placa fueron log 3.96 ufc/carcasa ¥ log 4.95
ufcicarcasa, respectivamente, Conclusion: El recuento en
placa directo resulté ser un método superior al NMP en la
deteccion vy cuantificacion de C. jeqwni, ademds de ser mds
simple ¥ ripido.

Financiamienta; Proyecto FONDECYT 1061150

P249. EVALUACION MICROBIOLOGICA DE UN
SUPLEMENTO ORAL REFRIGERADO.
i Microbiological evaluation of an oral supplement
refrigerated)

Ruiz M.', Kehr 1.' 7. Morales B2

'Escuela de Mutricion y Dietética, Facultad de Ciencias de
la Salud, Universidad Andrés Bello. *Hospital San Juan de
Dios. Santiago, Chile.
makarenaruiz @unab.cl

Introduceidn: La Suplementacién Oral (800 se utiliza
para complementar la alimentacion habitual que puede
resultar insuficiente para cubrir las necesidades de un
paciente, La SO es un alimento completo, equilibrada ¥
estéril que puede ser wtilizado por la via enteral u oral ¥
que sc administra en forma diaria a pacientes gue lo
necesitan.  Objetivo:  Efectuar una  evaluacidn
microbieldgica de un SO que se mantiene refrigeradoe
durante un periodo de 3 dias seguidos. Metodologia: Los
50 fueron refrigeradas en 7 refrigeradores del Hospital
Labaratario de Nutricién. Se efectio medicidn diaria de la
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temperature al interior de cada refrigerador donde se
mantuve entre los -10°C v 12°C. Una vez abierto el SO, se
tomaron 30 mL de cada muestra a los tiempos 0, 24, 48,72
¥ 96 horas. Se realizaron los andlisis de Recuento de
Aerobios Mesdfitos ¥ Coliformes Toiales. Resultados: Al
tempe O senala que hav diferencias estadisticamente
significativas en el RAM. No ocurriendo lo mismo para las
mediciones posteriores. Esto se explica por una
contaminacion durante el proceso de toma de muestra, va
que las muestras posteriores cumplian con los estdndares de
calidad micrebiolégica, Usando el mismo test ne hubo
diferencias sipnificativas en los niveles de Coliformes
Torales en minguna de las mediciones realizadas.
Conclusidn: Las muestras de SO tomadas en los diferentes
tiempos del estudio cumplen con los esténdares de calidad
microbioldgica para RAM v Coliformes Torales. Por lo gue
el SO puede ser utilizado durante 3 dias seguidos si se
mantiene el envase tapado vy refrigerado. Estos resultados
sefinlan la seguridad de uso de Nutricomp adn® RTH
abierto ¥ mantenido en refrigeracion.

P250. PRIMERA DETECCION DEL VIRUS DE LA
CELDA NEGRA, VIRUS DE LA CRiA
ENSACADA Y VIRUS DE LAS ALAS
DEFORMADAS EN ABEJAS DE URUGUAY.
(First report of black queen cell wirus. sachrood
virus and deformed wing virus in honeybees from
Uruguay)

Antinez K.!'". D" Alessandro B!, Corbella E. *, Zunino P

'Lab. Microbiologia, IIBCE. Montevideo, Uruguay,
“Apicultura, INIA. Colonia, Urnguay.
*karina@ithee edu.uy

Las abejas meliferas son un blanco conspicuo ¥
susceptible a la colonizacidn por patdgenos de diferentes
clases. En los iltimos afios, los virus han ido adquinendo
mayar relevancia debido & su potencial relacidn con
importantes episodios de mortandad de abejas que ocurren
en tode el mundo. Entre los mds estudiados se encuentran
el virus de la pardlisis crénica (CBPV), virus de la pardlisis
aguda IABPV), viros de la celda negra (BQCVY, virus de la
cria ensacada (SBVY), virus de las alas deformadas (DWW
¥ kashmir virus (KBV). En 2005 reportamos la primera
deteccion de CBPY v ABPV en Uruguay. siendo el primer
reparte en la regién, El objetiva de este trabajo fue analizar
la presencia de los virus BQCV. SBY. DWV v KBV en
Urnguay, Se analizaron muestras de abejas de diferentes
regiones geogrdficas de nuestro pais, se realizaron
extracciones de ARN v amplificaciones mediante RT-PCR
utilizande cebadores especificos para cada virus. En el
100% de las muestras se logré detectar los virus BQCY.
SBV, DWW, mientras que no se detectd KBV. Un amplicdn
de cada virus fue secuenciade v su identificaciin fue
confirmadsa. Este trabajo constituve la primera deteccicn de
los virus BQCV. 3BV y DWV en abejas uruguayas, siendo
también su primera deteccion en Sudamérica.

Financiado por INTA
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P251. CAMBIOS MORFOLOGICOS Y DEL
CITOESQUELETO NEURONAL INDUCIDOS
POR INFECCION CON HTLV-1. (Morphologic
and neuronal cytoskeleton changes induced by
HTLV-1 infection)

Avancin J.'2. Ouh C.2. Ramirez E.. Zambrano A

“Instituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias ¢
nstituto de Microbiologia Clinica. Facultad de Medicina,
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile. *Laboratorio
de Virologia. Institzto de Salud Piblica. Santiago, Chile,
anaarazambrano@uach ¢l

La infeccidn meurolégica por HTLV-1 se encuentra
reconocida a nivel mundial. Este virus estd asociado a la
paraparesia espidstica tropical (PET), enfermedad que
afecta las neuronas motoras produciendo parilisis. Estudios
histopatolagicos en autopsza de pacientes con PET han
revelado una despolimenizacion de los neurofilamentos en
los axones motores del sistema nerviose, Estos hallazgos
permiten suponer una accion patogénica directa sohre el
citoesqueleto neuronal. El presente estudio analizd los
cambios morfolégicos y en la dinimica del citoesqueleto.
en glioma v neuroblastoma de raldén infectados con HTLV-
I, Nuestros resultados muestran un marcado efecto sohre la
morfelogia celular acompaiado de la alteracién de los
pracesos neuriticos en cultivos infectados. Se determing
ademis que HTLV-1 induce cambios significatives en la
dindmica microtibular, alterando significativamente el
dinamismoe de estos, v afectando ademas los filamentos de
actina. Estos resultados sugieren un rol modulador
importante de HTL V-1 sobre ¢l citoesqueleto de celulas
del sistema nerviose central,

Financiamiento: Fundacion Andes C-1406008, MECESUP
AUSOIOT v DID-UACH

P252, GENOTIPIFICACION DE VIRUS PAPILOMA
HUMANO ASOCIADO A CITOLOGIAS ASCUS
DE PACIENTES DEL HOSPITAL CLINICO
REGIONAL VALDIVIA. (Human Papillomavirus
genotyping associated to ASCUS cytology of
paticnts from Hospital Clinico Regional Valdivia)

Barrientos A.", Oith C!, Guzman 87, Salas P2, Ledn G.°,
Navarrele M.*

Instituta de Microhiologia Clinica ¢ “lnstitute de
Ginecologia v Obstetricia, Facultad de Medicina,
Umiversidad Awstral de Chile, “Instituto de Bioguimica,
Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
*Hospital Clinico Regional Valdivia,
maritzanavarrete @ uach.cl

El cincer cervicouterino representa ¢l segundo cdancer
més comin en mujeres jovenes de todo el mundo, su
incidencia varia entre [ TODKA (paises industrizlizados) ¥
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A0 1O0MKY (paises en desarrollo}. Actualmente estd bien
establecido gue la principal cavsa de cincer cervicouterino
es la infeccidn por HPV (99.7%). En Chile se estima una
incidencia de 30:/100000, siende la tasa de mertalidad de
96100000, Dentro de los distintos genotipos de HPY
existen de alo v de bajo riesgo oncogénice. Es por ello gue
adguiere gran importancia el poder idemilicar €l genotipo
de HPV asociado a lesiones citolégicas anermales ASCUS,
En nuestro estudio hemos seleccionado pacigntes que
presentan  wna  citologia ASCUS  en  muestras
endocervicales. Se han anmalizado 108 muestras por PCR-
RFLP con partidores MYDOMY 11, de las cuales 26 fueron
positivas para HPV, predominando el genotipo 16 seguida
del 58. Este trabajo aporta informacién epidemioldgica
muy valiosa sobre un agente etioldgice cancerigeno de
importancia en la peblacicn.

Financiamienio: MECESUP AUS0107 ¥ Provecto COLDAS

P233, MORFOLOGIA ULTRAESTRUCTURAL
COMPARATIVA EN LESIONES
INTRAEPITELIALES ESCAMOSAS DEL
CERYIX CON INFECCION DEL ¥PH TIPO 16
Y 6. (Comparative ultrastructural morphology in
HVP 16 and & infected squamous intraepithelial
lesions)

Graterol 8., Ivis J.', Finol H.J.*, Carrent: M_*

Wniversidad de Carabobo, Facultad de Ciencias de la
Salud, Departamento de Maorfologia Normal v Patoldgica.
Aragua, Venezuela, *Centro de Microscopia Electrinica de
la Facultad de Ciencias UCY. Caracas, Venczucla,
Waboratorio de Gendética Molecular. Iastituto de
Hematologia ¥ Oncologia. MSDS. Caracas, ¥Yenezuela.
Ivis953 7@ hotmail .com

Se compard la morfologin de las células del cérvix
infectada con los VPH [6 de alto riesge ooncogénico v VPH
6 de bajo riesgoa. Se estudiaron 56 pacientes del
Ambulatorio “Maria Teresa Toro™ de Maracay. Se utiliza la
wéenica de PCR pars npificar los virus v 1z técnica de corte
fino para lu observacién con microscopio electrdmico de
transmision.  Resultados: Las lesiones escamopsas
intraepiteliales fueron 83% de bajo grado y 16% de alto
grada, Los VPH tipos 16, 6 se encontrd en lesiones de bajo
grado y de alto grado. Ultraestructura: Las células
infectadas con VPH 6 se sbservd cromatina condensada.
peérdida de la enveltura nuclear, citoplasma sin organelas.
En lax VPH |6 positivas se encontrd nidcleo
hipercromitico. enveltura nuclear discontinua. En adcleo
s¢ apreciaron grinulas groesos de cromatina, figoras
miglinicas v granulos de lipofiscina o cuerpos residuales.
Conclusion: Se detectd VPH 16 v 6 en lesiones
intragpiteliales de alto grado. Los cambios generados por
los virus fueron compatibles con progresiva degeneracicn
nuclear y citoplasmitica,
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P254. MUTACIONES DE RESISTENCIA A
ANTIRRETROVIRALES EN PACIENTES CON
EL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA
HUMANA (VIH+1, REFERIDOS AL INSTITUTO
NACIONAL DE HIGIENE “RAFAEL RANGEL™
(INHRR) EN VENEZUELA. (Resistance mulations
o antirretrovirals in  patients with human
immunodeficiency virus (HIV), referred to National
Institute of Hygiene “Rafael Rangel” in Venezuela)

Gutiérrez C.!, Ameli G.!. Chacén E.P.!. Malina M 2

'INHRR: *Ministerio de Salud. Caracas-Venezuela.
crisgutier@cantv.net

El andlisis genotipico de resistencia a drogas
antirretrovirales (R-ARV) contribuye al manejo del
paciente VIH+. Ohjetivo: Evaluar la frecuencia de
mutaciones asociadas a R-ARY en pacientes VIH+.
Métodos: Se analizaron por secuencuacion lis regiones
génicas: transcriptasa reversa (TR} ¥ proteasa (P) viral en
77 plasmas de pacientes VIH+ con cargas virales >1000
copias/mL v falla terapéutica, referidos al INHRR durante:
agosto 2M15-julio 2006, Resultados: E1 87% (67/77) de las
presenlaron  mutaciones de R-ARV.
principalmente a inhibidores nucleosidicos v nucleotidicos
de la TR (INTR) (80.6%1. predominanda: MIB4V/]
(S0.7%). DETIN {4335 ), T215F/Y (38 8% ), M41L (33 3%,
VIIEI (31.3%) K70R Y K2I19Q/E (27%): a INNTR
predomind la mutacion KI103N/H (32.8% ). El 74.6% de las
muestras. presentaron mutaciones en la region de Pr ATIV
(73%), 154VILIM (50.7%), M46]1 v LI0IN/F (44,8%.
M361 (4£1.8%), LOOM {38.8%), K20R/1 (30%) v VN2IF
(27%). Se observaron deleciones ADGT y AK66 en 3i4%) v
111.3%) de les plasmas evaluados. respectivamente.
Conclusidon: Se encontrd una elevada frecuencia de
pacientes VIH+ con mutaciones asociadas a R-ARV,
principalmente a INTR.

muestras

Agradecimientos: Miembros del Comité Venezolano de R-
ARV

P255. PREDICCION DEL EFECTO DEL ESTADO
FEBRIL SOBRE LA  ESTRUCTURA
SECUNDARIA DEL RNA DEL VIRUS JUNIN.
(Prediction ef consequences of the febrile status on
the RNA secondary structure of the Junin Virus)

Gutson D.', March A.', Combina M.!, Rabinovich D'

'FuDePAN. Cordoba, Argentina. “Departamento
Microbiolegia. Facultad de Medicina - UBA, Bs. As.,
Argenting,

daniel gutson @ fudepan.org.ar

Se ha abservado una acumulacidn de nucleaproteinas
durante la persistencia del virus Junin.

En este trahajo se analiza la estructura secundaria del
RNA en wérminos de la temperatura, v sus posibles efectos
sobre la sintesis de proteinas.

El estudio compreade la prediccion de estructura
secundaria (ES) del RNA en funcidn de la temperaturs (T},
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evaluando AG y cantidad de nucledtidos apareados (Nt ).
tante para RNA gendmico (RNA,) como antigendmico
(RNA de los segmentos L y S. Para esto se utibizd el
programa MFOLD v utilitarios desarrollados ad-hoc.
evaluando las temperaturas entre 337 C y 42°C.

En todas las predicciones de ES se observa la union de
los extremos, aumente del AGIT) v disminucion de Nt, {Th.
tanto para RNA, como RNA,,.

También se observa que al aumentar la temperatura, el
RMNAg presenta un mayvor des-apareamiento en la zona
intergénica gue el presentado por el RNA . por lo tanto la
proporcidn RNA,RNA, seria mayor en el estado febril, ¥
en consecuencia mediaria un aumento en la sintesis de
glicaprotcina sobre la de nucleoproteina. Estos resultados
tendrian importancia en la comprensién de la climica ¥ la
persistencia en el roedor.

Asimismo, queda manifiesta la necesidad de considerar
las variaciones de T incluvendo el estado febril, en la
regulacion de la trascripeion viral.

P256. PREVALENCIA DE ENTEROVIRUS (EV) EN
MENINGITIS ASEPTICA. (Prevalence of
eHlerovires in aseplic meningitis)

Livellara B.', Viaut M.', Rey Cougnet V.!. Rocha E.',
Bonarda V.2, Ascione A’

'Hospital Italiano,® Hospital Briténico. Buenos Aires,
Argentina.
marcela viaut@hospitalitaliano.org.ar

El obsetivo fue evaluar la utilidad del diagndstico para
EV por amplificacion molecular en meningilis aséptica en
una poblacion pedidtrica de dos hospitales de comunidad.

Se estudiaron 57 pacientes con sospecha o evidencia
clinica (fiebre, convolsign, vomitos, rashi de sindrome
meningea sobre los cuales se impuso la realizacidn de una
puncion lumbar. Los liquidos cefalorraguidens (LCR)
analizados presentaron un examen flisicoquimico
compatible con memmngitis viral. Estas muestras fueron
ensayvadas utilizando una técnica de amplificacién
isotérmica para detectar la presencia de ARN EV por
NASBA (NucliSens Basic Kit, bioMérieux).

Se pudo confirmar etiologia viral (adenovirus,
citomegaloviras, herpes simplex virus ¥ enterovirus) en 34
(39.6%) de los casos, 28 (49.1%) de los cuales resultaron
EV positivos.

La posibilidad de poder obtener el diagndstica a través
de la amplificacion molecular del virus en tiempo v forma,
resultd de mucha wtilidad al momento de tomar una
decisién tanto en lo referente al ratapmente, coma en gl
tiempo de internacion necesario. Ambas variables
cstuvieran influenciadas por ¢l TAT de la prucba de
laboratorio.

La utilizacion de estd téenica moelecular brinda la
posibilidad de un diagnostico etiolégico preciso. lo gue
apayd positivamente lus decisiones médicas emprinas en
beneficio del paciente, motivando ademas un uso adecuado
de recursos y medidas profildcticas concretas.
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P257. DISTRIBUCION CELULAR DE HANTAVIRUS
ANDYV EN PULMON Y GLANDULA SALIVAL
DE HUMANO. {Cellufar distribution of hantavirus
ANDY in human lung and salivary glands)

Salazar P.', Ouh C.', Méndez C.'F, Zarer L.Y, Pizarmo E.2,
Rodriguez E.2, Navarrete M3

Hnstituto de Microbiologia Clinica ¢ YInstituto de
Histalogia y Patologia, Facultad de Medicina, Universidad
Austral de Chile. “Hospital Clinica Regional Valdivia.
maritzanavarrete@uach.cl

Estudios epidemiolégicos han descrite la presencia de
Hamiaviray ANDV en roedores de Chile v Argentina, los
que han sido asociados con transmitic el virus ¥ producir el
sindrome HPS en humanos. Células endoteliales y
monocitosimacrofogos son considerados los principales
tipos celulares blanco de infeccion. En especial endotelio
pulmonar ¥ células tubulares de rificn han sido
involucrados en HPS ¥y HFRS. respectivamente. Hasta
ahora. no existen estodios gue expliquen el tropismo
celular de Hantavirns ANDY en su proceso de infeccion, el
cual presenta dos grandes diferencias con el resto de
Hamtavirus estudiados: es ¢l dnico descrito gue posee la
capacidad de transmitirse por cOntActo persana & persona. v
a diferencia de otros Hantavires, aparentemente infectaria
lus ¢élulas epiteliales del pulmdn. Aun mis, no existen
estudios ultraestructurales relacionados con la distribucion
subcelular de ninguna especie de Hawravirns, En este
trabajo se encontrd la presencia de antigenos virales (GIL.
NP, andes totaly en células epitchales de pulmén ¥ en
células de glandulas salivales en pucienies infectados.
Estos hallazgos sugieren la posibilidad de diseminacian
viral por ¥ia aérea v por saliva.

Financiamiento; DID-UACH, DID $-2005-07, MECESUP
ALISDINT

P258. DENGUE: EPIDEMIOLOGIA ¥ DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL EN EL ESTADO ZULIA,
VENEZUELA. (Denpue: Epidemiclogy and
differential diagnosis in Zulia State. Venezuela)

Valero NP, Levy A, Larreal Y.', Arias 1.2, Maldonado
M. Espina LM Nardone M.}

Instituta de Investigaciones Clinicas “Dr. Américo
Negrette”, ‘Departamenta de Microbiologia. Facultad de
Medicina. Universidad del Zulia. "Direccion Regional de
Epidemiologia, Maracaibo, Veneruela,

nere98 @ hotmail .com

Objetivos: Determinar la frecuencia del Dengue,
conocer los serotipos virales en el Estado Zulin-Venezuela
v evaluar la conconduncia de la clinica v ¢l confirmatorio,
Metodologia: Entre mavo 2005 a mayo 2006, se estudiaron
833 sueros de pacientes con sinoematelogia de dengue,
provenientes de diferentes municipios del Estado Zulia, 60
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fueron sometidas a aislamiento e identificacidn viral. El
resto de las muestras y el diferencial fueron procesados por
ELISA. Resultados: En el 2005 se presentaron 343 casos de
Dengue; 71% correspondian a FD v 17% a DH. En ¢l 2006
se evidencit mmcremento (p<(05) & 488 casos, 71% eran
FDX v 21% DH. La mayor frecuencia se uvhicé en el
municipie Maracaibo. 27% eran DEN-4, 27% DEN-2,
6% DEN-3. No se aislé DEN- 1. De Jos pacientes con clinica
de Dengue, 96% fueron confirmados, De Rubéola 184
fueron confirmados. 75% resultaron Dengue v 5%
Citomegalovirus v de Sarampion ninguno fue confirmado.,
7% eran Robéola. §9% Dengue v 4% VEB. Conclusioncs:
Se evidencia hiperendemicidad del dengue en ¢l Estado
Zulia ¥ on aumenmto de DH. La concordancia entre ¢l
diagndstico clinico v el confirmatorio fue alta para Dengue:
no obstante, s¢ confunde con Rubéola v Sarampidn.

Financiamiente. CONDES CC-07T89-(4

P239. ALTERACION DEL CITOESQUELETO
NEURONAL INDUCIDO POR LA INFECCION
CON ¥YIRUS HERPES SIMPLEX TIPO 1.
{Alterations of newronal cytoskeleton induced by
herpes simplex virus tvpe | infection)

Salis L.'2, Salvadores N2, Cortés M.'?, Méndez C.'7,
Zambrano A, Onh, C 2

Hnstituto de Micrabiologia. Faculiad de Ciencias, “Instiluto
de Microbkinlogia Clinica, Facultad dec Medicina.
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.
cotth@uach.cl

El virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1} es altameme
ubicuo, neurotrdpico v el causante mis coman de
encefalitis en humanos. La encefalitis herpética presents
una elevada martalidad v signilicativas secuelas
neurologicas en los pacientes que la padecen. Recientes
estudios sustentan la hipotesis que HSV-1 podria ser un
factor de riesge de padecer enfermedad de Alzheimer. sin
embargo, en la actualidad no existe evidencia =i HSV-I
induce algin proceso newrsdegenerative, En modelos
celulares diferentes al neuronal se ha demostrado que HSV-
I induce alleraciones en componentes del citoesqueleto. En
¢l presente trabajo, se analizdé alteraciones en la dindmica
de los microtibulos y de filamentos de actina. en cultivos
primarios de neuronas infectados con HSV-1. Nuestros
resultados muestran una clara muerte neuronal acompanada
e la alteracién de los proceses neuriticos en cultivos
infectados con HSV-1. Se determindg ademas que HSV-1
induce cambios significatives en la dindmica microtdbular,
disminuyendo el dinamismo de estos, y afectando ademiis
los filamentos de actina. Estos resoltados sugieren un rol
moduladar importante de HSV-1 en el citoesquelete
neuranal.

Financiamiento: Fundacion Andes C-14060/5, MECESUP
AUSOL0T y MD-UACH
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P260. CUANTIFICACION DE PARVOVIRUS B19 EN
MUESTRAS DE SUERO MEDIANTE PCR EN
TIEMPO REAL. (Quantitation of parvovirus B19
in serum samples by real time PCR assayv)

Torres M., Levican 1., Valenzuela B.. Barria M. Gaggero A.

Programa de Virologia. ICBM. Facultad de Medicina,
LUniversidad de Chile, Santiago, Chile,
mauriciotorresg @ omail .com

El parvovirus humano B19 (PVB19) es un eritrovirus
que causa diversas manifestaciones clinicas que pueden ir de
un cuadra asintomdtico @ severo dependiendo del estado
mmunoldgico ¥ hematoldgico del paciente. OBIETIVO:
moentar un métedo para detectar y cuantificar PVBI9 en
muestras bioldgicas de pacientes v danantes de sangre.
METODOLOGIA: se utilizd el métado de PCR en tiempo
real cuantitativo usando fa sonda fluorescente SYBR Green
. Para construir la curva de calibracién se clond un
segmento del genoma viral que codifica para la proteina no
estructural NS1 (regicn conservada) en ¢l plasmidio pGemT-
Easvy Yector. La presencia del inserto fue confirmada
mediante PCR. emplea de endonucleasas v secuenciacion. El
plasmidio fue cuantificado por espectrofolometria y andlisis
en geles de agaresa usando estdndares comerciales.
RESULTADOS y CONCLUSIONES: la cuantificacidn de
PVBIY por PCR en tiempao real alcanzd una sensibilidad de
10 copias de genoma viral por ensayo, igualando la
sensibilidad de kit comerciales. La cuantificacion de
parvovirus B19 puede ser utilizada para confirmar ¥ evaluar
el curso clinico de la infeccian, realizar screening en banco
de sangre o analizar el éxito de la terapia en pacientes
inmunocomprometidos, entre otras aplicaciones.

Financiamiento: Provecto Fondecyt 1030478

P261. ACCION DE LA CEPA DE Lactobacillus LPY31
SOBRE EL CRECIMIENTO DE CEPAS DE
Candida spp. NOSOCOMIALES. (Effect on
growth of nosocomial Candida spp. strains for
action of LPV31 Lactobacillus strain}

Pérez L.', Sinchez M.'. ¥era R.!'. Toledo N.!. Ferrer J.!,
Castro E.!

ILaboratorio de Bacterias Ldcticas, Universidad de
Concepeian, Concepeion. Chile.
rovera@udec.cl

En la prevencion de infecciones urogenitales producidas
por agentes levaduriformes, hay escasos estudios empleando
cepas probidticas. Se determing el efecto que ejerce la cepa
de £ acidophiius LPY 31, sobre el crecimiento de tres cepas
de Candida spp.: C. albicans, C. wropicales y C. glabrata,
aisladas de infecciones urinarias nosocomiales. Se realizaron
cultivos mixtos a 37°C durante 36 horas en calde Man
Rogosa Scharp (MRS, administrando 1a cepa LPV3T en dos
condiciones. seis horas antes del patégena y seis horas
después de la inoculacién del patdgeno. En ambas
condiciones, se observé una importante reduccidn en el
crecimiento de los patdgenos, de hasta 90% en el recuento
de UFC!ml. Na se observaron diferencias significativas en
las curvas de crecimiento de la cepa probidtica por accion de
los patogenos. Los resultados obtenidos, promueven futuros
ensayes para la utilizacién de la cepa LPV3l como
profilaxis de las infecciones del tracto genitourinario por
Candida spp. nosocomiales.

Financiamiento: Provecto FONDEF DO411326
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P262. ESTUDIO DE ENZIMAS EXTRACELULARES
DEL HONGO DE PUDRICION BLANCA
Anthracophyilum discolor. (Study of extra cellulur
enzymes of the white rot fungi Arthrecopliyiiem
discolour)

Acevedo F.' Rubilar O, Tortella G.' v Diez M.C.2

Programa de Doctorado en Ciencias de Recursos
Naturales, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.
!Departamento de Ingenieria Quimica. Universidad de La
Frontera, Temuca. Chile.

face_72@yahoo.com

Hongos de pudricidn blanca son capaces de degradar
xenohidticos por accién de enzimas extracelulares. El
abjetivo de este trabajo fue estudiar las condiciones
experimentales optimas para la purificacién de enzimas del
hongo Anthracephyllum discelor. El honga crecid en
extracto de malta 2% v se inoculd en medio de cultivo Kirk
modificado, Se midieron actividades enzimiticas de
Manganeso Peroxidasa (MnP}. Lacasa v Lignina
Peroxidasa (LiPy, El cultive fue filtrade v concentrado
mediante ultrafiltracidn. Para la cromatogralia de
intercambio anidnica, se usé la resina AG"1-X2, Se estudio
el efecto del pH v de la temperatura en las enzimas. El peso
molecular de MnP fue determinado mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida. La mayor actividad enzimatica la
presentd MnP (130 U/L). La actividad de MnP fue optima 2
50°C v entre pH 4.5-3 5. Se estimé un peso molecular de
MnP de 44.000 Da. La recuperacion de MnP fue menor al
30%. La recuperacion de MnP fue baja. pudiendoe ser ésta
aumentada ajustando proximas condiciones experimentales,
sin embargo los datos obtenidos generan una bise para la
purificacion de MnP. Esta enzima podria ser empleada en
la remediacion de suelos contaminados con clorofenoles.

Financiamiento v Agradecimientos: Provecio Fondecyt
1050614

P263. ISOLATION OF Candida sp. OF THE ORAL
MUCUS OF PATIENTS SUBMITTED TO THE
CHEMOTHERAPEUTICAL TREATMENT.

Avrella ', Goulart L. S.!
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Oral candidiasis is an opportunist disease that catches
overall immunecompramised individuals, From Candida
5. that exbibit clinical manifestations. Candida albicans is
reported more frequently. Among the factors responsible
for increase of Candida infection prevalence, the anticancer
chemotherapy leads to opportunistic infections, as well as
the proliferation of normal microbiota. This treatment
cause an immune system compromisement. The aim of this
paper was evaluate the Candida sp. frequency in aral
mucus isolated of chemotherapy treat patients, beyond the
identification and phosphelipase enzimatic activity. The
samples had been covered in Sabouraud agar dextrose,
maintained for 48 hours at 37°C to mycalogical tests. Ten
patients had conferred leavemngs of Candida sp.. bemng all
C. albicans phospholipase producers. Possibly, the
chemotherapy effects are related with the appearance of
fungal infections in the analyzed patients,
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P264. OPTIMIZACION EN LA EXTRACCION DE
RNA POR DOS SISTEMAS COMERCIALES
PARA DETERMINAR LA EXPRESION DE
GENES EN Canrdida albicans POR RT-PCR.
1Optimization of two commercial systems for RNA
extraction to detected Calbicansy pene expression
by RT-PCR)

Bonet R.'. Silva V.

Programa de Microbiologia v Micologia, Faculiad de
Medicina, Universidad de Chile, Santiago. Chile.
vsilva® med uchife.cl

Con el propasite de analizar la expresion génica en €,
alhicansy. se evalud el rendimiento de dos sistemas
comerciales para extraccidn de RNA para ser amplificado
por PCR de transcripeion reversa (RT-PCR),

Para optimizar ls extraccion de RNA a partir de cepas
de C.afbicans aisladas de pacientes con candidemia. se
compard el rendimiento de los sistemas SV Total RNA
Isolation System (Promegal ¥ Total RNA Purification Kit
{V-Gene), siguiendo el protocolo descrito por los
fabricantes v evaluando cada etapa. Luego de estandarizar
un protocolo de extraccion de RNA, este fue transformada
a4 ¢DNA aplicando el kit M-MLV RT (lnvitrogen). Para
evaluar la expresion de RNA en C. albicans, se disefd un
ensayo de cultivo serizdo en YPD entre | a 9 dias de
incubacidn y un RT-PCR dirigido a las regiones 188 ¢ ITS2
del RNA ribosomal.

Bajo las condiciones estublecidas, el sistema Promega
presentd mejor rendimiento que el de V-Gene, Sin
embargo. 2l protocolo original de este laboratorio debid ser
modificado para optimizar su rendimiento. interviniendo
principalmente en el indeulo de la levadura v tratamiento
enzimitico. La expresion de RNA ribosomal fue deteciada
hasta ¢l quinte dia de wncubacian, siendo mavor la senal a
las 48h,

Financiado DI U de Chile, Proyeeto MULT (4:/07-2

P265. RELACION CLONAL ENTRE CEPAS
COMENSALES Y PATOGENAS DE Candida
albicans EN PACIENTES CON CANDIDEMIA.
{Clonal relationship among comensal and
pathogenic €. albicans strains from patient with
candidemia)

Castanén K.', Iturrieta J.', Tobar E.2, Lianos 0.2, Silva V',
"Programa de Microbiologia v Micelogia. *Hospital
Clinico, Facultad de Medicina. Universidad de Chile.
Santiago, Chile.
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Con el ahjetivo de determinar la relucidn entre cepas
patdgenas v comensales de Candida albicans en
candidemia. se realizd un estudio de cohorte en pacientes
criticos durante marzo a diciembre de 2005,

Se aislaron 35 cepas de C. albicans & partir de ocho
pacientes con candidemia. de las cuales 13 provenian de
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hemocultivo v las restantes de boca (6), recto (6}, vaging
(2}, orina (5) y otras (3). Las cepas fueron identificadas
segiin el método estandar y genotipificadas por RAPD
tamplificacion aleatoriz del DNA polimérfico} empleando
3 partidores arbitrarios en forma independiente. Por
andlisis de Coeficiente de Dice y UPGMA (Unweighted
Pair Group Method Whit Arithmetic Averages) se generd
un dendrograma de similitud.

Se determind en los oche pacientes, que al menos una
cepa comensial compartia origen clonal con la cepa
patdgena aislada de sangre. confirmando el origen
enddgena de esta infeccion nosocomial.

Financiado por D.1. U. de Chile. Proyecto MULT (4/07-2

P266. COMPARACION DEL CONTENIDO DE
HIDRATOS DE CARBONO Y PROTEINAS EN
CONIDIOS DE Botrytis cinerea. {Comparison of
carbohydrate and protein concentration in Barrytis
cinerea conidia)

Cotoras M., Gareia C,
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Los aistados naturales de Bowyris cinerea G35, G y
G11, ebtenidos de uva presentan diferentes requerimientos
para germinar. Los conidios de G111 germinan en agua. El
aislado G1 reguiere de una fuente de carbono para
germinar. En cambio, G35 necesita de una fuente de carbono
v de nitrogeno. Debido a que la germinacién es uno de los
eventos principales en la colonizacidn de un vegetal por un
hango fitopatégenc, el ohjetive de este trabajo fue analizar
si los conudios no germinados de los aislados G5, G1 v Gl
presentan diferencias en los contenidos de hidratas de
carbono o proteinas.

Para el anilisis de estos compuestos en los canidios sin
gernunar, se casechuron conidios secos, los que fueron
lisados en un mortero en presencia de nitrogena liquido y
arena purificada. En los extractos obtenidos se determind el
contenido de azicares totales. azdcares reductores,
trehalosa, manitel y proteinas.

El vontenido de aziicares totales y reductores fue muy
similar en los conidios de los tres aislados. El aislado G
presentd un mavor contenido de trehalosa y manitol, Los
asslados Gl y G5 contienen cantidades similares de estos
compuestos. Con respecto a las proteinas totales. el aislado
G11 tiene el doble de contenida que los aisiados G1 v GS.

De estos resultados se puede concluir que ¢l aislado
Gl1 no presenta un mavor contenido de compuestos de
reserva que explique su germinacidn en ausenciz de una
fuente ce carbono.

Financiamiento: Provecto IFS N C/2807-2 y Provecto
DICYT de la Universidad de Santiago de Chile
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P267. CARACTERIZACION DE Saprolegnia australis
POR RAPD-PCR. (Characterization of Saprolegnia
australis by RAPD-PCR)

Mansilla 1.2,

Fernandez F.', Avendaiio F3 Ownh C.2,

Zaror L2

‘Escuela de Tecnologia Médica e “lnstituto de
Microbiclogia Clinica, Universidad Austral de Chile.
‘Marine Harverst. S.A. Puerto Montt, Chile.
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Las micosis que afectan a los peces son poco conocidas
en acuicultura, a pesar de las pérdidas econdmica gue
originan en nuestro pafs. Saprolegnia es uno de los agentes
patdgenos presentes en la mayoeria de los centros de cultivo
de salmenideos, responsable de producir saprolegniasis. En
el presente trabajo se analizd la posible variabilidad
genética de 11 cepas de Saprefegnia anstralis de la
coleccitGn del Institute de Microbiologia Clinica-UACH,
por la técnica de RAPD-PCR utilizando 9 partidores
previamente descritos para dichos fines (Cerenius et al,,
200013, El andlisis reveld patrones diferentes para cada cepa
analizada. lo que tramsforman a esta técnica en una
excelente herramienta de andlisis v seguimiento
epidemioldgico. Es importante destacar que la gran
camtidad de cepas aisladas en Chile son clasificadas
errdneamente como Saprolegnia parasitica. hecho que
apova la utilizacion de técnicas moleculares que logren
pesguisar todas las posibles variantes genéticas de
Saprolegnia australis.

Financiamiento: MECESUP AUSO107, DID-UACH

P268. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIFUNGICA DE LOS DITERPENOS
ESCLAREOL Y 13-EPI-ESCLAREOL SOBRE
Botrytis einerea. (Characterization of the antifungal
activity of the diperpenoids sclareol and 13-epi-
sclareol on Borrviis cinereal

Mendoza L., Cotoras M., Sepiilveda C.

Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santingo
de Chite.
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Bowrviis cinerea, es un hongo fitopatdgene que ataca
las partes aéreas de los vegetales, En Chile, dada sus
condiciones climdticas existe una alta incidencia de las
enfermedades producidas por este hongo, las gque han sido
controladas con fungicidas comerciales. Sin embarge, ¢l
ripido surgimiento de cepas resistentes. junto con la
contaminacicn de suelos v aguas, ha disminuido el valor de
estos fungicidas para el control de 8. cinerea. Los
productos aislados de plantas, constituyen una zlternativa
para el cantrol de este patdgeno, Dentro de los compuestos
que han concitado interés se encuentran los terpenos,
ampliamente distribuidos en el reino vegetal v con una gran
wariedad de tipos estructurales.
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En este trabajo se caracterizd la actividad fungitdxica
de dos diterpenes del tipo labdano: ¢l esclareol, obtenido
comercialmente v el 13-¢pi-esclareol, aislado del exudado
resinoso de la planta Psendognaphalivm cheiranthifolium.
Ambaos diterpenos provocan una reduccidn del crecimiento
micelial de 8. cimerea v un retardo en la germinacidn de
conidios, siendo el esclareol, el compuesto més activa.
Estos compuestos actdan como desacopladeres de Ja cadena
transportadora de ¢lectranes y no alteran la integridad de la
membrana plasmatica.

B. ciaerea posee ademds un mecanismo de
destoxificacion conocido como biotransformacion, En este
contexte, se realizd la caracterizacion de los productos de
la biotransformacion del esclareol, Se aislé como
metabolite  biotransformade mavoritarie el 3f-
hidroxiesclareal.

Financiamienta: Provecto IFS N" F/3115-1 y C/2807-2 ¥
Provecto DICYT de [a Universidad de Santiago de Chile

P269. EFECTO DE LOS HERBICIDAS 24-D, MCPA Y
METSULFURON METIL SOBRE EL
CRECIMIENTO MICELIAR DE Gacumannomyces
graminis var. tritici. (Effect of 2.4-D, MCPA and
metsulfuron methyl herbicides on mycelial growth
of Gaewumannomyces graminis var. trifici)

Palma G.!. Bricefio G.'. Quiroz A.. Andrade O.F

'Depto. Cs. Quimica. Universidad de La Frontera. Casilla
54-D. Temuco. Chile. *Instituto de Investigaciones
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gpalma@ufro.cl.

Existen antecedentes que indican que los herbicidas
aplicados en el control de maleza interactian con el cultivo
v los microerganismos pudiendo influenciar la relacion
planta—patdgeno, aumentando la susceptibilidad de Ia
planta a Ja enfermedad. El objetive de este estudio fue
evaluar ¢l efecto de MCPA, 2.4-D ¥ metsulfuron metil
sobre el crecimiento de Gaewmanomyces graminis in vitre.
Se prepararon placas Petri con PDA v cada uno de los
herbicidas en dos dosis. Las placas fueron inoculadas con
un disco miceliar de § mm de didmetro e incubadas por 10
dias a4 22°C en oscuridad. El ensayo fue dispuesto ¢n un
disefio completamente al azar. con cinco repeticiones. Los
resultades indican que el crecimiento miceliar no mostrd
diferencias significativas. comparade con el contral durante
Jaos primeros seis dias del experimento. Sin embargo. se
ohservd una inhibicién en el crecimiento desde el octavo
dia para los tres herbicidas. A los 10 dias el crecimiento
miceliar fue 20, 16 v 34% menor que el control para
MCPA. 2.4-D v metsulfuron metil, respectivamente. Estos
resultados indican que la aplicacion de estos herbicidas
inhibe el desarrolio del hongo,

Financiamiento: Proyecte DIUFRO 120522
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P270. PESQUISA DE Chlamydia trachomatis EN
MUJERES ASINTOMATICAS EN EDAD
FERTIL DE LA PROVINCIA DE ARAUCO,
CHILE. {Detection of Chfamvdia trachomatis in
lertil age women from Aravce, Chile)

Castro E.!. Mardones X' Zidfiiga A2 Entrocassi A,
Rodriguer M.
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La infeccidn por . rrachamaris es de elevada
prevalencia en el mundo v cursa asintomdética en 70O a 8B0%
de los casos. Se analizaron 147 muestras de hisopados
endocervicales ohtenides de mujeres asintomaiticas.
controladas en ¢l Programa de Salud de s Mujer de la
provincia de Aravco. Chile: 68 gestantes, 13 en control
ginecelogico ¥ 66 usuarias de un método anticonceptivo
(MAC). Las muestras obtenidas provenian de las ciudades
de Arauco (n = 18), Cafiete (n = 61}, Los Alamos (n = [8),
Curanilahue {n = 21) y Lebu (n = 29). C. trachomatis fue
detectada mediante Nested PCR especifica para el gen
ompA de este microorganismo. En todas las muestras se
confirma la presencia de DNA amplificable, asi como la
ausencia de inhibidores para PCR, utilizando una PCR
especifica para el exdén T del gen de la fi - actina y una
PCR especifica para gen de TNF - «. De las muestras
procesadas se obtuvieron cinco positivas, 3.4%. Dos
correspondian @ gestantes y tres a psuarias de MAC, Los
serovares de estas muestras. obtenidos por téenica de
genclipificacién fueron E in = 3. Ho Ja (n = 1} y una
posible infeccidn nuxta. EI impacto de C. rrachematis en
esta poblacion es desconocida, lo que merece fuluras
mvestigaciones,

P271. PUESTA EN MARCHA DE UN BIOFILTRO
DE LECHO ESCURRIDO PARA LA
BIOOXIDACION DE COMPUESTOS
AZUFRADOS REDUCIDOS
CONTAMINANTES. (Starting up of a Biotrickling
filter for the bioxidation of contaminating gaseous
reduced sulphur compounds)

Aroca G, Arancibia A, Ciceres. M. | Valdebenito E.=,

Urrutia H.*

'Escuela de Ingenieria Bioguimica, Facultad de Ingenieria,
P. Universidad Catélica de Valparaiso, General Cruz N" 34,
Valparaiso. Chile. *Centro de Biotecnologia, Universidad
de Concepeion, Barrio Universitario 8/N. Concepeidn,
garoca@ ucy cl.

Los compueestos volatiles azafrados reducidos (gases
TRS) paseen uvn umbral de deteccion olfativo
extremadamente bajo v provocen serios problemas de
impacta ambiental. Los métodos quimicos para su
eliminacian son costosos ¥ poca eficaces cuando la carga
¢s baja. Mediante hiofiltracidn. utilizando bacterias
oxidadoras de azufre 1BOS) se postula que es posible
desarrollar una alternativa wenoldgics mds econdmicy v
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eficaz. Este trabajo reporta la puesta en marcha de un
biofiltre inoculade con Th. tioparas ¥ la caracterizacion
de la biopelicula generada, Se utilizd anillos de polietileno
comp saporte para la biopelicula ¥ medio de cultive rico en
tiosulfato, Luego de la inoculacidn, se tomaron muestras de
los anillos soporte v se caracterizd la biopeliculy mediante
microscopii electrénica de barrido. DGGE y andlisis de
RNA ribosamal 165 por hibridacidn con sondas especificas
iDot-Bloty. Posteriormente, se aplicd DMS{g) a la
columna, como fuente de Azuofre (sin tiosulfato en el medio
de cultive) durante cuatro semanas, v se realizd la
carzcterizaciin antes descrita. Los resullados muestran que
lu biamasa, Tuege de la puesta en marcha, corresponde
mayoritariamente a las bacterias de la especie inoculada.
Dichz biomass aumenta al reemplazar ¢l tiosulfato por
DMSig) constituyéndose en una biopelicula apropiada para
el tratamiento de TRS.

Agradecimientos: CONICYT Provecto FONDECYT
HI50318, P. Universidad Catélica de Valparaiso, U de
Cancepeidn

P272. SINTESIS DE COMPUESTOS AROMATICOS
Y CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE
GENES RELACIONADOS EN Saccharomyces
cerevisiae ECI1118 DURANTE
FERMENTACIONES VINICAS A 15°C ¥ 28°C.
{Svnthesis of aromatic compounds and related
penes expression guantification in Saccharomyvees
cerevisige ECLLIE during wine fermentations at
15°C and 28°C)

Molina A.M.!, Swiegers H.2, Pretorius §.2, Agosin E'.
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The yeast Saccharamyees cerevisiae produces desirable
aroma compounds during wine fermentation. In this work,
the influence of fermentation temperature on yeast-derived
aromz compounds was assessed. Twenty eight volatile
compounds synthesized by 5. cerevisize commercial strain
ECIIIS were guantified by HS-SPME-GC-MS using
Stable Isotope Dilution Awmalysis at different stages of
model must fermentations at 15°C {white wine) and 28°C
tred wine). The general aroma concentration was
significantly higher at 15°C. In parallel, the expression of
I genes involved i1n yeast aromatic pathways was
quantified by Real-Time PCR. Expression of all these
genes changed during the fermentation, while nine of them
showed differential expression profiles at 15°C and 28'C.
These resulls demonstrate that fermentation temperature
affects the aroma profile and final guality of wine by
modulating the expression pattern of genes enceding
enzymes involved in aroma pathways,

Financiamiento: Proyecto FONDECYT NY 1030688,
MECESUP. Eadeavour Australia Postgraduate and
Pasidactoral Research Fellowships
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P273. EN BUSQUEDA DE AISLAMIENTOS DE
Bacillus thuringiensis TOXICOS PARA Aedes
aegypti. (In searching of Baciliuy thuringiensis
isolates toxic 10 Aedes aegvpiis

Monella R.', Sauka D.'. Benintende, G.!

'Bicinsumos Microbianos. IMYZA-INTA. Castelar,
Buenos Aires, Argentina.
rmoneila®@cnia.inta.gov.ar

Algunas cepas de la bacteria entomopatigena Bacillus
theringiensis (B son wtilizadas como larvicadas biolégicos
para el control de enfermedades trapicales vectorizadas a
través de mosguites. brindando también, una alternativa de
menor impacto al use de insecticidas quimicos. El objetivo
de este trabajo fue seleccionar aislamientos de Bt nativos
de Argentina con toxicidad alta para larvas de Aedes
aegvpts {Ax) que potencialmente puedan ser usados para el
control eficiente de este insecto vector. Se analizaron 270
aislamientos de Bt pertenecientes al cepario del IMYZA-
INTA. Los ensayos bioldgicos de toxicidad fueron
realizados utilizanda 20 larvas de Aa de cuarte estadio
temprano por ensayo en recipientes conteniendo 100 ml de
agua declorada. A estos se le agregd una dosis alta de un
complejo espora-cristal de cada aistamiento en estudio.
Como control positivo se utifizé una cepa de Bt serovar
fsraclensis (IPS82). La mornalidad se registrd luego de 24
horas de incubacion a 28°C. Se obtuvieren |8 aislamientos
(6,7%) que demostraron una mertalidad del 100% y
aquellos con un porcentaje menor fueron descartados para
estudios futuros, Estos estudios texicoldgicos preliminares
permatieron la scleccidn de Bt toxicos para Aa y abrieron
un camino posible a la seleccion de los aislamienios mads
txicos gque podrian ser utilizades como ingrediente activo
de nuevos productos.

P274. PRODUCCION DE  PIGMENTOS Y
EXOPOLISACARIDOS DE LA
CIANOBACTERIA MARINA Limnothrix EN
CULTIVOS DISCONTINUOS. (Pigment and
exopalisaccharide production of the marine
cyanobacterium Lirmnothrix in batch culiures)

Ortega J.. Rosales N, Morales E.

Universidad Del Zulia. Maracaibo, Venezuela,
everm® pmnet.com

El cultive de cianobacterias marinas productoras de
metabolites de interés comercial reviste sumo interés, Se
reporta el crecimiento, produccion de pigmentos ¥
exopolisaciridos en cultivos discontinuos alimentados ¥ no
alimentados; v a dos concentraciones de nutrientes ALGAL
a4y 12 mM de NaNO; de Limnothiric sp. En ambas serics
de cultives se analizd el crecimiento mediante turhider ¥
pesa seco, asi como también el contenido de clorefila a.
carotenoides, ficobiliproteinas v exopolisacdridos, La
concentracion de nutrientes parece estimular el crecimiento
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de Limnrethriz. mis que la modalidad de cultivo. EI mayor
pesa seco se registrd o 12 mM tanto en cultivo alimentado
coma en el no alimentado: asimismo para clorofila y
carolenoides con 1793 £ 158 v 300 = 048 peg mL!
respectivamente. en relacion a 4 mM NaNO;. El miximo
valor de ficocianina correspondit al tratamiento alimentado
a4 mM NaNO; con 139,53 = 15,09 pg mL'. Esto sugiere
una mayer eficiencia de produccidn en los cultives
alimentados e independencia de la concentracidn de
nutrientes. En cambio, los valores mds elevados de
exapolisacaridos se encontraron ¢n los no alimentados a 4
mM, con 1,62 = 031 mg mL'. Esta cepa de Limnorkix
presenta poetencial para la produccion de clorofila
ficocianina en cultivos alimentados v de EPS en cullivos
discontinuos.

Trabajo financiado por FONACIT-proyecto No S1-
2DMHIOOTEG

P275. QUANTITATIVE RESPONSE OF
Saccharomyces cerevisiae TO FERMENTATION
TEMPERATURE. (Fisiologia cuantitativa de
Saccharemyces cerevisiae en respuesta a la
temperatura de fermentacidn}

Pizarre F.', Jewert M 2, Nielsen 1.2, Agosin E.!

'Department of Chemical and Bioprocess Engineering,
Universidad Catdlica de Chile, Casilla 306-22, Santiago,
CHILE. *Center for Microbial Biotechnology. BinCentrum-
DTU. Technical University of Denmark.

fpizarmo@ing .puc.cl

Problematic fermentations are common in the wine
indusery. Nutritional deficiencies and temperature extremes
are the most common causes of stuck and sluggish
fermentations. Both nitrogen deficiency and low tank
temperature diminish yeast's metabolic activity, as well as
biomass vield, Using continous cultures to allow well-
defined physiological features, we combined DNA
microarrays and targeted metabolite analyses 1o
characterize the physiological response of laboratory and
industrial wine yeasts strains to fermentor temperature in
N-limited. anaerobic cultures at 30°C and 15°C.
Irrespective of the strain wsed, we found significantly
higher nitragen to biomass yields at 15°C. indicating a less
efficient nitrogen metaholism at low temperature.
Mareover, cells grown at low lemperature exhibited
decreased glycelytic flux and fermentative capacity.
Finally. lower expression of heat shock proteins and ao
induction of STRE mediated genes showed that yeast cells
exhibit a decreased general stress response at 15°C, The
applied considerations of these results are discussed.

Funding af this work by Fondecyt grant N” 1050688 and
Center for Microbial Biotechnology. Technical University
of Denmark is greatly acknowledged
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P276. INFLUENCIA DEL LICOR DE MACERACION
DE MAIZ SOBRE EL CRECIMIENTO DE
Schizochytrium [imacinum. (Influence of com
steep liquer on grawth of Schizechytrinm
lemacinwm)

Romero J., Zifiga M.E., Gentina J.C,

Escuela de Ingenieria Bioguimica, Pontificia Universidad
*q

Catalica de Valparaise, Chile.

judithromero @ gmuail com

Schizoshvieium fimacinem ¢ un microorganismoe de
interés industrial debido a su capacidad de acumular dcido
docosahexaenoicn., Como parte de un estudio de
optimizacion de las condiciones de coltive de 5. fimacinam,
se determind la influencia del licor de maeeracion de maiz
(LMM i, como sporte de factores de crecimiento. sebre el
rendimiento del crecimiento de la poblacion celular.

Las experiencias se realizaron en matraces a pH 5 ¥
287C. Se utilizé un medio basal con 10 @/l glucosa, 2 oL
(NH :50., 2 o'l KH,PO,, 15 /L de sal de mar v 4
vitaminas. A cada matraz se le adicioné una cantidad
creciente de LMM a fin de determinar su rendimiento como
fuente de carbono, nitrdgeno v como factor de crecimiento.
los que resultaron ser (LE6, 0,47 ¥ 3.27 ¢ hiomasa’g LMM
respectivamente. En los cultivos realizados sin adicion de
LMM, no se consumid loda la glucosa v se alcanzd una
concentracion de biomasa de 307 2/l con un rendimiento
de (.38 ¢ biomasa'e glucosa. La adicién de LMM en el
medie de cultivo auments el consumo total de glucosa ¥
me jors su rendimiento. Trabajando con 0.6 ¢/l de LMM se
abtuva una concentracidn final de bomasa de 4.2 /L v un
rendimiento de 044 g biomasa’g glucosa, Valores
superiores de LMM en el madio de cultive no provocaron
mavoer cambio en el crecimiento celular,

Financiamienta de Proyecto DI 203.741-05. PLICY

P277. MeeP136 A NEW COLD-ACTIVE MICROCIN
PRODUCED BY A PSYCHROPHYLIC Serratia sp.

Siinchez L.A.. Farina J.1.. Delgado O,
PROIMI-CONICET, Av. Belgrano y Pje. Caseros (300,

Tucuman. Argenting.
Isanches @ proim:.org.ar

Antimicrohial peptides are molecules widespread in
life forms to mediate competition, and their industrial
production could he important for the potential use as
presecvatives in food, cosmetics and pharmaceutical
industries. Cold environments could be a suitable source of
micraorganisms with ability to produce caold-active
antimicrobials of biotechnological intenest.

A new psychrophilic Serratia sp. producing a new
cold-active microcin was isolated from Isla de les Estados
(Tierra del Fuego, Argentina) soil samples. The aim of the
study wis o produce the antimicrobial compeund in a
batch culture and its partial characterization.
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The isolate was identified by partial sequencing of the
165 rDNA and gywB gene. Batch fermentations were
carried cut in a BIOFLO 1l bioreactor under pH.
temperature and DO, controlled conditions. Trypsin.
proteinase K, pronase E, ciatalase. peroxidase. hipase and _-
amylase were used to determine the antimicrobial nature.
Antimicrobial M, was ¢stimated by the free cell
supernatant flow throwgh a dialysis membrane. The protein
net-charge was determined by agarose gel electrophoresis
and the activity was visualized by tricine-PAGE.

The antimicrobial compound is a thermo-stable low M,
protein, produced during the stationary growth phase. It has
a broad range of pH activity {1-13) and inhibitor effect
against both Gram (43 and Gram (-}, Mitomycin C has not
induction effect.

AISLAMIENTO Y SELECCION DE HONGOS
FILAMENTOSOS PRODUCTORES DE
EXOPOLISACARIDOS, SUSTANCIAS
ANTIMICROBIANAS Y ENZIMAS DE
INTERES BIOTECNOLOGICO. (Screening of
filamentous fungi for the producton «of
exopolysaccharides, antimicrobial substances and
motechnolagically interesting enzymes}

278.

¥Yifarta 5.C.°, Fernindez P.M.', Figueroa L.1.C.'%,
Delgado O.D.", Farifa J.I.

'PROIMI-CONICET., Av. Belgrano ¥ Caszros.
(T2001MVB) Tucumdn. Argentina. “Microbiologia
Superior, UNT. Tucumin. Argentina,

sevinarta@ hotmail com

Se estudid la utibzacion de 9 hongos natives de
Argentina para la produccidn de exopolisaciridos (EPSsi,
enzimas  de  interés  bhiotecnoldgico, sustancias
antimicrobianas ¥ biorremediacidn. La produccion de EPS
fue evaluada por cultivo en medio liquido durante 7 ¥ 14 d
a 23°C. Los EPSs fueron precipitados con isopropanal ¥
secados a 105°C. Celulasa, xilanasa. amilasa. p-
ealactosidasa, pectinasa, proteasa. laminarinasa, lipasa,
yuitinasa fueron detectadas con sustrates especificos:
actividad decolorante frente a Vilmafix Blue RR-BB y
actividad antimicrobiana frente a E. ecali v L.
manocyviezenes. La wdentificacion de los hongos se realizd
por secuenciacidn del dominio DI'D2 del ADNr 268 ¥
genes de citocromo oxidasa, Casi todos los hongos
maostraron produccidn de EPS con concentraciones v
rendimientos variables. La morfologia varid entre pellets v
crecimiento filamentoso disperso, con [flucteaciones en
color, consistencia v viscosidad. La mavoria de los hongos
fue capaz de bipdecolorar, producir sustancias
anumicrabianas ¥y al menos 3 de las actividades
enzimdticas ensavadas, confirmande su potencial
hioteenalégica.

PICT 14496:03 BID 1728/0C-AR, CIUNT E-324/D-311,
PIPG20Z
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P279. OBTENCION DE FITASA DE Aspergillus ficeunm,
UTILIZANDO SISTEMAS DE CULTIVO EN
ESTADO SOLIDO Y SUMERGIDO, (Obtaining
Aspergillus ficoum phytase. by solid state and
submerged culture systems)

Lerchundi G.!. Costa M =, Martinez M A *, Cércamo J.G #

'Tesista carrera de Bioguimica. Universidad Austral de
Chile, Valdivia, Chile. *lnstituto de Ciencia v Tecnologia
en Alimentos. Universidad Auwvstral de Chile. Valdivia

Chile. “Instituto de Farmacia, Universidad Austral de
Chile. Valdivia Chile. nstituto de Bioquimica.

Universidad Austral de Chile. Valdivia Chile.
gerhardlerchundi@uach.cl

Las materias primas de origen vegetal usadas en la
elaboracion de alimentos para animales presentan una
importante fuente de Fdsforo en forma de dcido fitico, ¢l
que al no poder ser degradado por monogastricos, obliga a
tequerir la incorporacion de fuentes adicionales de Fosforo
¥ conduce a serios problemas de tipo ambiental. Por tal
razon. la adicidn de fitasas en las dietas resulta en una
opeion razonable.

El objetive de la presente investigacion fue producir
una enzima fitasa provemiente de lau cepa DSM 932 del
hongo Aspergiliuy Jicowm, mediante fermentaciones en
sustrato solido v sumergido usando ingredientes vegetales,
Los resultados obtenides indican que es factible la
obtencion de fitusa de lz cepa DSM 932 de A. ficuwm, si
esta ¢s llevada a cabo en los medios disefados para ambos
tipos de fermentaciones, Se logrd llevar a cabo la
purificacién parcial v concentracion de un extracto de
fitasa proveniente de wna Fermentacion sumergida usando
filtracion. microfiltracion v ultrafiltracién. Al comparar
ambas fermentaciones, los mavores niveles de fitasa se
lograron ¢n sustrato salido.

Tesis financiada por PROYECTO DID-UACH N° S-
200308

P280. AP 50: CARACTERIZACION DE UN PEPTIDO
SINTETICO DERIVADO DEL SISTEMA
INMUNE DEL OSTION DEL NORTE QUE
INHIBE IN VITRO ESPORAS DE Saprolegnia
Parasitica.

Arenas G. ', Guzmidn F.', Schmitt P, Marshall 8./

Labaratorio de Genética e Inmunologia Molecular.
Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso'.
Valparaiso.Chile.

fanny . guzman@ucy cl

El objetivo del presemte trabajo es sintetizar ¥
caracterizar un péptido antifingico derivado de la
secuencia de una molécula inmunitaria purificada de
hemocitos del ostidn del Norte, La sintesis del péptido se
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realizd utilizando resing PMBHA de sustitucion 0.4 meg'g
par ¢l método t-Bee, con newtralizacién in sirw y
desproteccién fimal con HF. La caracterizacion y
purificacion se realizd por HPLC, con una columna C-18 ¥
el peso molecular se determind por espectrometria de
masis (MALDI-TOF}. La estructura secundaria fue
determinada  por  dicroismo  circular (DC)  con
trifluoroetanal al 30%. La actividad antimicrobiana se
establectd por ensayos de inhibicidn de crecimiento de
cepas bacterianas y QDingicas seleccionadas, evaluados
mediante turbidez en microplacas. El péptido sintetizada
fue purificado en un 98%. determinindose un peso
maolecular de 30301 Da con una estructura tipo poliproling
determinada por DC. Se determindg que el péptido a una
concentracién de 0.2 mg/mL es un buen inhibidor fingico
pere na inhibe el crecimiento bacteriano, Los resultadoes
demuestran gque & partir de secuencias naturales se pueden
obtener derivados sintéticos en gran escala manteniendo o
actividad bioldgics del péptido natural.

Financiamiente DI-PUCYV Provectal 22-7491/2{K6
Agradecimientos Fundacion Instituto de Inmunologia

(FIDIC). Bogati .Colombia

P281. DETECCION DE GENES cryd EN
AISLAMIENTOS DE Bacillus thuringiensis DE
ARGENTINA. (Detection of crvd genes in Bacillus
thurigiensis iselates from Argentina)y

Sauka D., Basile J.. Monella R.. Benintende G

Bioinsumos Microbianos. IMYZA-INTA. Buenos Aires,
Argentina,
dsauka@ cnia.inta.gov.ar

Los genes cryd de Bacillus thuringiensiv (Bl) se
clasifican en dos subclases (ervdAa v erv4Ba) basados en
la similitnd de secuencias de aminodcidos de las proteinas
msecticidas tdxicas para dipteros gue elles coditican. Estos
genes s¢ encuentran cominmente formando parte de cepas
de Bt serovar israelensis, ingrediente activo de larvicidas
bioldgicos utilizados para el control de mosguitos vectores
de enfermedades transmitidas a humanos. Con el objetiva
de aportar informacicn sobre la presencia de estos genes en
aislamientos nativos de Bi, se desarrolld una estrategia
basada en una amplificacidon génica maltiple {PCR-
multiplex}. Se analizaron 270 aislamientos de B
pertenecientes 4 la coleccion del IMYZA-INTA. Se
amplificaron los genes crvd mediante tres cebadores: uno
ceneral para orvd v otros dos especificos para crydAg ¥
crydBa, respectivamente. La combmacion de genes crvdda
¥ orv4fa fue detectada en |8 aslamientos (6,7%). No se
enconiraron aislamientos con estos gengs en forma
individoat, La disponibilidad de cepas nativas de Bt con
genes “masquitncidas” podria ser pelencialmente valioso
para ¢l desarrollo futuro de un bininsecticida focal,
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P282. AD.-\P:[':\CIUN DE B. licheniformis S-86 AL
ESTRES. (Adaptation of Bacillas ficheniformis 8-
86 to stress)

Torres 8., Castro GR.'2

'PROIMI, Tucumién. Argentina. “Depariment of
Biomedical Engineering - Tufis University. MA. USA.
sebatk® hotmail.com

La respuesta adaptativa de B. Nehenigformis S-86 al
estirés salino ¥ por aleoholes Tue estudiada,

La cepa fue cultivada (48 h. 530 °Ci en un medio de
cultiva suplementade o no con alcahol isoamilico (1501
{0.1-0.8% viv) y NaCl (0.5-2.5 M). El crecimienta fue
evaluade determinande UFC/ml v la velocidad de
crecimiento, La morfologia celular fue estudiada en
bacterias en crecimiento exponencial mediante microscopia
electrénica de barrido v transmizién. La actividad esterasa
fue determinada ¢ las 24 v 48 h, La hidrotobicidad de las
células fue nvestigada midiendo su alinidad por 15O v n-
hexana,

La presencia de 150 06% o NaCl 1.5 M produjo
aproximademente 80% de inhibicién en el crecimiento y el
avmento en la longitud celular 154 v 1.9 veces
respectivamente): mener relacion superficie/volumen (11.6
y 11.9 respectivamente; 12,5 en controly: anormalidades en
la division celular v células con una superficie casi lisa
comparada c¢on el control cuya superficie se observa
rugosa: menor afinidad de las células por 1SO (< 1% en
amhos compuestos: [0% en control). Ademds, se observa
incremento en la produccion de esterasas en presencia de
ISO {01 a {1,6%). mientras gue el NaCl produjo un efecto
inhibitoric. 153 y NaCl indujeron ea B. licheniformis S-86
alteraciones morfologicas, probablemente asocizdas a un
mecanismp general de resistencia. Sin embargo en
respuesta al IS0 posiblemente intervengan otros
mecanismos refacionados con la produccidn de esterasas.

P283. AUSENCIA DE REPRODUCIBILIDAD EN EL
ANALISIS DE Bacillus thuringiensis MEDIANTE
REP-PCR  UTILIZANDO TEMPLADOS
OBTENIDOS POR DIFERENTES
TRATAMIENTOS. (Lack of reproducibility in
Bacilius thuringiensis REP-PCR based snalysis using
templates obtained by different treatments)

Basile J., Benintende G.. Sauka D.

IMYZA-INTA. Buenos Aires, Argentina,
dsauks@cniainta.gov.ar

Si bien la serotipificacion del antigeno llagelar es el
método aceptado de clasificacion para la bacteria
entomepatogena Bacillys thwringiensic (B1), es sabido gque
aislamientos pertenccientes al mismo serovar puzden ao
compartir los mismos caracteres {enotipicos o genotipicos.
La PCR basada en secuencias palindrémicas extragénicas
repetidas (REP-PCR) puede ser usadia como un métodn miés
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previso para clasificar a B El uso de cebadores disenados
en base 4 secuencias REP brinda amplicones gue generan
perfiles electroforéticos distintives para las diferentes
cepas. El objetive de este trabajo fue cvaluar la
repraducibilidad de Ja REP-PCR utilizando templados
obtenidos mediante tratamientos sencillos, como hervor ¥
digestién c¢on proteinasa K de suspensiones de Bi. en
comparacion de aquelles obtenides con una extraccion con
lisozima, SDS, RNAsa, ete. Las reacciones reahizadas con
templados provenientes de los dos primeros tratamientos no
generaron amplicones visualizables o brindaron perfiles
electroforéticos diferentes entre ellos o en comparacion con
las realizadas con ¢l tercer tratamiente. En conclusidén, el
tratamiento utilizado para obtener los templados para REP-
PCR influye en la reproducihilidad del analisis v pareceria
que la extraccion mids compleju seria dificil de reemplazar
por ofro mais simple.

P284. PRODUCCION A NIVEL PILOTO DE FITASA
DE  Aspergillus  fienum, UTILIZANDO
SISTEMAS DE FERMENTACION EN ESTADO
LIQUIDO ¥ SOLIDO. (Pilot production of
phytase from Aspergiflus ficcam using solid-state
fermentation and submerged fermentation)

Yillarroel F.', Costa M. , Schithitz R.%, Ah-Hen K2

Tesista carrera de Ingenieriz en Alimentos, Universidad
Austral de Chile, Valdivia, Chile. *Instituto de Ciencia ¥
Tecnologia en Alimentos, Universidad Austral de Chale.
Valdivia Chile.

francisce_villurroel@hotmail .com

El ohjetive principal fue producir elevadas
concentraciones de enzima fitasa de Aspergillus ficuem v
obtener parimetros de escalamiento. Para lo anterior, se
realizaren fermentaciones. en estado sélide ¥ sumergido.
sohre sustratos compuestos por residoos agrommdustriales
vegetales., Se wulizéd un fermentador de 14 L a una
temperatura de 28°C v pH de 5.5 para la fermentacidn
liguida w la fermentacion sdlida se lievd a caba en un
cilindro de vidrio rotatorio a una temperatura de 25°C. En
la fermentacion liguida se variaron dos parimetros. nivel
de aireacion (vvm} y velocidad de agitacion,

Los resultados muestran altos niveles de produccidn en
ambos  sistemas. La fermentacion solida mostra
rendimientos mds altos que la fermentacion liguida. No
obstante, las ventajas que presenta la fermentacidn liguida
por sobre la sélida respecto del comtral de las distintas
varizbles del proceso para la ebtencidn de parimetros para
¢l escalamiento, ademds del manejo del sustrato y facilidad
para la postersor extracciin de la enzima, hacen de la
fermentacicén ¢n estado liguide igualmente una alternativa
viable para fa produccién de fitasa a un nivel industrial.

Tesis financiada por PROYECTO DID-UACH N° S-
200634
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P285. METHOD FOR LARGE-SCALE PRODUCTION
OF Dicyma pulvinata.

Melo DF., Mello S.C.M.

Embrapa Recursos Genélicos ¢ Biotecnologia, C.P. 02372,
CEP TO7T0-9KY, Brasilia (DF), Brasil.
smello@ cenargen.embrapa.br

Dicyma puivinara is a mycoparasite found in different
geagraphic areas of Brazil and in other countries; however,
it 15 stall little studied. This fungus shows potential for the
biocontrol of the South American Leal Blight of the rubber
tree. caused by Microcvolus wlei. The objective of the
present work was to develop technology for mass-
prisduction of this biocontrol agent. In this wav, the effects
of different substrates, regimes of light, temperature and
nutritional sources in the growth and sporulanion of the
antagonist was evaluated, as well as metheds of drying and
storage of the preduced spores. The methed found 1o be
most efficient for large-scale production of D, puivinaia
was culture in polypropylene bags. using parboiled rice as
substrate. The carbon sources glucose and suerose allowed
the fastest growth of the colonies, while sucrose and starch
improved the sporulation of the fungus. In parboiled rice.
addinonal carbon sources produced no difference from the
control while smmonium sulphate was the most favourable
amang the tested nitrogen sources. Photoperiods of (1 and 6
hours promoted greater mycelial growth and continuous
light favoured sporulation. In relation to temperature, it
was observed that the fungus grows and germinates
between 19 and 25°C. In spores dryving essays. three davs in
a desiccator was the optimum period. In storage. spores
after harvest were found to be shoert-lived, indicating the
necessity of developing formulated preparations.

P286. ANALISIS DE RIESGO EN EL ENSAYO DE
ESTERILIDAD PARA PRODUCTOS
LIOFILIZADOS.

Trimifio J.A.', Burguet N.!, Sdnchez, M./

'Laboratorios Liorad. Ciudad de La Habana. Cuba.
trimi @ liorad sld.cu

La produccion de medicamentos de una alta
efectividad. mediante costos racionales constituyen una
prioridad de nuestro pais. conociendo gue se trata de una
esfera altamente competitiva signada por los designios de
los paises mds desarrolladas, guienes establecen
regulaciones cada vez mas estrictas con dnimo excluvente v
en ¢l gue nuestro pais se asoma con dignidad v talento,

En la actvalidad existe una creciente tendencia u la
liberacion en tiempo real de las producciones. sobre la base
del conocimiento integro de los procesos para la garantia
de los productos y su comercializacion de forma inmediata,
este conocimiento implica la valoracidn de los riesgos de
los procesos. incluso en nuwestros disgs, muchas de las
inspecciones reabizadas por la FDA, toman como base la
valeracidn de los riesgos.

De modo que lo que hoy se presenta como una guimera
serd un hecho concreto en el futuro, para lo cual debemos
estar preparados.
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En tal sentido ¥ coma ejercicio. nos propusimos un
valoracidn de los riesgos de posible ocurrencia en el ensavo
de esterilidad para productos lofilizados. aun cuando s
vislumbra la desaparicién de este ensayo por sustitucion
con métados mis efectivos vy rapidos, no obstante el
conocimiento en estos mamentos de las posibles zonas de
fallas durante el ensayo para este tipo de producto, resulta
atil, de modo gue mediante el test Diagrama Ishikawa o
Test causa -efecto analizamos todos ¥ cada uno de los
elementos de la metodologia. comprobande que para ef
caso de productos liofilizados la reconstitucion del mismo
es de por si un riesgo de falla, por la intervercion de la
sustancia selubilizadora v la geperacion de una mayor
manipulicion del producto,

Agradecimiento: Agradecer a los Laboratorios Liorad por
todo ¢l apoye brindado para la realizacion de este trabajo

P287. TRATAMIENTO DE UN EFLUENTE
PAPELERO CON Anthracophyllum discoler
INMOVILIZADO EN ESPUMA DE
POLIURETANO, (Treatment of Kraft mill
wastewater with the fungus Anthracophylinm
discoler immobilized on polyurethane foam)

Tortetla G.', Cea M.'. Rubilar O.!. Rodriguez R.2. Diex
MCH

"Programa de doctorado en Cs. de Rec. Naturales, Dpto. de
Ing. Quimica, Univ. de La Frontera, Temuco, Chile.
“Depto. de Biotecnologia v Bivingenieria. CINVESTAV,
México. 'Depta. de Ing. Quimica. Univ. de La Frontera.
Temuco. Chile.
gtartell@ufro.cl

El presente trabajo tevo por objetivo determinar la
cficiencia de micelio immovilizado de Anthracophvlium
discolor, ¢n el tratamiento de un efluente de la mdestria de
Ia celulosa. El micelio fue inmovilizado en cubos de
poliuretano de lem’ y posteriormente adicionadoes en un
biorreactor de lecho fluidizado, conteniendo 300 ml de
agua residual. El biorreactor se mantuve a T° ambiente y
con un flujo de aire de BOOml‘min. El pH inicial del medio
se ajusto a 5.6, Los pardmetros analizados fueron, pH.
color. DQO v reduccion de clorofenoles. Se determing
ademis la presencia de manganeso peroxidasa o lacasa, El
pH final del medio fue de 4.5 v se determind una reduccion
de color y DQO de un 75% v 65% en las primeras 24 hrs
respectivamente. La remocion de coler debida al soporte
solo alcanzd un 12%. Los clorofenales que se degradaron
yio transformaron mis rdpidamenie fueran los de menor
grado de halogenacion, alcanzando valores cercanos al 93%
de reduccisn. Se detectd solo la presencia de MnP. A nivel
de reactor, se abservd que es posible aumentar la eficiencia
en el tratamiento del efluente papelero si se utiliza micelio
mmaovilizado comparado con células libres,

Agradecimientos: Provecto Fondecyt 1050614
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P288. UTILIZACION DE RADIACION IONIZANTE
COMO METODO DE ELIMINACION DE
MICROORGANISMOS PATOGENOS EN
CIRUELAS DESHIDRATADAS., (The vse of
ionizing radiation as a methed of eliminating
pathogenic microorganism in Dehidrated Plums)

Cristdbal Salinas Larrain; Carolina Sandoval: Compaiiia
Chilena de Esterilizacion (CCE-CHILE)': Marcela
Olivares; Pedra Bouchon: Departamento de Ingenieria
Quimica v bioprocesos de la Universidad Catélica de Chile.

Este estudio se realizd con el fin de aplicar el use de la
Energia lonizante como uma tecnologia que reduzca de
forma efectiva la carga microbiana v posibles patdgenos de
desarrofla comin en frutas deshidratadas como Aerobios
Mesofilos, Mohos v Levaduras. A su vez. gracias a esta
reduccion microbianz, la aplicacion de esta tecnologia,
demaostré que la Energia lonizante es efectiva para la
sustitucion del Sorbata de Potasio en ciruelas deshidratadas
¥ para aumentar la vida atil de este preducio.sin
maodificaciones organoléplicas perceptibles por el cliente.

Para el estudio de vida til se utilizé un grupo de ciruelas
SIN aplicacion de Sorbato ¥ lonizadas ¥ un grupo contral Con
Sorbato ¥ sin fonizacion. urilizando muestras de SO0 g de fruta
envasada en balsas de polictileno selludas, Estas muestras
fueron tratadas con energia, lomzante en dosis de 5 y 10
KGy!. Lu experiencia fue realizada consideranco un periodo
de almacenamiente acelerado de 90 dias bajo condiciones
controfadas de temperatura y humedad, concluyenda gue [os
resultados microbicldgicos mostraron que la dosis de 10 KGy
resultd ser Ja mas efectiva, no presentando contaminacion en
todo ¢l periodo en estudio,

A partir del dia 45 [as muestras control presentaron un
clara deterioro visual producto del dafio microbialdagico. Sin
embargo, en las muestras wnizadas el producto se mantuvo
en buenas condiciones hasta el fipal del estudio. con
excepcion de las muestras tratadas con 5 kGy del productor
2, que presentaron una leve presencia de hongos en el dia 600,

El andlisis microbialdgico. de las muestras control.
mostrd valares promedio de 1.3 x 10% (ufefg) para
Recmento de Aerobios Mesofilos. <1.00 x 10% (ufc/g) para
Mohos ¥ de <5 x 107 (ufe/g) para Levaduras. Los resultados
obtenidos con [a aplicacion de Energia lonizante a 5 v 10
kGy mostraron una reduccion general en el crecimiento con
un valor promedio de 10¥ v 10 (ufe/g) para los tres grupos
de Microorganismos.

kGy: corresponde a 1000 gray. Un gray corresponde a
la unidad de dosis absorbida por la materia que eguivale a
la energia absorbida de un jouleke.

P289. COMPARACION DE LA RESPUESTA FRENTE
A UNA EXPOSICION AGUDA A COBRE EN
COMUNIDADES BACTERIANAS DE UNA
ZONA INTERMAREAL ROCOSA, ( Comparison
af the response 10 an acute copper exposurg in
bacterial communities from intertidal rocky zones)

De la Iglesia R, . Valenzuela D.-, Andrade §.°. Correa J°.,
Goneilez, B.!

[Depto de Genética Molecular y Microhiologia. “Depto. de
Ecalogia. Facultad de Ciencias Bioldgicas, & CASEB. P.
Universidad Catdlica de Chile.

rdelaigl @ hio puc_cl

El cobre e5 un micranutriente esencial para el correcte
funcionamiento celular, pero en niveles altos es txico para
muchos orgenismos. En ¢l none de Chile. la explotacion
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minera ha generado una gran liberacidn de cobre en las
zonas intermareales costeras. En Chafaral este efecto es
altisimo demostrdndose que altos niveles de cobre en el
agug de mar han cavsado una dristica disminucién en la
rigueza v diversidad de macroorganismos. Sin embargo,
estudios recientes han demostrado gue el cobre no produce
una alteracion en la rigueza v diversidad, sino mds bien en
la estructura de las comunidades bacterianas. En este
trabajo se compard la respuesta @ una exposicién aguda a
cobre de comunidades baclerianas asociadas 2 la superficie
rocosa del intermareal, Uwnlizando microcosmos ¥
metodologins mdependientes de cultivo, se observi gue las
comunidades que provienen de sitios impactados se
mantienen estables, pero comunidades provenientes de
sities no impactados presentan fuertes cambios en su
estructura. Mds aidn. se observa gue los cambios
experimentados por las comunidades de sitios no
impactados generan un patrdn muy similar al gue se
observa en las comunidades provenientes de sitios
impactados. Esto apova la idea que altos niveles de cobre
gencra cambios direccionales en las comunidades
microbiamis.

Financiado por FONDAP-CASEB (grant |1500-000],
program 71, v el Niclee Milenio EMBA PO4/POOT-F

P290. TRANSFORMACION DE ARSENICO POR
BACTERIAS RESISTENTES AL METALOIDE,
PRESENTES EN SEDIMENTOS DEL RIO
CAMARONES, I REGION, CHILE. (Arsenic
transformation by metalloid-resistant bacteria
isolated from sediments of Camarones River, |

Regidn. Chile)

Escalante G.'. Valenzeela C.°. Campos V.'. Zaror C2,
Yafez J'. Mondaca M.A

'Depto. de Microbiologia, ‘Depto de Ingenieria Quimics,
‘Depte de Quimica Analitica, Universidad de Concepeidn.,

Los microorganismos presentes en sueles v ambientes
acudticos juegan un rol fundzmental en el ciclo
biogeoguimico del arsénico.

El objetivo del trabajo fue detectar la transformucidin
bioldgica de As en sedimentos. enriguecides con el
metalonde, v seleccionar bacterias resistentes a As.

La transformacion biologica del As, en los sedimentos,
fue estudiada en experimento en columna. La deteccidn de
As 1T v As WV se realizé por HPLC. Las bacterias aisladas
desde muestras de sedimentos fueron idemtificadas
mediante el sistema RaplD (REMEL. INC). Las
propicdades redox se investigaron cualitativamente
utilizande KMnQ,.

Se aislaron 104 cepas bacterianas, de las cuales el 93%
correspondio a bacilos Gram negatives fermentadores v ¢}
7% a no fermentadores. De las bacterias ensayadas. el 665
reduce As W, el 4% oxida As I11. ¢l 7% lieme ambas
actvidades v ¢l 23% no presenta actividad redox.

De los resultados obtenidos se concluye que las
muestras de sedimento presentan una actsvidad biolégica
responsahle de fa transformacion de As, dada por bactenas
heteratréficas reductoras v'o oxadantes. las que estarian
participando en la especiacion v distribucion del As en ¢l
ambiente.

Provecto DIUC N" 204 036 .027-1.0



POSTERS

P291. DIVERSIDAD GENETICA ¥ FUNCIONAL DE
BACTERIAS NITRIFICANTES DEL SUELO
EN RESPUESTA A LA ADICION DE AMONIO.
(Genetic and functional diversity of soil nitrifving
bacieria in response to the addition of ammonium)

Espinosa F., Orlando 1., Alfaro M.. Cara M.

Facultad Ciencias. Universidad de Chile. Santiago. Chile.
mearu@uchile ¢l

El destino v distribucion de los compuestos
nitrogenados en los ecosistemas dependen de los procesos
microbioldgices gee regulan el cicle biogeoguimico del
nitrégeno. En este trabajo se estudia el efecto del amonin
sobre la diversidad de bacterias nitrificantes y de la
comunidad bacteriana. Para ello se utilizd un ensayo de
microcosmos con suelo v rizdsfera. mcubado durante 90
dias a 20°C_ La diversidad de filotipos se determiné con los
marcadores moleculares tRNA 168 v ameA amplificados
por PCR v resuelies mediante T-RFLP. Ademis. los
amplicones del gen ameA fueron clonados y secuenciados.
El contenido de amonio ¥ nitrato se determind por
colorimetria v el perfil fisioldgico a nivel de la comunidad
{CLPP) con el sistema BIOLOG Eco-Plate. Los resultados
muestran gue durante los primeros 15 dias hay produccicn
de nitrate, el cual disminuve répidamente en la rizdsfera v
mis lentamente en el suelo. Par el contrario el NH,*
presentd un comportamiento ciclice durante los %90 dias,
probablemente por efecto de amonificaciéon. Los perfiles de
T-RFLP muestran cambios en la diversidad de filotipos
tanto de la comunidad total como del gremio de bacterias
oxidadoras de amonio. Los patrones de utilizacién
potencial de fuentes de carbono discriminan entre las
muestras  de swelo rizosférico ¥ no-rizosférico.
obteniéndose resultados reproducibles entre réplicas de
microcosmas independientes.

Financiamiento: FONDECYT 1040880

P292. ESTUDIO POLIFASICO DE LA COMUNIDAD
DE BACTERIAS OXIDANTES DE METANO
PRESENTE EN UN ARROZAL URUGUAYO.
{Polyphasic study of methane - oxidizer bacterial
community from an Urngoavan rice field)

Ferrando L', Tarler §.!

ICitedra de Microbiologia — DEPBIO. Facultad de
Quimica, UDELAR. Montevideo, Uruguay,
Tocial®@ fy edu.uy

Los suelos de arroz irmgado son una de las mayores
fuentes de emisidn bioldgica de metano.

Las bacterias oxidantes de metano (BOM) juegan un
papel fundamental en la regulacién de esta emisidn,
encontrandose fundamentalmente en las interfases
serobias- anzerobias (rizdsfera e interfase suelo-agual,
donde hay disponibilidad tanto de oxigeno comp de
metane. En este trabaje se estudié la comunidad BOM
presente en suelo de arroz irrigado (rizdsfera e imerfase
suele-agua) combimando téenicas microbioldgicas cldsicas
frecuentos y ensayvos de actividad oxidante de metznod ¥
técnicas moleculares.
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El nimero de BOM por NMP (Niimero Mis Probable)
fue similar para ambas zonas v la actividad oxidante de
metare potencial varié entre 0.5 y 4.0 pmoles de CHy'e
dw.h. Para el estudio de la composicion de la comunidad
BOM se utilizé el gen pmiedA como marcador filogenético
funcional mediante dos téenicas: 1) T-RFLP con Mspl del
gen pmod, obteniendo vna comunidad mas diversa en el
casa de la rizdsfera. 21 Clonado del gen pmoA v andlisis
filogenético posterior, resultando la mayoria de las clones
analizados relacionados filogenéticamente con los géneros
Methvlobacter, Merhylomicrobium y Merhvlomonas.

La wtilizacidn de diversas metodologias permitid
obtener una visién mds amplia de la comunidad BOM en
e80¢ peosistent,

Financiado per: Proyecto FCE N° 7098, PEDECIBA

P293. NUMEROUS NEW TFDA-LIKE GENE
SEQUENCES, ENCODING THE FIRST STEP
IN DEGRADATION OF PHENOXYALKANOIC
HERBICIDES, ARE FOUND IN AN
AGRICULTURAL SOI1L.

Gazitda M.C.. Melo F., Gonzdlez B.

Depte. de Genética Molecular v Microbiologia. and Center
for Advanced Studies in Ecology and Biodiversity
{CASEB). Facultad de Ciencias Biolégicas. P. Universidad
Cutdlica de Chile. Santiago. Chile.

Phenoxvalkanoie herbicides such as  2.4-
dichlerophenoxvacetate (2.4-D), 2.4-
dichiorophenoxybutyrate (2.4-DB) or mecaprop are
widely used to control broad-leaf weeds, Several bacteria
have been reported o degrade these herbicides. being the
a-ketoglutarate-dependent, 2.4-dichlorophenoxvacetaie
dioxygenase encoded by the 1fdA gene. the enzyme
catalyzing the first step in the catabolic pathway, In this
wark, the effects of continuous exposure to different
herbicides in the bacterial community and the 1fdA genes
diversity were assessed using agricultural seil
micracosms. Total community bacterial DNA was
analyzed by terminal restriction fragment length
polymorphisms and detection and cloning of fdA
sequences using degenerate PCR primers. After four
months of exposure to herbicides. significant changes in
the bacterial community structure were detected in soils
treated with mecoprop, 2,4-DB and a mixture including
2.4-D. An impressive variety of 1fdA sequences was also
found in these treated soils. More than 50 new sequences
clustered in seven new groups were determined. which
were unequally distributed in soil depending on the
specific herbicide treatment. Analysis of aminoacid
sequence and prediction of the protein structure of new
variants showed comservation of aminoacid invalved in
catalysis, and overall structure.

This work was supported by FONDAP-FONDECYT {gran
1501-0001, program 7), the [CA4-CT-2002-10011
{ACCESS) grant from the European Union, and
Millennium Nucleus on Micrebial Ecology and
Environmental Microbiology and Biotechnology.
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P294. PCR-FINGERPRINT OF ENVIRONMENTAL
ISOLATES OF Cryptococcus neoformans IN
CITY OF SANTO ANGELO, BRAZIL.

Gonlart L. 8.1, Silva L. K. R . Machado A2, Seares
B.M.Z, Vainstein M.H.'

Programaz de Pds Graduvagio em Biologia Celular e
Molecular, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Parto Alegre, Rio Grande do Sel. Brasil., “Universidade
Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, Santo
Angelo. Rio Grande do Sul. Brasil.

fgoulart@urisan_tche.br

Crvpiococcus reoformany is frequently implicated in
memmgoencephalitis in immunocompromised patients and
s commonly associated with pigeon droppings and plant
materials. The aim of this study s to verify the occurrence
of C. peaformans in avian droppings at the city of Santo
Angelo and to identily the species of the isolates by PCR
and PCR fingerprint. A total of 67 samples of avian
droppings from distinct environments within the city were
collected, The samples were suspended in sterile saline and
moculated onto niger agar. The isolates were characterized
based on morpholegical. biochemical. molecular and
serological data. The variety, specie and seratype were
determined using PCR and PCR-fingerprint. C. necformans
was isolated from 7 of the samples collected. All of the
1solates were caracterized as C. weoformans var, grihii.
serotype A. molecular pattern VNI The results show that
C. peafprmans var. grabii is present in the urban
enviranment of Santo Angelo city.

P295. ANALISIS DE  MICROORGANISMOS
PSICROFILOS  PROVENIENTES  DE
ALGUNAS AREAS DE LA ANTARTICA
CHILENA, (Screening of psychrophilic

microorganisms from the Chilean Antarctic area)

Guzmin L.', Bochmwald F.'2, Blamey L.°, Ortega R.'
Blamey J.!

Fundacién Biociencia, José Domingo Cafias 2280 . Nufioa,
Santiage, Chile. *Doctorado en Biotecnologia, Universidad
de Santiago de Chile, Av, Libertador Bernardo O'Higgins
3363, Estacion Central, Santiago, Chile.

Los psicrdfilos son microorganismos que tienen la
capacidad de crecer a temperaturas inferiores a 15°C. Ne
abstante, se ha reportado la existencia de microorganismos
atslados de ambientes cuya temperalusa €5 Cercana o menor
a 0°C. Entre ¢stos se destacan el fondo maring {1°C a
47C3y, los habital marinos drticos v antirticos: agua de mar,
mar ceongelade v sedimentos. en donde la femperatura
alcanza "1°C, v los hielo glaciales tinferior a “3°C),

En el preseate trabajo examinamos variss muestras
tomaidas en una expedicidon cientifica realizada a la
peninsula antirtica, Antdrticn chilena,

La temperatura de los sitios muestreados fluctia entre
10°C a "0.5"C v ¢l rango de pH es de 7 a 5.5.

Los cullivos fueron optimizades bajo condiciones
aerdbicas y <recidos a la temperatura y pH antes
mencionados.
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Filogenéticamente los micreorganismos aislados han
sido caracterizados en base a la secuencia de sus 165
rDNA. abtenido a través de la amplificacidn por PCR
utilizando el partidor universal 1492R. el 27F v 2IF
partidores especificos para Eubacteria y Archaea,
respectivamente. Los resuitados de la secuenciacién ¢
identificacitn serdn presentados.

Agradecimientos: INACH (autorizacidn ORD N" 410/18),
Ministerio de Relaciones exteriores

P296. DYNAMIC OF THE BACTERIAL
COMMUNITIES ASSOCIATED TO THE
MACROALGA Ulva compressa OCURRING IN
COPPER POLLUTED ENVIRONMENTS.
iDindamica de las comumdades bacterianas
asociadas a la macroalga Ulva compressa presenie
en ambientes contaminados con cobre)

Hengst M .B.!, Hurlade S.". Gonzilez B!, Correa J.A®

IDepto. Genética Molecular ¥ Microbiologia. 2Depto.
Ecologia snd Center for Advanced Studies in Ecology and
Bindiversity (CASEB). Facultad de Ciencias Biclogicas. P.
Universidad Catélica de Chile. Santiago, Chile.

mbhengst@ pue.cl

The associations hetween bacteria and macroalgae have
been long described. particularly focused on facilitation or
inhibitory interactions [rom bacteria to algal spores
settlement. On the other hand, copper has negative effects
on growth and physiology of algae and bacteria.
Considering that the green alga Ulva compressa naturally
occurs in high copper polluted areas, this alga constitutes a
good model to study the effect of copper in bacterial
communities living on macroalgae. In this work was
studied the compositien and dynamic of the bacterial
commuonities associated 10 U, compressa. comparing
samples from polluted and control sites. and different
seasons as well, Using clonal analyses from the 165 rRNA
gene sequences we observed a higher richness of bacterial
ribotvpes from polluted sites but not significant differences
in diversity and evenness valwes. Based on taxonomic
assignations from terminal restriction fragment length
polymorphisms data we observed that Bactereides and
Flavebacteria were exclusively associated with U7,
compresya from impacted sites. However. Firmicutes and
Gammauprotechacteria were deminant in the bulk of the
community and presented a high variation during a vear.
The changes depended principally of the sigmificant
differences in the relative abundances from Firmicutes
(winter dominant) and Gammaproteobacteria (summer
dominant), which presented cyclic variations between
summer and winter.

Supported by FONDAP-CASEB (grant 1501-DIH . program
71, and the Millennium Nucleus EMBA PO4/POOT-F
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P297. DIVERSIDAD GENETICA DE CEPAS
NATIVAS DE Sinorhizobinm  meliloti
ASOCIADAS A ALFALFA EN SUELOS
ACIDOS DEL SUR DE CHILE. (Genetic
diversity of native Simorhizebinm melifon strains
assoctated to alfalfa in acidic soils of Southern
Chile}

Langer H.', Jorquera M.%. Borie F.*

'Doctorade en Ciencias de Recursos Natwrales,
Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. *Instituto de
Agroindustria, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.
*Departamento de Ciencias Quimicas. Universidad de La
Frantera, Temuco, Chile.

La alfalfa es una leguminosa forrajera que forma una
simbiosis con §. melilofi. quien es responsable de
suministrar el nitrégeno requerido por esta planta para su
crecimiento. El andlisis de la diversidad genética de las
poblaciones de rizobios es importante para evaluar su uso
como inoculantes comerciales v su efecto sobre las
comunidades nativas, asi come la bisqueda de nuevas
cepas henéficas, El abjetivo de este estudio fue evaluar la
diversidad genética en cepas de §. melilot’ asociadas a
alfalfa presentes en distintos suelos de la zena sur de Chile.
Se aislaron y seleccionaron 46 cepas nativas de 8. melilor,
Diversidad a nivel de cepa fue estudiada por PCR
fingerprinting mediante ¢l uso del primer RPO1, el cual es
especifico de la region conservada en el promotor del gen
nif en Rhuzobium leguminosarum by, trifolii. Los resultados
obtenidos revelaron una amplia vanacion a nivel genético ¥
el andlisis de cluster reveld la presencia de tres grupos
genéticamente relacionados. Asimismo. se evidencio que
algunos tipos bacterianos fueron caracteristicos de ciertos
agroccosistemas. En general. se observd que aquellas cepas
aisladas desde un mismo suelo estaban genéticamente
relacionadas,

Agradecimientos: Fundacidn Andes C-13755(28)

P295. CYANOBACTERIAL DIVERSITY
STRUCTURE OF THE OXYGEN MINIMUM
ZONE IN THE EASTERN SOUTH PACIFIC
OCEAN AS REVEALED BY T-RFLP.
(Estructuri de la diversidad de ciannbacterias de la
Zona de Minimo Oxigeno en el Océano Pacifico Sur
Oriental, estudiada mediante T-RFLP}

Lavin P.!. Gémez P.'. Gonzilez B3, Ulloa 0.2

'Depto. de Botdnica. Universidad de Concepeidn, *Depto.
de Oceanografin & COPAS. Universidad de Concepeidn.
*Depto de Genética Molecular ¥ Microbiologia & CASEB.
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Oxygen minimum zones in the modern ocean {OMZs)
exist due to a comhbination of high productivity in the
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surface waters and poor ventilation at intermediate depths.
The presence of an OMZ 15 a prominent midwater feature
in the eastern South Pacific Ocean having a crucial role in
structuring both the pelagic and benthic communities. and
alse acting as a barrier for the vertical panitioning and
layering of planktonic assemblages. We applied terminal
restriction fragment length polymorphisms (T-RFLP}
analysis of the 165-235 rRNA internal transcribed spacer,
to assess the structure and genetic diversity ol populations
of the mest common  marine  cvanchacteria,
Prochlorocaceus and Synechococeus. The samples were
abtained aleng two vertical prafiles from the surface to a
depth of B0 m. covering the oxic and suboxic zones. The
results suggest an important effect of the oxygen condition
aver the structure of oxic and suboxic populations being
cvanobacterial diversity slightly affected.

This work has been supported by FONDAP-COPAS (grant
1501-07, program 2}, FONDAP-CASEB (grant [501-
0001, program 7). and the Millennium Nucleus EMBA
POLPOOT-F

P299, ESTUDIO DE BACTERIAS
INTRACAPSULARES EN Concholepas
concholepas (Bruguiere, 1789). Intracapsular
bacteria in Concholepas concholepas {Bruguiére,
1789).

Leyton Y', Varas R! & Riquelme C'.

" Universidad de Antofagasta. Antofagasta. Chile.
yvleyron®@ gmail.com

El presente trabajo determina la presencia de bacterias
intracapsulares v evalia ¢l efecto de éstas en la
sobrevivencia de larvas tempranas de C. concholepas. Se
recolectaron 32 cipsulas del intermareal en las bahias San
Jorge, Antofagasta (2005) y Tongoy. Coquimbo (20061, se
agruparon en funcidn de su estado: mmaduras, maduras e
inviables (coloracion pirpura). Ef contenido intracapsular
se diluyé v se sembrd en medio de cultivo Zobell para la
abtencion de bacterias cultivables y se determind la
presencia de Vibrios mediante la técnica de Hibridacion
Fluorescente in sitw (FISH). Para cada cepa aislada se
realizaron hioensayos de 48 horas con larvas en placas
multipozos. En un 78% de las cdpsulas hubo presencia de
hacterias, pudiendo aislar 53 cepas de las cuales un
porcentaje significativo corresponden al género Vibrio, Se
abservd alta sobrevivencia larval con la mavorfa de las
cepas aisladas. Se vislumbra la existencia de bacterias con
potenciales probidticos para las larvas. Estas baclerias
pueden ser de utilidad para mejorar Iz sobrevivencia en la
etapa de cultivo larval de C. concholepas.

Financiamiento FONDEF DO4/1203
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P300. INGESTION SELECTIVA DE MICROALGAS
POR LARYAS DE Concholepas concholepas
{Bruguiére, 1789}, (Selective ingestion of
Conchiolepas coticliolepas larvae)

TLody M., Varas R_, Rigueime C.

Unidad de Microbiofogia Aplicada. Universidad de
Antofapgasta, Antofagasta. Chile
marioledy @ gmail.com

En ¢l hibitat natural las larvas de invertebrados
encuentran una variedad de ftems alimenticios comao
organismes autdtrofos y heterdtrofos. En ensavos de corto
plazo. los estadios larvales responden 4 un incremento de la
concentraciin de alimente a través del aumento de la tasa
de ingestion. modelo denominado respuesta funcional.
Objetive: Evaluar g tasa de ingestion de larvas de
Concholepas concholepas con una variedad de micrealgas
tante nativas coma de celeccion, Metedelogia: Larvas de
C. cancholepas se mantuvieron en inanicion por un periodo
de 24. 72 v 120 h. posteriormente se distribuveren en tubos
de wvidric a una densidad de @.3 larvasiml. Las larvas se
expusieron a diferentes dietas tanio mono especificas y
mezclas (Amphora sp |, Amphora sp 2. Amplora sp 2.
Phaeodacvium rricornunn., Dinoflagelado heterdtrofo ¢
Fsochysis galvana). Los muestreos se realizaron a las 6, 12
v 24 h. Firalizada Iz experiencia se abservaran las larvas
con microscopia de epifluorescencia. Resultados y
Conclusion: Larvas de €. conchalepas tiene selectividad
frente a diferentes dietas alimenticias logrando un alto
consumo de diatomeas. La mejor tasa de ingesta se obtuvo
con en la dieta Phacodacylum iricorauiem ¥ en la mezcla
(Amphora sp 2iAmphora sp 3.

Financiamiento: Provecto Fondetr DO4T 1203

P301. PRESERVACION EX SITU DE LA
BIODIVERSIDAD MICROBIANA EN EL
CENTRO VENEZOLANO DE COLECCIONES
DE MICROORGANISMOS (CVCM). (Ex siin
preservation of microbial biodiversity at the
Venezuelan center for culture collections {CYVCM1)

Rodriguez Lemoine ¥, =, Vitelli-Flores J.

'Centra Venezolano de Coleceiones de Microorganismos.
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El Centro Venerolano de Colecciones de
Microorzanismos (CVCM]) es una coleceion de colecciones
formada por un sistema infegrado de instifuciones
aacionales con nodos de servicie dedicados al estudio ¥
cargcterizacidon de la diversidad micrehiana, suo
preservacion ex yito ¥ distribucion en escala regional. Es
unz coleccidn abierta -en crecimiento permanente- formada
por cultivos de bacterias aisladas en ambientes naturales o
intervenidos (3991, mutantes ¥ derivadas de interds en
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estudios gencticos v fisiologicos. v de aplicacion industrial
126% ), una muestra representativa de Honges filamentosos
v levaduriformes (4% ); una amplia coleccion de Plismidos
naturales o maodificados (10.5%): vectores de clonacion,
transposones ¢ integrones {0025}, asi como virus patigenas
para humanos (0.3%). La preservacidn ex sitw, ¥ la
disponibilidad de cultivos viables estd garantizada por
combinacion de técnicas convencionales v de liofilizacidn,
seguida de almacenamiento apropiade v riguroso control de
culidad de los procesos. La sexta edicion del catilogo
CVCM 2006, con mis de 2200 cultivos disponibles para su
distribecidn dentre de la regidn, puede ser consultada en:
CVCTL.CIeNs UCy.ve

Agradecimientos: FONACIT Lab-97000677. CDCH-UCY
Proyecto ULST (M4 21416

P302. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
FAGOS DE Vibrio parakraemolyticus. (Isolution
and characterization of phagues of Vibrie
parafaemolviicns)

Bastias R.. Higuera G.. Armijo L., Espejo R.T.

INTA, Instutucion ¥ Tecnelogia de los Alimentos,
Universidad de Chile. Santiago - Chile,
robastias®@ vahoo.es

En Chile se han observado en los dltimos afos cualro
crandes brotes de gastroenierinis, todos asociados al
consumpe de marisces contaminados con la cepa clonal
pandémica de Vibrio parahaemalviicns. serovar O3:Kh.
Los repentinas brotes despertaron el interés por conocer y
estudiar las formas de propagacion de estu hacteria. ¥ las
principales variahles que influyen en su crecimiento, como
concentracion de nutrientes, temperatura v presencia de
virus bacterianos.

Para investigar la influencia de Tos bactendfagos en la
propagacion de V. parefaemalyiicus, hemos explorado la
presericia v propiedades de fapos en diversas muestras
marinas, provemientes de las costas del sur de Chile,

En este ¢studio se describe la deteccién y se
caracterizacion de seis fagos capaces de infectar la cepa
pandémica de V. parahaemalviicus. Todos paseen one
cabeza icosphédrica de aprox. 45 nm de didmetro v ouna
cola de 10 nm de lengitud v contienen un DNA de doble
hebri de aprox. 30 Kb, caracteristicas correspondientes o |
tumilia Podoviridae. Se identificé 4 grupos de acuerdo 2
sus patrones de restriccion de DNA. o que sugiere una
evelucian independiente de cada grupo en un periodo corto.
Ademis, todos los aislados presentaron un patron de
infeccion similar, en distintas cepas ambientales de V.
paralaenmolviicus, Sin embargo, la cepa pandémica es
parcialmente resistente @ los fagos descritos. De acuerdo &
estudios realizados con una de los Bacteridfagos aislados
(53480) la resistencia se debe a que el fago es temperado
para las cepas estudindas.

Proyecto FONDECYT 1040875, Mecesup UCH 0407
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P303, CIPROFLOXACINA COMO AGENTE
ESTRESANTE EN  Proteas  mirabilis
PLANTONICOS. (Ciprofioxacine as oxidant agent
in plunktonic Proreus mirabilis)

Aiassa V.!'. Barnes A", Albesa 1!

'‘Departamente de Farmacia. Facultad de Ciencias
Quimicas. UNC. Cérdoba. Argentina.
alassa@ foq.unc. edu ar

Objetives: Investigar la produccion de estrés exidative
por Ciprofloxacing {Cip} en células plantonicas v de
biofilm de Panirabilis sensibles 157 v resistentes (R1 a este
antibidico.

Metodelogia: Se estudinron cuatro cepas de Powirabifiy
en cultivo liguido (plantdnicas) v en biofilms formados
sobre membranas filtrantes,

Las células planténicas v de biofilm fueron ersavadas
por quimioluminiscencia (Cl) en presenciz ¥ ausencia de
Cip. Las especies reactivas del oxigeno (ERO} se
expresaron como unidades relativas de luz en funcién del
Lempe.

Resultados: En las bacterias plantdnicas lavadas se
abservd incremento de ERO en cepas S a los 5 min de
contacto con ia menor concentracidn mienlras que en las
cepes R hubo ausencia o un pequens meremento de ERO 2
los 15 min con la mayor concentracion. En la cepa § se
detecté aumenta de ERO 2 los 5 min de contacto con la
menor concentracion de Cip y el aumento fue mis notable
con [a mayor concentracion. Ea cambio no se observé
incremento de ERO frente g Cip en presencia del
polisaciride extracelular (PE).

Conclusiones: Las células planctdnicas mostraron
incremente de ERO dependiendo de la susceptibilidad de
cade cepa. El biolilm no presentd produccién de ERO lo
cual sugeriria que la adhesion o superficies le permite a la
bacteria defenderse del estrés oxidativo. La bacteria en
ausencia del PE incrementd la preduceion de ROS.

P304, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE
BACTERIAS HIDROLITICAS ANAEROBIAS
PARA EL TRATAMIENTO DE RESIDUOS
INDUSTRIALES PESQUEROS, ilsolation and
characterization of hydrolvtic anacrobic bacteria to
fizhing industrial effluent treatment)

Andrades D.'. Ruiz-Tagle N2, Agoavo P2, Pantoja S,
Witzel P.*, Urrutia H

'Fucultad de Ciencias Natwrales v Oceanogrificas. *Centro
de Biotecnologia. Universidad de Concepeion. Concepeidn.
Chile. *Max-Planck Institute for Limnology, Ploen.
Germany .

daniandrades @ udec.cl

La conversion de residuos industriales liguidos iriles) a
CH; requiere de bacterias hidroliticas, acetogénicas v
archess productoras de CHy (APM). Algunas bacterias
mdroliticas-fermentadoras (BHF) producen trimetilaminas
(TMA), estimulante de la actividad metanogénica en
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ambientes ricos en sulfato. El objetivo del trabajo fue aislar
y carscterizar BHF capaces de producir TMA. Se aisld
BHF desde estangues de inveccion de agua de mar para la
recuperacion de crudo. en medio liguido (emulado de
efluentes marino rice en sulfate) v solidos (placas v rell
tubos) en anacrobiosis, caracterizdndolas medizgnie
morfologiz (MEB. epilluorescencia). pruebas guimicas
{deteccidn de TMA por HPLC), test bioguimicos v
molecolares {DGGE, secuenciacidn). Las cepas
corresponden a bacilos esporelados Gram positivos, de 3 a
6 um, fermentadores de azicares, las que por secuenciacion
perienecen al Genero Afkalibacterium v Clostridinm. Con
la obtencién de BHF capaces de producic TMA es posible
preparar biopeliculas mixtas con APM gque utilicen estos
precursores, ¥ aumentar la eficiencia de un reactor biomasa
retenicda para estimular metanogénesis desde riles ricos en
sulfate.

Financizdo: DAAD v DIUC 20030270

P305, DIVERSIDAD GENETICA Y FUNCIONAL
DEL  GREMIO DE  DIAZOTROFOS
ASOCIADOS AL SISTEMA ACTINORRICICO
Frankia - Coltetia hystrix. (Genetic and functional
diversity of diazotrophic guild associated o the
rhizosphere of Celletia hyerrin)

Zadniga C., Brave L. Alfaro M., Orlanda I.. Cara M.

Facultad de Ciencias. Universidad de Chile. Santiago.
Chile.
mearn@uchile.cl

A nivel de la rizosfera de las plantas actinorricicas se
observa un incremento de nitrégeno combinado. lo gue
sugiere que este ecosistema podria utilizarse como modelo
para el estudio de la diversidad y la funcion del gremio de
fijadores de nitrogeno. El ohjetiva del trabajo fue
caracterizar la estructura y funcién de la comunidad
bacteriana del swelo v del gremio fijador de nitrégzeno.
utilizando como modelo la simbiosis actinerricica Framnkea
- Colletia hvareix. Para ello se analizaron muestras de
rizésfera ¥y suele mediante patrones de T-RFLP de los
marcadores 165 rDNA v del gen aifH. Las asociacionas
entre las muestras se estimaron mediante dendrogramas
construidos a partir de los perfiles de T-RFLP. Los
agrupamientos fueron confirmades por PCA. La comunidad
de la rizésfera formd un grupo independiente bien definido,
mfluide por el mitrégeno disponible segiin le determinado
por andlisis de correspondencia candnica, Ademds, se
determini la compuosicion de fijadores de nitrdgeno
mediante clomacidén v secuenciacion del gen wifH. La
capacidad de fijacidn de nitrdgeno, determinada por 2!
ensayo de reduccion de acetileno, fre mids baja en suela
gue en la rizostera. Para determinar s1 dicha actividad es
atribuible a Frankia se determinaron las onidades
gendmicas de este dinzdtrofo en la rizdsfern v suelo

mediante NMP-PCR.

Financiamiento: FONDECYT 1040880
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P306. IDENTIFICACION DE MICOBACTERIAS EN
LESIONES MACROSCOPICAMENTE
COMPATIBLES CON TUBERCULOSIS O
MICOBACTERIOSIS EN PLANTELES
PORCINOS CARACTERIZADOS, FAENADOS
EN MATADEROS DE LA REGION
METROPOLITANA. RESULTADOS
PRELIMINARES. (Micobacienial Idemification of
tuberculous/micebacterzal lesions from swine
previously characterized by tuberculin and
sfaughtered in Chilean Metropolitan Region.
Preliminary results)

Sanchez 8. ', Ulloa M2, Torres X.2. Aspilcueta A5
'Universidad Catdlica de Temuco, “SEREMI Salud R.M.
Suntingo. Chile.

rew 1458 @ vahoo.com

Se analizaron muestras de linfenddules con lesiones
compatibles con TB de 103 cerdos provenientes de
planteles curacterizados por PPD comparads. Scwtilizd
tincidn Ziehl-Neelsen, medios de cultive Lowenstein-
Jensen y Stonebrink: se identificd cepas mediante pruehas
hioquimicas v andlisis de patrones de restricciin (PRA),
Uin T1.84% de las baciloscapias fueron positivas v 27, 18%
regativas. Un 90.29% de los cultivos presento crecimienta.
correspondienda un 5.37% a micobacterias del Complejo
TB. un 74,19% a micebacterias del Complejo M. aviem
(CMA). del cozl un 64.5% correspondid a M, aviwm: 46.6%
del tipe 1 v 104 del tipo 2. En uno de los planteles se aisld
un 23% del CTB. que fue previamente caracterizado como
reaccionante sélo al CMA, Se cencluyve gue, el mayor
porcentaje de micobacterias aisladas comresponde al CMA;
ademds es necesario validar la prueba PPD mediante un
estudio epidemiologico. junto a andlisis microbiolégico de
muestras de linfonddulos con lesiones compatibles con TB
de cada plantel.

Trabaje Financiado por ISP. Agradecimientos: Médicos
Veterinarios Inspectores de SEREMI Salud R.M.
Laboratorio de Micobacterias del ISP Sras Maritza
Velasco ¥ Rosario Leppe

P307. LA BOMBA DE MEMBRANA INTERNA SmyA
DE Salmonella enterica serovar Typhimurium
CONTROLA LA EXPULSION DEL TOXICO
METIL VIOLOGENO DESDE LA CELULA Y
FUNCIONA EN CONJUNTO CON LAS
PORINAS OmpD Y OmpW. (The inner membrane
pump SmvA of Salmorella enterica serovar
Typhimurium controls the efflux of wxic methyl
viologen from the cell and works altogether with
the porins OmpD and OmpW)

Ipinza F.!. Muficz C.!. Gil F.'. Gutiérrez [.°. Mora G,
Saavedra C.

Laboratoriao de Microbiologia Molecular (13, Laborstorio
de Microbiologia (2). Universidad Andrés Bello. Santiago,
Chile. fipinza@uandresbello edu

La membrana externa (ME) de las enterobaclerias
presenta proteinas denominadas porinas las cusles permiten
el transporte de maoléculas hidrofilicas (<600 Dy, El
estudio de estas porinas ha permitido comprender la
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capacidad de las bacterias para sobrevivir en medios
adversos gque presentan téxicos wv'o drogas. Evidencia
obtenida previamente en Safmonella enterica scrovar
Typhimurium, sugiere que la porina OmpD actuaria coma
un canal de cxpulsion del réxice metil violégeno IMYI
junto con la bomba de membrana interna (MI} YddG.
Dicho sistema funcionaria independicntemente de la homba
SmvA. otra proteina de M1 involucrada en la expulsion de
compuestos de amonio coaternaria. Nuestros resultados,
obtenidos con mutantes por intercamhbio alélico, indican
que Smv A es quicn controla esencialmente la expulsion del
tdxice MV en asocizcion con las porings OmpD. OmpW y
Ompl.. Ademis, estudios de transporie in vivie realizados
con las cepas silvestre ¥ mutantes. confirman la
participacion directa de estas proweinas como canales de
expulsion de MV,

FONDECYT N" 10504037, Provecto UNAB DI 36-(4

P308. PRODUCCION DE CLEAS DE PENICILINA
ACILASA DE E. coli RECOMBINANTE ¥ SU
APLICACION EN REACCIONES DE SINTESIS
DE ANTIBIOTICOS. (Production of CLEAs of
penicillin acylase from recombinant £.cofi for the
synthesis of antibiotics)

Wilson L.. Henriguez M Soler L. [llanes. AL

Escuela de Ingenieria Bioguimica., Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso. Chile.
Avda, Brasil 2147 Valparaiso, Chile. Iwilson@ucv ¢l

Los agregados entrecruzados de enzimas (CLEA)
constituyen ung nueva estrategia de inmovilizacion con
muchas ventajas respecte a enzimas soportadas, entre las
gue destaca [a opeion de co-agregacion de enzimas y otras
macromoléculas, lo gue es explorade en la produccion de
derivados de peniciling G acilasa de E.cofi embebidos en
una matriz polimérica salina de dextrano sulfato ¥
polictilenimina {CLEA-DP). Estox catalizadares fueron
utilizados en la sintesis cinéticamente contrelada de
cefalexina bajo la hipatesis de gue altas concentraciones de
sustritto v bajas concentraciones de cosalventes producirin
un sustancial aumento en la productividad, sin reducir
rendimiento. Les CLEA-DP presentaron una alta
estahilidad, con un tiempo de vida media de 81 h en 73%
de dioxano, 3.4 veces mayor gque el CLEA sin
microambiente, siendo ambos muy estables en 30% de
etilengheol, Las reacciones de sintesis Tueran evalvadas
respecte a rendimiento y productividad, La productividad
especifica fue mayor utilizande el CLEA sin
microambiente (288.1 mmol de cefalexina/g de
biccatalizador - hi, porgue esic catalizador pesee una
mayor actividad especilica que ¢l CLEA-DP; sin embargo
¢l rendimiento de conversion con este Gltimo catalizador
fue mayvor (90.2% contra 81 2% del CLEA).

Provecto FONDECYT 0350303
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P30%9, EFECTO DEL pH EN LA ACTIVIDAD
HEMOLITICA DE AISLADOS CLINICOS DE
‘ibrio parahaemolyticus. (Effect of pH on the
hemolytic activity of Vibrieo parabaemolyticus
clinical isolates)

Mujica C.!, Barrera B.!, Mora G.', Bittner M.!

"WUniversidad Andrés Bello, Facultad de Ciencias de la
Salud, Departamento de Ciencias Bioldgicas. Laboratorio
de Microbiologia. Repiiblica 217, Santiago, Chile.
cristobal mujica®@ email.com

Vibrio parahaemolviicus, un hacilo Gram negativo
hatéfilo y alealdfilo, es el agente causal de gastroenteritis
aguda asociada a la ingesea de mariscos crudos.

La capacidad de V. parakaemolyiicus de cauvsar
enfermedad se ha asociado con la produccién de ung -
hemdlisis en agar Waogalsuma ¥ gue se atribuirfa 2 la
hemolising TDH codificada por el gen tdh. Esta proteing,
se encuentra en mis del 90% de los aislades clinicos
provenientes de pacientes con gastroenteritis,

Estudios anleriores proponen que la B-hemdlisis
estariz bajo el control del pH del medio, describiendo
mdximos de actividad hemolitica a pH dcido. Con el fin
de caracterizar la actividad hemolitica de aislados
chilenos frente a distintos pH, cepas clinicas de V.
parahaemolviicus, fi-hemoliticas, se crecieron a pH 6.5,
T5 y 8.5 durante 16 hrs. Al cuwantificar por
espectrofotometria la lisis de eritrocitos mediada por ¢l
sobrenadante de los cultivos, se observd un aumento de la
actividad hemolitica a pH 7.5 y 8.5 con respecto a pH 6.5,
Este mismo efecto se pbservd cuando el andlisis se realizo
en placas de agar Wagatsuma a distintos pH. Esto permite
concluir que las hemolisinas secretadas presentan un
miximo de actividad a pH neutro v alcalino,
Agradecimientos:  Proyecto UNAB  DIE-13/05-1,
FONDECYT 1060990 v UNAB 0404

P310. LA EXPRESION HETEROLOGA DE ssej DE &,
Typhimurium EN §. Typhi DETERMINA UN
COMPORTAMIENTO DIFERENTE EN La
INVASION Y SUPERVIVENCIA EN CELULAS
EPITELIALES HUMANAS. (The heterologous
expression of syed of §. Typhimurium in §. Typhi
determines a different behavior in the invasion and
survival of human epithelial cefls)

Trombert A.', Mora G.'. Bittner M.!

"Wniversidad Andrés Bello, Departamento de Ciencias
BiolGgicas, Laboratorio de Microbiologia, Santiago, Chile.
atrombert®@vandreshello edu

Saed se encuentra como pseudogen en 5. Typhi ¥
ausente en 5. Paratyphi A, serovares restringidos a
humanos. En 5. Typhimurium, serovar de amplio rango de
hospedero, Ssel esti involucrada en la supervivencia ¥
proliferacion en células HEp-2.

167

En este trabajo se estudié la expresion hewerdloga de
ssef de 5. Typhimurium en 5. Typhi ¥ 5. Paratyphi A, Para
esto, primero se realizaron andlisis bioinforrméticos, PCR v
Scuthern blot para comprobar la ausencia de syef en §.
Typhi STH2370 y 5. Paratyphi A SARB42. Sief de §.
Typhimurium 140285 se deleciond utilizando la técnica de
Datsenke y Wanner (2000} v se complementd con el gen
clonado en el vector pGem-Teasy (pNTO0D2). &, Typhi. 8,
Paratyphi A y 5. Typhimurium sset se transformaron con
pNTOO2 v junto con las cepas parentales, se analizd su
mvasion v proliferacién en la linea HEp-2. 5. Typhi/
pNTOO2 se muestra hipoinvasiva ¢ hiperpreliferativa. §.
Typhimuriom/pNTO02 v S, Paratypht A/pNTOO02, en
cimbio, se muestran hipoproliferativa, Por lo wnto. la
transcripeion de ssed en 5. Typhi hace que la bacteria
modifique su habilidad de invadir ¥ proliferar en epitelio
humano.

Se agradece a: Provecto DI-12-05/1, Fondecyt 1060999 y
UNAB 0404

P311. CHARACTERIZATION OF THE FREE
LIVING DIAZOTROPHIC BACTERIAL
COMMUNITY IN FLOODED RICE SOIL

Paolino G., Ferndndez A.

Facultad de Quimica, Montevideo, Urneguay.
gpaolino@ fiy.eduuy

Rice cropping in Uruguay is a singular agro-ecosystem.
High grain vields are obtained with low nitrogen
supplementation in a rotation system that involves irrigated
rice alternating with pastures of inoculated leguminous.
This management produces main changes in the soil
properties over a rice-pasture ¢yvele and presumably in the
indigenous bacterial community; particularly in the
population able o perform Nitrogen Biological Fixation
{(NBF1. A combination of classical and molecular
techniques was used to evaloate the soil free living
diazotrophic population. The dynamics of diazotrophs was
studied by the Acetvlene Reduction Assay (ARA). Samples
were taken monthly from seeding to harvest. Different
incubation conditions (light, oxvgen and organic matter
supplementation} were cambined 1o evaluate the potential
contribution of the main physiological groups to the NBF.
Nitrogenase activity was low over the rice plant cvele
except after flooding. when a significant increase was
abserved under light and amaerobic incubation. This
suggests that phoetotropic anaerebic bacteria may play a
relevant role in this ecosystem. The diversity and
community composition of free living diazotrophic bacteria
was evaluated by clone Libraries of the nigH gene. At
seeding, most of the seguences were closely related to
cyanobacteria and acrobic heterotrophs whereas at flooding
predominated sequences from anaerodic MICTOOTZANISMS.
This results suggests that flooding causes a drastic impact
on his communmity.
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P312. CARACTERIZACION MOLECULAR DE
CEPAS DE  Pseudomonas aeruginosa
RESISTENTES A IMIPENEM. (Molecular
characterization of tmipenem-resistant Pyendomorns
aeruginosa strain)

Fernindez K., Rivero D!, Tapia €2, Corsini G.!

Laboratorie de Bacteriologin Molecular, Facultad de
Ciencias de la Salud, Universidad Diego Portales.
“Laboratorio de Microbiologia. Hospital San Juan de Dios.
Santiago. Chile. gino.corsini® profudp.cl

Pyemdomonay acruginosa s un patdgeno causante de
infecciones intrahospitalarias, especialmente en pacientes
inmunosuprimidos. Es un agente ubicuo que presenta una
resistencia intrinseca /o adguirida a varios antibidticos
incluyendo b-lactimicos y carbapenémicos como Imipenem
{IMPY. En estle trabajd se planteo caracterizar
molecularmente cepas de P. gernginesa resistentes a IMP,
para determanar su origen clonal v ¢] tipo de mecanismo de
resistencia que presentan.

Se estudiaron cepas provenientes de pacientes adultos ¥
nifios, La resistencia a IMP fue confirmada mediante E-test
¥ sistema automatizado Vitek. La caracterizacion molecular
fue reabizade mediante PCR wsando partidores arbitrarios.
Empleande los partidores ERICIJERIC2 se determimnd la
existencia de varios grupos clonales de P aernginosa. Para
detectar la produccidn de productos difusibles con
actividad degradadora de IMP se empled el test de Hodge v
se empled un test con EDTA para confirmar la presencia de
carbapenemasas. Como resultado se determind que el 50 %
de las cepas analizadas son productoras de carbapenemasas
v mediante PCR con partidores especificos se determing
que las Carbapenemasas de estas Freudomonay son del tipo
VIM.

Agradecimientos a la VRA de la Universidad Diego
Portales

P33, ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE NUEYOS
COMPLEJOS DE COBRE, HIERRO Y
COBALTO. (The antibacterial activiey of a new
copper, iron and coball complex)

Corsini G.'. Cortés P2, Auria AM 2

Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad Diego
Portales. “Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile. Santiago. Chile.
gino.corsint @ profudp.cl

Los complejos de metales de tramsicidn resultan de
gran interés por sus diferentes propiedades y aplicaciones
en diferentes campos. En el presente trabajo reportamos la
sintesis v caracterizacion estructural por medio de
difraceion de rayos X de monocristal, de tres complejos
nonoméricas derivados de 4-lenifimidazol. tres nuevos
compuesios tetranuclerares de cobre (11 v dos complejos
polinucleares de hierro (111,

Los complejos moanoméricos  de
sintetizados, corresponden a la érmula [Cu(4-
fenthimidazol) |- 2NO+CHCH,OH ¥ (Cuid-
fenilimidazol },iNO 3] donde el dtomo metdlico se
encuenira en wn eatorno cuadrado plano. El complejo
[Coid-Tenitlimidazolp,|-2CH,COO se encuenira cn un
entorne octaddrice. En los compuestos etranucleares de
cobre [CuOCI Ly} (L=2-metil-imidazel. piridina-N-

cobre i1l
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oxido, 4-fenil-imidazol), el metal se¢ encuentran en un
arreglo tetraédrico dispuesto en torme a un dtomo de
oxigeno pg-oxo central. Los compuestos de hierro.

Se estudio el efecto antimicrobiane i virro de estos
compuestos empleando ensayos de difusidn en agar. con
discos de papel. v ensayos de titulacidn para la
determinaciin de la concentracidn minima inhibitoria, El
compliepo monomérice de Co presenté una marcada
actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas,
pern escaso electo sobre bacterias Gram negativas. va que
las cepas ensayadas son poco sensibles o resistentes a este
complejo. como es ¢l caso de Escherichia coli. En cambio
los complejos nonoméricos de cobre (113 presentan un
mavar espectro de actividad ya gue son capaces de inhibir
el crecimiento de bacterias Gram positivas v negativas. Por
su parte, les complejos tetranucleares de cobre con 2-metil-
imidazal y piridina-N-6xide presentaron actividad sole
sobre bacterias Gram negativas. en cumbio el complejo
|CuyOCIL:] con 4-fenil-imidazol posee actividad tanto
sobre bacterias Gram positivas como sobre Gram negativas.
Los camplejos polinucleares de hierro sélo presentaron
actividad antimicrobigna sehre bacterias Gram negativas,

Proyecte DI-ENL 03/13 Universidad de Chile y VRA
Universidad Diego Portales

P314 AISLAMIENTO DE BACTERIAS MARINAS
DEL GENERO Vibrip spp. DESDE UN
CULTIVO DE Arhyowidinm chilensis, {([solation
of the marine bacteria Vibrio spp from an
Ashyenidiem chilensis culure)

Almarea, 0., Rojus. H.'. Guisado,C.', Bustos, EZ y
Zahr, M.

Wmiversidad de Valpararso, Valparaiso, Chile
“Unaversidad Arturo Prat, Iquique, Chile
marcelazahréuy el

El pepino de mar Athyvonidivm chilensis ¢s on
invertebrade de amplia distribucién geogrifica en las
costas chilenas. Su consumo como alimento en paises
arientales, ha producido en Chile un creciente interés por la
explotacion de este recurso para la exportacion. Las
técnicas de coltivo de estos holotdridos se encuentran
actpalmente en etapas de desarrollo, utilizando
reproductores provenientes de bancos naturales.

Debido & la alta mortalidad observada en estadios
tempranos de desarrollo. provocada principalmente poer el
desprendimiento larval, se realizé un  estudio
bacteriolégico de las distintas etapas del cultivo. Las
muestras fueron analizadas en medios nutritivos camo
Agar Marina, TCBS y BHILL v los aislados posteriormente
caracterizados brogquimicamente con el test APl 20E v su
sensibilidad al (K129,

En twodas las etapas del cultivo, desde reproductores.
estados larvales, juveniles v adultos, se detectd la presencia
de bacterias del género Vibrio spp.. pravenientes
principalmente de los organismos adultos wtilizados como
reproductores al inicio del cultiva.

Tales cepas hacterianas serian los probables causantes
de las mortalidades observadas, tal come ha sido
previamente descrito en ofros cultivos de invertebrados
marinos.

Financiamiento: FONDEF DO31 1072
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P315 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE UNA
UREASA DE BRUCELLA SUIS CEPA 1330
(Biochemical characterization of a urease from
Brucelia suix sp. 1330)

Contreras Rodriguez A, Quiroz Limdn I., Avila Calderén
E.. Flores Léper V.. Guerra Sinchez G., v Lopez Merino A.

Departamento de Microbialogia. Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas, Institute Politéenico Nacianal,
México D. F.. MEXICO

La ruta de infeccién mas frecuente a través de lu cual
ingresa Brucella a los animales susceptibles es par la via
oral. en estas condiciones debe tolerar el pH deido al pasar
por ¢l estémagao. Por otro lado, Brucelia debe sobrevivir o
la acidificacion de los Fagosomas en el hospedero, En esas
condiciones extremas Brucella pedria protegerse liberando
amanio a partir de wrea como sucede en otras hacterias
coma Helicobacter pylory en la gue la ureasa juega un
papel importante en la virulencia. El objetivo de este
trabajo fue caracterizar una ureasa de B. swis gue
previamente fue purificada por este grupo. La masa
molecular de la ureasa nativa se caleuld por PAGE-SDS ¥
por una columna de filtracidn en gel ¥ fue de 120,000 Da,
parece estar constituida de tres subunidades: dos pequefias
de 11 v 14 kDa ¥ una mds grande de 66 kDa. La ureasa
tuvo un punio isoeléctrico de 5. la actividad enzimdtica fue
optima a pH de 7 v 28" de temperatura: ln ureasa fue
inhibida por hidroxyurea, dcido acetohidroxamico. ¥
tiourga. La secuencia del amino terminal de la subunidad
de 66 kDa correspondic a la subunidad UreC-1. La ureasa
podria jugar un papel importante en la regulacion del pH al
fransitar por el estdmago ¥ permitivia a Brucefla sobrevivir
en los fagosomas replicativos,

P316. EVALUATING THE EFFECT OF BIOCIDES
ON THE PLANT PATHOGEN Pseudomonas
syringae. (Evaluacién del efecto de biocidas en el
patégeno de plantas Preadomoenas svringae)

Sossa K'. Morris C2. Carcamo G.', Sands D, Camper
A Becerra 1.! and Urrutia H.!

'Uaiversidad de Concepcion, Chile. *INRA, France.
‘Montana State University, USA.
ksossa@udec ¢l

Pseudomonas syringae is an important bacterial
phytopathegens in Chile and it can cause important losses
in agricultural products. The biocides usually used are
copper-hased compounds and antibiotics. The objective is
10 evaluate the effect of biocides on viability and
infectivity in plants of Pyewdomonns syringae py aptata
strain CC94 biofilms.

Colony biofilms were treated with HaOs, CuS0O, and
streptomyein sulfate. The analyses were: 1) ta visualize in
crivsections the live, dead and active cells 2) to count
culturable. live. dead and active cells 3) to determine
infectivity in plants.
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In Ps. svringae we observed a Mode-one killing effect
of 4 low concentration of H-0, and & Mode-two killing
effect of @ high concentration. but Py svringae is highly
resistant, because it produces a high concentration of
catalases. In the presence of a catalase inhibitor a
significant decrease in infectivity of plants and n cell
viability is abserved.CuSQ, at 1000 mg/L produces a 4.5
log reduction of culturable cells and 2 log reduction of live
and active cells. however it deesn’t diminish the
infectivity. Streptomycin sulfate at 1000 ma/L produces 4
log reduction of culturable cells and the infectivity
decreases. The effect of the Mode-one killing of H.0, and
streptomycin seems to be independent of cell concentratien
in the biofilm.

INNOVA BIOBIO 04-B1-321

P317. INTERACCION ENTRE CEPAS ARQUEA
METANOGENICA METILAMINOTROFICA Y
BACTERIAS METILAMINOGENICAS EN
UNA BIOPELICULA ANAEROBIA MIXTA,
(Interaction among methylaminotrophic
methanogenic arques and methylaminogenics
bacteria strains in mixed anaerobic biofilm)

Jopia P.'. Aguayo P.', Sosa K.', Pantoja 82, Aspé E-.
Urrutia H.!

‘Laboratorio de Biopeliculas y Microbiologin Ambiental,
Centro de Bimecnologia, “Facultad de Ciencias Naturales v
Oceanogrificas. “Facultad de Ingenieria, Universidad de
Concepcion, Concepeidn, Chile.

pjopiai@udec ¢l

Las metilaminas son una fuente de carbonn gue
favorece la actividad de arqueas metanogénicas
metilaminotroficas (APMm) estimulando la metanogénesis
en condiciones anaerabias. El objetivo del estudio fue
detectar metano en biopeliculas mixtas entre cepas
bacterianas metilaminogénicas (BMg) v APMm, Se
formaron biopeliculas simultdness (inoculadas al mismo
tiempot v acopladas (primero un grupo, fwego el otrol,
entre BMg que usan betaina o colina (b o ¢} como
precursor de metilaminas ¥ APMm, determindndase la
presencia de metano (CG). monometilamina (HPLC) v a
formacién de biopeliculas (MEB). Las biopeliculas que
produjeran mayor concentracion de metilamina fueron las
acopladas APMm-BMg{b} v BMgi{c}-APM (2.2 x 10
ngmet_| Vhicelem™! ¥ 001 ngmet_I''hicelem™ 'y, v las
biopeliculas que produjeron mavor concentracién de
metano fueren las mixtas BMgi(h)-APM v BMgici-APM
(3.9x10°*% nmCHyml Vhicdlem™ v 1.2 x 10¥ amCH, m1'Vh!
célem™ '), El enriquecimiente de biopeliculas anaerohias
con BMg v APMm serin una novedosa estrategia para
estimular la metanogénesis durante ¢l tratamicnto de
residuos industriales ricos en sulfato.

Financiamiento: FONDECYT 1020999
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318. METABOLITOS SECUNDARIOS DE FLORA
MNATIVA CHILENA Y SU EFECTO SOBRE LA
FORMACION DE BIOPELICULAS DE
Pseudomonas syringae |Secondary metzbolites of
native plants and its effect on biofilm formation of
FPseudomonay syringae)

Carcamo G.', Sossa K.°. Aravena G2, Aravena J.°, Lobos
P.!. Sepilveda R.? Hendndez V.7 Bercerra 1.7, Urrutia H.f

Facultad de Farmacia, “Centro de Biotecnologia,
*Laboratorio de Fitoguimica, Departamente de Botdnica
Faculiad de Ciencias Natuwrales v Oceanograficas,
Universidad de Concepeidn, Chile,

gecarcamo@udec <l

Se han descrito metabalitos secundarios de flora nativa
de chile que poedrian interferir la farmacidn de biepeliculas,
claves en la mantencion y virulencia de fitopatégenos como
Pyendomonas syringee en plantas. Se estudio el efecto de
extractos de flora nativa de chile en la formacion de
biapeliculas de Psendomonas syringie,

Las fracciones de extractos de metabolitos secundarios
de Florg nativa, se obtuvieron mediante exiraccion por
salvente. técnicas de separacién convencianales, y se
caracterizaron por GC-MS. Se estudio el efecto de estos
extractos en la formacion de Biopeliculas de Pseudomonas
svringae cepas CC9% v DC30UL y cepas ambientales,
mediante la téenica de Colony Biofilm, realizando
recuentos de células totales, vivas. muertas, ¥ cultivables.

Se obtuvieron 8 fracciones de extractos de bailahuén ¥
radal, 2 de los cuales disminuven en 2 log ¢l recuento de
células totales. vivas ¥ cultivables. siendo mds efectivo un
extracto de bailahuén, interfiriendo de esta forma en proceso
de Formacidn de Biopelicula de Pseudomanas syringae.

Financiamiento: INNOVA 04-B1-32]

ESTUDIO MOLECULAR Y FISIOLOGICOS
DE AISLADOS DE Brettanomyces braxellensis
{Molecular and physiological study of Brefranomyes
Brwve tlensis isolates)

KIL A

Ganga, M. A, Godoy, L.'.. Garrido. D.!, Carrasco, N2,
Saavedra, .3, Combina. M * ¥ Martinez, C.!

IDepartamente de Ciencia v Tecnologia de los
Alimentos.‘Departamento de Quimica de los Materiales.
Universidad de Santiago de Chile. * Escuela de Ingenieria
de los Alimentos. Pontifica Universidad Catélica de
Valparaiso. * INTA. Mendoza. Argentina,

Santiage. Chile, aganga@usach.cl

La presencia de Breranomyces bruveliensis en vinos
estd correlacionada con la detecciom de compuestos
fendlicos que inciden megativamente en las caracteristicas
sensoriales de éste. Muy pocos estudios se han realizado
para caracterizar molecularmente diferentes aislados de
este microorganismo, asi como cuantificar aquellas
actividades enzimdticas que participan en la produccion de
los derivados fendlicas. En nuestro trabajo se estudiaron
aislados de B, bruvellensiy obtenidos desde vinos
argentinos ¥ chilenos, los que fueron caracterizados s
través de las téenicas de RFLP del DNA mitocondrial y
RAPDS. Asi también se cuantificaran Jas actividades
enzimiticas cinamate descarboxilasa (CD) ¥y vinilfenol
reductasa (VR). respensables de la produccidn de los
aromas fenolicos en vinos, Mediante éenicas moleculares
fue posible agrupar la mavoria de los aislados en clusters
que se corrclacionaron <on su origen geogrdfico. Por su
parte. s2 observd que noe exisie homogeneidad de los
diferentes aislados en la produccidn de las actividades CD
¥ VR. ademss de no existir una correlacion entre cuntidad
de actividad enzimdtica v tugar de aislamiento.

Financiado Fondecyt 105104
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CARACTERIZACION MOLECULAR DEL “CORE™
DE LA ISLA GENOMICA LEE EN CEPAS DE
ESCHERICHIA COL{ PRODUCTORAS DE SHIGA
TOXINA (STEC) 0157 Y NO-0157. Molecular
characterization of genomic island LEE core in Shiga toxin
producing Eschierichia coli strains |STEC) OL5T and Non-
0157,

Martinie, M Sobarzo, G, Vidal, R.

Pregrama de Microbiologia v Micologia, 1CBM, Facultad
de Medicing, Univessidad de Chile.

La isla gendmica LEE codilica factores de virulencia
relevantes en la patogenicidad de F.eeli productaras de
Shiga toxina, El “core™ de esta isfa lo constituye una region
de 35Kb descrita tradicionalmente come altamente
conservada. Objetiva: Caracterizar molecularmente Ia
organizacion genética del “core™ del locus LEE en cepas
STEC ©157 ¥ No-0157 provenientes de aislados clinicos.
Metodologia: Se realizd un anilisss comparative de la
secuencia del “core” LEE de cepas de STEC disponibles en
el servidor coliBASE v PubMed. seleccionando genes
conservados. A partir de estos, se disefaron partidores pars
la caracterizacién genética del “core” LEE mediante
“Tailing PCR". Se¢ realizaron PCR  entrelazadas
amplificando fragmentos de hasta 7Kb, que en conjunio
suman la totalidad de la regién “core™. S¢ estudiaron 15
cepas de STEC O157 v 15 No-O157 pravenientes de
diferentes curdros clinicos. utilizando como referencia la
cepa STEC O157:HT EDL%33. Resultados: Se obtuvieron
cepas con variacianes en la estructora del “core”™ LEE.
Conclusiones: Existen cepas de STEC que presentan uni
estructura variable del “vore™ LEE. lo cual indica que la
prasencia de la isla no estaria determinada por la integridad
de esta regidn como se ha descrito previamente.

Financiamiento; Fondecyl 1D6I0ES

CARACTERIZACION Y PERFIL GENETICO DE
FACTORES DE VIRULENCIA DE Escherichia coli
PRODUCTORA DE SHIGA TOXINA AISLADAS DE
HUMANOS, SANTIAGO, CHILE. Characterization and
genetic profiling of virulence determinants in Shiga toxin-
producing Escherichia cold isolated from humans.
Santiazo, Chile

De Saint Pierre, M.. Sobarzo, G.. Pirchi. M., Vidai, M.,
Valenzuela, P, Prado. V ¥ Vidal. R.

Programa de Microbiologia ¥ Micelogia, ICBM, Facultad

de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile.
gsoharzo@ gmail .com

Las principales caracteristicas de virulencia de
Escherichia colf productora de Shiga Toxinas (STEC) son la
produccion de dos potentes citotoxinas (Stxl y Six2), la
presencia en la mayoria de las cepas de Ja isla gendmica LEE
{Locus for Enterocyte Effecement) ¥ nuevos factores de
virulencia asociados con adhesion, Objetive: Caraclerizar la
presencia de factores de virulencia v determinar ¢l sitio de
insercion de la isla gendmica LEE en cepas de STEC aisladas
de humanos. Metodologia: Se estudigron 836 cepas STEC
aisladas desde pacientes con diferentes cuadros clinicos.
Mediante PCR se determind la presencia de sevl, stxls genes
codificados en LEE: ewae (v sus variantesy, cesT, oir, efal y
enr, Otros genes de virulencia como e, e, saa ¥ 1pf,
también ueron estudiados. Paralelamente. se determind ¢l
sitio de insercién de la ista LEE en los t(RNAs 5¢0C, pheV ¥
phell. Resultados: Las cepas humanas muestran diferencias
en la presencia de Facteres de vinlencia y sitios de insercicn,
Conclusion: Un anilisis de similinud basado en fa presencia o
ausencia de gepes de virulencia permitic asociar ciertos
marcadores de virulencia con un cuadro clinico especifico.

Financiamiento: Fondecyt 1061088
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SISTEMA EXPERTO EN AMBIENTE WEB PARA
IDENTIFICACION DE GENEROS DE BACILOS
GRAM NEGATIVOS NO FERMENTADORES DE LA
GLUCOSA. Web Expert System supporting identification
of non-fermentative gram negative bacillus

IFlores. 1.! Nofiez, H.! Ramos. E2 Vitelli-Flores. 1.2 3
Rodriguez Lemoine, V.

'Laharatorio de mteligencia Artificial. Centra de Ingenieria
de Software v Sistemas. Facultad de Ciencias, Universidad
Central de Venezuela. *Centro Venezolano de Colecciones
de Microorganismoes, ‘Academia de Ciencias Fisicas.
Matematicas v Naturales

La identificacidn de bacilos gram pegalivos no
fermentadores de la glucosa (BGNNF) es laboriosa y
compleja. Para facilitar la secuencia selectiva de ensayos se
desarrolld un Sisterma Experto (SE) con una base de
conocimiento construida aplicando algoritma C4.5
modificado, capaz de inducir un é&rbol de decisidn (reglas
primarias) para conjunto de géneros. ¥ discriminacidn
{reglas complementarias) para gémeros especificos: La
incertidumbre es corregida mediante esquema de factores
de certeza. El SE fue sometido a prugba con una muestra de
cultivos de diferente origen identificados v preservados en
el Centro Venezolano de Colecciones de Microorginismos
{CVCMi, Aplicande sdlo 11 pruebas bdsicas BO% de los
géneros coincidié con las idemtificaciones CVCM
(Ochrobacirum, Sphingebacrerivm, Stenotraphomanas,
Afealigeney, Brevundimonas, Acinerobacter, v Rulstonia).
Prucbas complementarias sugeridas para cada cultivo por ¢l
SE permitieron la identificacién con mavor acierto en
1005 de los casos estudiados, La base de conocimiento del
SE puede ampliarse para aplicarla a nivel de especies
dentra del grupo BGNNF.

Agradecimientos: FONACIT Lab-97000677

“EXPRESION GENETICA DURANTE LA LATENCIA
IN VITRO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULQOSIS,
MYCOBACTERIUM CANETTH Y MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS CEPA BELJING™ “Genenic expression
of Mycobacterivm tuberculosis. Mycobacterium caneii
and Myeobacreriom eberculosis beijing strain during in
vitro dormancy”™

Gonzdlez A.'. Gonzilez-y-Merchand, J.A."

ENCB.IPN.Méxice.D.F. 11340 . MEXICO!.
jgonzal 1212@ vahoo.com

El objetivo de este trabajo fue determinar la expresidn
de 12 genes asociados al ciclo celular y latencia en la cepa
de referencia Mycobacterium suberculoos HATRv asi como
dos cepas de baje v clevada virulencia (Mveobagcterium
careltii ¥ Mycobacteriom tubercalosis cepa beijing
respectivamentel, Se obtuva RNA de las cepas crecidas en
medio Dubos ADC en fase logaritmica de crecimiento. asi

como del modelo de latencia in vitro inducida por hipoxia,
que consiste en crecer los cultivos con una relaciom _ aire!
medio, cerrados herméticamente v agitados con barras
magnéticas hasta generar condiciones de hipoxia, Se aplicé
RT y gPCR al RNA observindose una fuerte disminucidn
en la expresion de pard, parB. sme. fisZ, dnaA. icl,
Rv2660 v Pl ¥ un aumento en la expresidn de fspX v
Rv2626 durante fa latencia de las tres cepas en
comparacion con la fase logaritmica. La expresion de 168
permanecid constante en las tres cepas, en ambas
condiciones., Se observéd una importante expresidn
diferencial de dnaA. devR. hspX ¥ Rw2626. entre dichas
cepas, Esto ayudard a comprender los mecanismos de
adaptacion a la latencia asi como esclarecer la etiologia de
sus diferencias en virulencia ¥ patogenicidad.

Proyecte apoyado por CONACYT México SEP-2004-C] -
46404 v SIP20060212 0PN, Méxica. JAGyM es becario
COFAA, EDI, IPN.

A MORPHOLOGICAL AND PHYSIOLOGICAL
ANALYSIS OF MYCOBACTERIA GROWN UNDER
DIFFERENT ENVIRONMENTAL CONDITIONS,

Zaragoza-Contreras R!' Ramirez-Espindola.E'. Lépez-
Villegas E' Cox R.AS Gonzalez-y-Merchand, J.A'.

ENCB .IPN.México.D.F 11340 MEXICO
Ligonzall212@ yahoo.com.mx NIMR MRC.LondonNW7
1AA UK 2reox @nime.mre.ac.uk.

The aim of this work was to analyze the growth pattern
of Mycobacterfum smegmaris.a fast growing mycobacteria
widely studied as a comparative model for pathogenic
species.M. wnegmaris was grown in Kohn-Harris medium
enhancing the agitation of shaking cultures by the addition
of a stainless steel spring (StSSphaiding both aeration and
dispersion of mycobacterial clumps. Measurement of
OD,ys.and CFUs were carried out through a 72h
culture The number of viable cells in the cullures grown
with the spring was determined by flow cytometry
(FCM)and was compared with the number of CFUs ml
:the same trend was chserved with both sets of
data:furthermore, the profiles obtained for granularity and
cell size by FCM proved to charactenize lag.exponential
and stationary phase cells. The analysis of cell morphology
by electron microscopy revealed larger cells when A.
smegmatis was cultured with the spring Altogether these
data demonstrates the value of using a St1SSp to minimize
ceil aggregation and cell death during mycobacterial
erowth. We have also shown that FCM provides a rapid and
convenient methed for revealing profiles of entire cells
papulation:in addition this technique constitutes a simple
and rapid way for measuring mycobacilerial viability,

This work was supported by CONACYT Mexico SEP-200:4-
CO1-46404 and SIP 20060212, PN, MéxcoJAG-v-M is
fellow from COFAA EDI, IPN,
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ENCAPSULACION DE BACTERIAS _ACIDO
LACTICAS PARA LA PRODUCCION DE
BACTERIOCINAS ANTAGONISTAS DE Listeria
moneeytogenes. Encapsulation of bacteriocin producing
lactic acid bacteria active against Listeria monacytogenes

Ruminot, C.', Schabite, R!, Ciampi. L, ¥ignole, G,

! Instituto de Ciencia v Tecnologia de los Alimentos, *
Institute de Produccion v Sanidad Vegetal, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Auwstral de Chile. Valdivia.
Chile. ' CERELA, Tucumadn. Argentina,
cesarruminot@ uach ¢l

El ohbjetive del estudio fue la encapsulacion de
bacterias lacticas (BAL) como biocontroladores de £
sienocytogenes. Las cepas BAL A ¥ B fueron bioatrapadas
en forma separada en algmale (encapsulador Nisco®) y
conservadas en buffer fostato a 4 “C por 30 dias. para
determinar su viabilidad, Lz ditusion de la bacteriocina se
estudio incebando lus cidpsulas en agar sova trplicasa
dorante 24, 48 ¥ 72 h a4, 15 v 25 °C, midiendo los halos
de inhibicion formados en un césped de L. monecytogenes.
Los resultados moestraran que las BAL encapsuladas
permanecieren en su conceniracion inicial {log 9.0 ufe g"}
durante 15 dias {cepa Ay vy 10 dias (cepa B). transcurridos
A0 dias hobo ung reduccidn de 2.0 ciclos de log para
ambas. En la difusion a 25°C la produccian de bacteriocina
aumentd significativamente (P< 0403}, comparado con 4
C, A una misma temperatura. hubo un incremento en la
inhibzeién (P< G031 en ¢l tempo. indicando una liberacion
sostenida de bacteriocina, Los resultades permiten concluic
que formulaciones de BAL inmovilizadas pueden ser
efectivos biocontroladores de L. monocvtogenes en un
sistema “in varro T

Financiamiento: Provecto DID/UACH S-200320.,

BACTERIAS LACTICAS CON ANTAGONISMO EN
CONTRA DE Listeria monocyfogenes AISLADAS DE
SALMON AHUMADO. lIsolation of lactic acid bacteria
with antagonism against Listeria monocyiogenes from cold
smoked salmon.

Méndez, P.', Ruminot, C.!, Schibitz, R.'. Horzella, M

I Instituto de Ciencia y Teenologia de los Alimentos,
Facultad de Ciencias Agrarizs. Universidad Austrul de
Chile. Valdivia. Chile.

pavlinamendezh® gmail.com

El abjetive del presente estudio fue la deteccion de
bacterias licticas con propiedades antagonistas ¢n contra de
L. monoeviogenes vl caracterizacion de su antagomsmo,
El aislumiento se hize a partir de 37 muestras de salmon
ahumiado en frio, sembradas sobre agar MRS, en una
atmésfera enrigquecida con CO-. Para la prucha de

POSTERS

antagonisme indirecto en contra de L. menocviogenes se
seleccionaron 100 a 15 cepas por muestra. El sobrenadante
neutralizado de las cepas positivas se sometid a distintas
enimas pard su caracterizacion: catalasa (68 UL ml-'.
proteasa tipo I, tripsina tipo IX-8.  quimictripsina tipo [
{1mg ml ', Tembién se determing lag unidades de
actividad (UA ml'h del extracto crude sin tratar v la
actividad remunente después de los tratamientos
enzimitices. De 673 cepas aisladas. 66 presentaron
antagonisme en contra de L. monocyiogenes por la prueeba
indirecta v de éstas, |7 arrojaron actividad antagonista en
el sobrenadante pewtrabizade. Las prucbas enzimaticas
mostraron total destruccidn con iripsina y professa.
corroborande ¢l origen peptidice del compuesto
antagonista. La sustancia antagonista no fue afectada por la
catalasa, descartindose la produccion de peroxido de
hidrageno por parte de estas cepas.,

Financianmuento: Provecto FONDEF DD411153

ESTUDIO DEL ANTAGONISMO /¥ VITRO DE
NISINA ¥ DOS CEPAS LACTICAS PRODUCTORAS
DE BACTERIOCINA EN CONTRA DE Listeria
maenocytogenes. Study of the w wirro antagonism of nisin
and twa bacteriocin praducing lactic strains against
Listerie manocytogenss

Schmidt, C.', Bosnich. C.!, Schobitz, R.! . Costa, M..
Ciampi, L2

UInstituto de Ciencia vy Tecnolegia de los Alimentos, £
[nstituto de Produccidn v Sanidad Vegetal, Facultad de
Ciencias Agrarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia,
Chile. carp_schmidtm ®vahoo.com

El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto de dos
bacterias licticas (BAL)} v nisina en contra de Listeria
monocvicaenes 40000 Para la investigacian se utilizé ia
técnica de cocultive en caldo soya trpticasa a pH 6.5,
incubado a 23 "C durante 72 h. Previamente se determing la
concentracidon minima inhibitoria (CMI de nisina (1K
Ul'ml) en contra de L. monocvtogenes jantagonismo
directol v en contra de las cepas BAL. También se verifico
la compatibilidad entre las dos cepas Licticas (antagonismo
mdirecto). Los resultados mostraron un efecto antagonista
de las dos BAL (recuento inicial [0 ufe/mi) en contra de £
monocclagenes (recuento inicial 107 ofefmly, con una
disminucidn de 3 ciclos de logaritmo (recuento final 10°
vfesml a las 72 hi en relacidén al control sin las cepas
antagonistas (recuento fingl 19% ufe/ml), En forma
separadsa, la nisina logrd nhibir completamente el
crecimienta de L. monocyiogeneys durante ¢] estudio. Estos
resultados preliminares permiten concluir que el uso de
cepas ldcticas o sus bacteriocinas puede ser una
herramienta cfectiva para inhibir o L. menocyiogenes,

Financiamiento: Proyecto FONDEF DO41 1153
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DNA SEQUENCE CAPTURE COMBINED WITH Q-
PCR TO QUANTIFY ANTIMICROBIAL
RESISTANCE GENES IN FECAL COMMUNITY DNA
{Captura de secuencias de ADN combinade con Q-PCR
para cuantificar genes de resistencia antimicrobiana en
comunidad de ADN de fecas)

Singer, R.S., Anderson. LA

Dept. of Veterinary and Biomedical Sciences, Univ. of
Minnesota, St, Paul. MN_EE UU.
singe024@ wmn edu

Selection pressures are exerted on the entire bacterial
population within a sample. Therefore. the purpose of this
experiment was to develop a method to guantify
antimicrobial resistance genes that are low copy number in
the bacterial community of fecal DNA. We initially
turgeted the tetracycline resistance genes terl and rerM
from dairy cattle feces. After differential centrifugation of
the fecal sample, DNA was purified by a medified Qiagen
Mini Stool Kit protocol. Biotinvlated capture primers were
combined with 2-5 pg of heat-denatured community DNA
and allowed to hybridize. Streptavidin-coated magnetic
beads separated the target DNA fram the remainder of the
community DNA and any residual fecal inhibitors. Gene
quantity was assayed by SYBR Green gPCR. This sequence
capture method allowed ws to amplify less than 10 copies
of a resistance gene captured from 500 - 1000 ng of
community DNA reproducibly and accurately. Several
aspects were crilical for success of this methed, including
hybridization and wash with KCI and standardization of the
capture efficiency of each biotinylated primer set. We are
now using this method to quantify resistance genes in fecal
samples and 1o accurately predict the association between
antimscrobial use and antimicrobial resistance.

Supported by USDA NRICGP #2004-35212- 14885

PREVALENCIA DEL COMPLEJO BURK{!'OLDERIA
CEPACIA EM NINOS COM FIBROSIS QUISTICA EN
LA PRIMERA INFANCIA (Prevalence of Burkholderia
cepacia complex in voung children with cystic fibrosis)

Souza, HAPHM!, Albini, CA?, Rosario, NAY, Riedi. CAY,
Maestri, AC!. Cogo, LLY, Dalla Costa, LM'.

'Seccidn de Bacteriologia, Hospital de Clinicas:
Departamente de Patologia Médica: *Departamento de
Pediatria: UFPR; Curitiba, Brasil.

helenahms@enda.com.br

La detecciin del complejo B. cepacia en individuos
con Fibrosis Quistica (FQ) adquirid relevancia a partic de
su reconoecido comoe un importante patdgeno en estos
pacientes. El compleje se encuentra en adolescentes y
adultos jévenes con esta enfermedad, gue presenten
infeccién erdnica por P. geruginosa. El objetivo de este

estudio fue verificar la presencia del complejo B. cepacia
en nifios en la primera infancia, diagnosticados como
fibroguisticos & través de screening neonatal. En consultas
rutinarias de seguimiento en el ambulatorio de FQ del
Hospital de Clinicas de UFPR, Brasil, se recolectaran en un
periodo de un ano muestras de hisopados vrofaringeos de
54 pacientes. Las celomias gue desarrollaran en apar
selectivo BCSA fueran idenuificadas por pruebas
bioguimicas especificas. En 14 de los 54 pacientes se
recuperaran aislades del complejo B, cepacia. De los
pacientes con cepas tipicas, 7 presentarcn aislamientos
positives para este grupo en distintos tiempos; la mayoria
no presentiron sintomas de exacerbacion pulmonar v ni
infeccitn persistente por P, geruginesa. La prevalencia del
complejo B. cepacia en pacientes de FQ en la primera
infancia fue elevada (25.9% dos pacientes).

AGRADECIMIENTO: NEWPROV Lida,

COMP;\I'IACII.")N DE LOS METODOS DE DISCO-
DIFUSION Y E-TEST EN LA PESQUISA DE B-
LACTAMASES DE ESPECTRO AMPLIADO (ESBL)
EN ENTEROBACTERIAS (Comparation between disc-
diffusion and E-test methods at search of extended
spectrum beta-lactamases (ESBL) in Enterobacteriaceae

Nogueira, K. 8.% ? ; Higuti, I. H 2; Scheffer. M. C';
Souza; D: CY; Cogo, L. L.%3; Lima, M. E. M.!; Dalla
Costa, L. M!,

ISeccién de Bacterielogia, Hospital de Clinicas;
‘Departamento de Patologia Bésica: UFPR. Curitiba.
Brazil,

mestely@anda.com br

Las ESBLs han tenido un gran aumento en la
ncidencia mundial. La comparacién de la sensibilidad de
los métodos de disco-difusién (DD v E-test. fue realizada
con cefotaxima, ceftazidima v el deido clavuldnico en la
deteccién de ESBL en Enterobactérias. Fueran utilizados
los ensayos confirmatorios de DD y E-test (CLSL. 2006) en
155 isolados de Enterobactérias positivas en los primeros
ensayos. En los ensavos de DD, 121 muestras fueran
positivas para ESBL (78,1%) e 34 presentaran resultado
indeterminado (21.9%), En el E-test 85 fueran positivas
{(54.8%) v 70 indeterminadas (45.2%), dejando de detectar
43 muestras positivas vy siendo positive pars 6 muestras no
detectadas en ¢l DD. El méodo de DD fue mejor en la
deteccidn de ESBL ¥ tiene menor costo. En los dos
métodos utilizados. la cefotaxima presento mejar
sensibilidad gue la ceftazidima, sugiriendo que la ESBL
circulante en esa regién perienece al grupe CTX-M. Las 27
muesirits que presentaran resultado indeterminado,
pertenecen al grupo de las productoras no-clasicas (no-
Klebsiella spp. ¥ no-E£. coli) de ESBL ¥ probablemente
expresan otro tipe de fi-lactamase o reduccidn de Ia
permeabilidad a P-lactimicos.
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PESQUISA E IDENTIFICACION de Escherichia coli
O157: HT UTILIZANDO UNA TECNICA SEROLOGICA
¥ PCR EN MUESTRAS DE HECES Y CANALES
BOVINAS EN PREMO Y MATADERCO. Isolation and
Identfication of E. cali 0157 HT usimg serological method
and PCR in fecal and bovine carcasses from farm and
slaughter house.

Cerda F!.. Gonzdlez F', Wandersleben T, Pino, M,

Universidad de Concepcién. Med. Veterinaria, Chilldn,
Chile.
fabiolacerda®@udec cl

£ coli O157:H7. es miembra del grupo de las E_ coli
enternhemarrigica, ¢s transmitida por alimentos causando
severns cuadros clinicos en humanos. El objetivo de este
estudio fue determinar la frecuencia de mslamiento de este
patégeno en muesiras de heces ¥ canales bovinas. Se
anilizaron heces y canales de 83 animales (34 terneros, 32
navillos, 10 vaguillas ¥ 7 vacasi. Previo enriquecimiento
{caido EC-Novobiocina) v aislamiento lagar Endo) se
identificd 33 cepas (muestras fecales) come E. coli por
pruebas hioguinvicas; un 4,82% (4 de ¥3) fue identificada
cama E. calt O157 {2 terneros, 1 noville, | vaquilla) por el
kit serologico Transia Card ¥ un 24.1% (20 de 83) fue
identificado por PCR (2 terneros. 9 novillos, & vaquillas y 2
vacas). de fas canales se aislaron 4 colonias de E. coli {4
novilles), resultando negativas al kit seroldgico. Los
resultados obtenidos reafirman el caricter de reservorio
primaric del ganado bovino. sin encontrar mayor diferencia
en la frecuencia de aislamiento en animales jévenss. El
resultado negative de las muestras de canales podria
deberse al manejo que esta planta faenadora kabilitada para
exportacion, realiza de los puntos criticos existentes a lo
largo del procese de produceidan.

Proyecto INNOVA Bio-Bio (14-B1-235

PESQUISA DE Escherichia coli O157:H7, POR MEIMO
DE TECNICAS TRADICIONALES (CULTIVO! Y PCR
EN PRODUCTOS CARNICOS COMERCIALIZADOS
EN LA PROVINCIA DE NUBLE. Isolaticn of E. coli
OI5ST:HT using traditional method (culturesy and PCR in
meat products sold in Nuble province.

Cerda F'., Gonzdlez F'., Ruiz A., Wanderslehen T'.,
Biez, FL,

Universidad de Concepcidn, Med. Veterinaria, Chillin,
Chite.

fabiolacerda@ udec.cl

La carne favorece el crecimiento de patdgenos comao £
cofi OI5ST:HT. que causa severns cuadros clinicos,
especialmente en nifios ¢ immunodeprimidos. Se compard
el cultive tradicional v el de PCR, determinando la
frecuencia de aparicién del pardgenn en hamburzuesas. Se
analizaron 60 muestras que representaban 4 marcas
elegidas al azar: la que fuerpn procesadas de acuerdo al

BAM y por PCR. De la muestra homogeneizada se sembra
er agar Endo v las colonias presuntivas fueron
identificadas por baterias bioguimicas. El indculo restante
fue incubado por 24 horas para la posterior extraccion de
ADN: los PCRs fueron realizados con primers para gen eae
(intiminat v ffC para la proteina flagelar. S¢ abtuvo por
téenicas tradicionales & colonias presuntivas de £, coli de
las que sdlo 5 fueren confirmadas por bateria bioguimica,
De las 60 muestras analizadas por PCR, 1 fue positiva para
ambos genes v otras § cepas positivas para el gen jTiC (H7).
Las muestras positivas en la parte tradicional no fueron las
mismas que mediante PCR, esto se explicaria por las
limitaciones de los medios tradictonales. La PCR presentd
mavor especificidad v celeridad en la entrega de resullados,
propiedades requeridas en el control de patégenos.

Proyecta DIUC - 2004. 204.163.017-1.0. Prayecto
INNOWY A Bio-Bio 04-B1-235

PROTECCION CONTRA LA INFECCION
INTRAMAMARIA EXPERIMENTAL POR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS UTILIZANDO UNA
MUTANTE AROA DE REEMPLAZO GENICO.
Protection against the experimental intramammary
infecuon by Swpiviececons aurexs using an aroA mutant
by genic replacement

Barbagelata M.! Alvarez L)' Lattar §.' Tuchscherr L.
Buzzola, F.', Serdelli D.

Departamento de Microbiofogia, Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.
ferbuz@ fmed.uba.ar

Diferentes vacunas pard prevenir la mastitis bovina por
Staphylococcus aureas no han side del tode eficaces. En
este tribajo se obtuve v caracterizd una mutante de S,
aurens de reemplaze génico aroA para ser utilizada comao
potencial vacuna viva atenuada. La cepa salvaje de S.
aurets RN6390 se transformé con el plésmido pSK236 gue
perta el gen aroA mutado con un cassette de gentamicina
en el sitio 1334, Luego de la seleccion por marcadores de
resistencia antibidtica. fenotipo dependiente de los
aminodcidas aromdticos ¥ caracterizacion molecular se
obtuvo la mutante aroA de reemplazo génico.
Posteriormente al desafio intramamario (8x10° UFC/fmama)
con la cepa salvije se observd en ¢l grupo de ratones
(hembras en periodo de lactacién)d inmunizados por via
intranasal con la mutante arcA (mediana 1@ 108 UFCY
mama) wna disminucion en ln recuperacién bacteriana
comparada con el grupo control no inmunizade (mediana
C: 4700 UFC/mama, p=0.01, Mann-Whitney test}.
Asimismo, s¢ establecid un aumento de los transcriptos
para IFN=y ¢ IL-4 en las glindulas mamarias murinas del
grupe immunizadoe comparado con el grupo control.

Agradecemos a Lorena Medina por su excelente asistencia
recnicit.
Financiamiento: PICT 08-11740, PICT 05-10648
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE SETAS DE
SHIITAKE Y SU IMPORTANCIA EN SEGURIDAD
ALIMENTARIA. (Antimicrobial activity of Shiitake
mushrooms and its importance regarding food safety)

Corona, M.. Baldjian M.. Soubes, M.

Catedra de Microbiologia de la Facultad de Quimica, CC
1157, Montevideo_ Uruguay
msoubes @ [g.edu.uy

Leneinies edodes (shittake) es un hongo comestible gue
posee cualidades nutricionales, terapéuticas y medicinales.
Poco se conoce del espectro de actividad antimicrebiana ¥
del posible riesgo de pravocar texiinfecciones alimentarias
(ue Liene su consuma.

El presemte trabajo se demuestra la accion
antimicrobiana de Lenrinus edodes sobre el
microorganismo Listerio fnanocpa. Para la determinacién in
vive. s¢ inocularon muestras de hongos envasados, con dos
concentraciones diferegntes  del  microorganismo,
almacenindose a 1 ¥ 5 'C dorante 14 dias v procediéndose
al recuento a lo larga del tiempo.

Para la determinacion in vitro. ¥ del espectro
antimicrobiana. se prepararon extracios icuosos. en eianol
v en cloroformo de honges. v se realizaron ensayos de
difusicn en agar freate a Listeria innocua. Escherichia celi,
Prendomonas  aernginosa.  Bacillus  cerews ¥
Sraphvloceccus  aurews. Se  observd  actividad
aatimicrobiana en todos los extractos acuosos contra todos
ios micreorganismos, A diferencia de otros repertes no se
demostréd actividad antimicrobiana en el extracto
clorafarmico.

Tumbién se realizaron bioautografias ¥ se encontraron
dos fracciones activas . Los resultados “in vive™ son
contravios @ los reportados para otros hangos comestibles
Se plantea la posibilidad de incluir extractos de shiitake
para el control del desarrollo de Listerie sp en alimentos
PrORLOs para CoOnsEmir.

CARACTERIZACION B[DQUEMIL‘A DE UNA
UREASA DE BRUCELEA SUIS CEPA 1330
[Biochemical characterization of a urease from Brucella
saes s, 13300

Conireras Rodriguez A.. Quiroz Limdn I., Avila
Calderén E., Flores Lopez V., Guerra Sdnchez G, ¥
Lopez Merino, A.

epartamento de Microbiologia. Escuels Nacional de
Ciencias Biolagicas, Institzto Politécnico Nacional.
México D, F,. MEXICO

La ruta de infeccidn mas frecuente a través de la cual
ingresa Brucella a los animales suscepribles es por Ia via
oral, en estas cendiciones debe tolerar ¢l pH édcide al pasar
por el estémago. Por otro lado. Brucella debe sobrevivir &
la acidificacion de los fagesomas en el hospedero. En esas
condiciones extrensas Brucefla podria protegerse liberando

amomio a partir de urea como sucede en otras bacterias
como Helicobacter pylory en la que la ureasa juega un
papel importante en la virulencia. El cbjetivo de este
trabajo fue caracterizar una ureasa de B swis que
previamente fue purificada por este grupo. La masa
molecular de la urcasa nativa se calculd por PAGE-SDS ¥
por una columna de filtracion en gel ¥ foe de 120000 Da,
parece estar constituida de tres subunidades: dos pequefias
de 11 y 14 kDa v una mis grande de 66 kDa. La ureasa
e un punto isoeléctrico de 3, la actividad enzimitica fue
optima & pH de 7 v 28° de temperatura; la urcasa fue
inhibida por hidroxyurea, fcido acetohidroxamico. ¥
tiourea. La secuencia del amino terminal de la subunidad
de 66 kDa correspondid a la subunidad UreC-1. La ureasa
podria jugar un papel importante en la regulacion del pH al
transitar por el estémago y permitiria a Bracella sobrevivir
en los fagosomas replicativos.

SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS DE USO EN
PRODUCCION ANIMAL EN CEPAS DE L.
monocytogenes Y E. coli AISLADAS DESDE HECES
DE FPORCINOS Y PRODUCTOS CARNICOS.
{Susceptibility to antibiotics vsed in animal production in
Listeria monocytogeres and Escherichia coli strains
isolated from porcine fecal and retail meat samples).

Cerdu F'_, Lépez J', v Rodriguez, F',

Universidad de Concepeion, Fac. Med. Veterinaria,
Chillin, Chile.
fabiolacerda®@udec cl

Se realizé un monitoreo de la resistencia 2 antibiéticos
de cepas de L. monecytegenes v E. celi aisladas de heces
de porcinos v alimentos recolectados en la Provincia de
Nuble. Se analizé 71 muestras de heces, 80 de longanizas ¥
20 de hamburguesas, se identificé por baterias bioguimicas
y PCR. Se evalué la sensibilidad a antibidticos por
sensidiscos (NCCLS 200001 Se aislaron 119 cepas. Desde
longanizas y hamburguesas se aislé 28 cepas de L.
monocyiogenes, 22 presentaron resistencia (57.8%). 6
cepas moanoresistentes (21.05%) y 16 multi-resistentes
[42.1% ). Estreptomicina presenté una resistencia de 53.1%,
amikacina v tetraciclina (28 y 24%). sulfa-trimetropim
(10.5% 1, cloranfenicol (2.6%) ¥ enrofloxacine no presentd
resistencia. No se aisld E. coli desde estos productos. A
partir de heces se aislo 537 cepas de E. colfi, ¢l 100% con
resistencia, 4 monoresistentes (7%1 ¥ 33 cepas
muitiresistentes (92%). Tetraciclina presentd un 91% de
resistencia, estreptomicing (68.42%), amoxicilina {14%} v
sulfa-trimetropim (12.2%). cloramfenicel (T%). Las
muesiras de cerdos presentaron mayor resistencia.
probablemente por su uso profifdctico. Es de consideracien
también el alte porcentaje de L. monacviogenes v E. ool
multiresistentes presentes on productos carmicos.

Financiamiento: Proyecte DIUC - 2004, 204.163.017-1.0
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IMPACTO SOBRE ALGUNAS PROPIEDADES
BIOLOGICAS DE SUELOS DERIVADOS DE
CENIZAS VOLCANICAS POR APLICACION DE
LODO SECUNDARIO DE CELULOSA (Impact over
some biological properties of soils derived from voleanic
ashes by cellvlose secondary sludge Application)

Barrenechea, M.!, Bravo C.', Diez M2 Y Gallardo F !

! Depto Cs. Quimicas. Universidad de La Frontera, Temuco
Chile. * Depto Ing. Quimica, Universidad de La Frontera,
Temuco Chile.

mbarr( 10@& pinhue.ufro.cl

Los lodos biclégicos poseen propiedades [lisicas,
quimicas ¥ bioldgicas dniles para la recuperacion de suelos
degradados. E! objetivo fue evaluar el efecto de ia
aplicacién de lodo sobre algenas propiedades bioldgicas de
suclos degradados (Collipulli ¥ Gorbea) ¥ compararar con
un suelo en optimas condiciones iTemuco). Al incrementar
la dosis de lodo aplicado {0, 10, 20, 30 v 50 Mg'ha) se
produce un aumento en la actividad respiratoria, el €O,
acumulado después de 20 dias de haber sido aplicade el
ledo fue de: 112, 117 « 76 mg CO./100 g S.8, para los
suelos Temuco, Gorbea (30 Mgtha) v Collipulli (50 Mg/
ha}, respectivamente, En relacion a la actividad global
microbiana (Fluoresceina Diacetato}, entre (0, 30 y 60 dias)
sg observd gue el aumento en la dosis aplicada incrementd
la actividad, no ohstante. solo 2l suelo Gorbea alcanzd los
valores referencigles con las dosis de 30 y 50 Mg/he. La
actividad de la fostatasa dcida, medida después de 120 dias
aumentd en relacidn & la dosis de aplicacion, obteméndase
valores entre 722 a2 997 y de 625 2 10,27 (umo]l PNF
liberado Yz s.s. x h) para los suelos Gorbea y Collipulli,
respectivamente; comparado con 10,10 (umol PNF liberado
‘g a5 x h)del suelo Temuco.

Agradecimientos: Proyecto Fondecyt N¥ 10408354
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